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OZET

DENEYSEL ISKEMIK INME MODELINDE iSKEMI/REPERFUZYON
HASARINA KARSI SINAPIN TIYOSIYANAT VE/VEYA SINAPIK ASIT
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji ve Toksikoloji (Veteriner) Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Yasar SAHIN
Ortak Danisman: Prof. Dr. Ender YARSAN
Temmuz 2024, 63 sayfa

Inme; giinliik hayatin artan stres diizeyi, beslenme aliskanliklarinin bozulmasi ve
giinlik hareket miktarinin azalmasina bagl olarak gelisebilen, insanlarda ve
hayvanlarda yiiksek oranda morbidite ve mortaliteye sahip olan bir hastaliktir. Bu
calismanin amaci; iskemik inme modelinde iskemi/reperfiizyon hasarma karsi
sinapin tiyosiyanat ve/veya sinapik asit’in etkileri arastirilmasidir. Caligmada; 56
Sprague-Dawley sican kullanildi. Caligma; Sham grubu, SA grubu ( 40 mg/kg SA),
ST grubu (40 mg/kg ST) ve SA+ST grubu (40 mg/kg SA, 40 mg/kg ST), CCA grubu
(iskemi/reperfiizyon), CCA+SA grubu (iskemi/reperfiizyon, 40 mg/kg SA, IP),
CCA+ST grubu (iskemi/reperfiizyon, 40 mg/kg ST, IP), CCA+SA+ST grubu
(iskemi/reperfiizyon, 40 mg/kg SA, 40 mg/kg ST, IP) olmak {izere 8 gruba (n:7)
ayrildi. Bu gruplardan; Sham grubu, SA grubu, ST grubu ve SA+ST grubuna madde
uygulandiktan 3 saat sonra anestezi altindaki hayvanlar sakrifiye edildi. CCA (sag
ana karotis arter iskemi), CCA+SA, CCA+ST ve CCA+SA+ST gruplarindaki
hayvanlar anestezi altinda sag ortak karotis arter klemplenerek inme olusturuldu.
Inme olusturulan gruplardaki hayvanlara inmeden 60 dakika sonra intraperitoneal
yolla madde uygulandi. Iskemik inme olusturulan gruplar; ilk 90 dakikalik inme
siiresi tamamlandiktan sonra sag ana karotis arterdeki klemp agilarak
iskemi/reperfiizyon hasar1 olusumu saglandi. Reperfiizyondan 2,5 saat sonra; CCA,
CCA+SA, CCA+ST ve CCA+SA+ST gruplarindaki hayvanlar anestezi altinda
sakrifiye edildi. Biitlin gruplardaki hayvanlarin beyin dokusu ¢ikarildi. Beyin
dokusunda; TAS (total antioksidan durum), TOS (total oksidan durum), OSi
(oksidatis stres indeksi), MDA (Malondialdehit), GSH (glutatyon peroksidaz), GFAP
(glial fibriler asidik protein) ve NSE (néron spesifik enolaz) diizeyleri belirlendi.
Ayrica beyin dokusunun histopatolojik inceleme ve dejeneratif néronlarin yiizdesi
belirlendi. CCA grubunda OSI degeri diger calisma gruplarina kiyasla yiiksek
bulundu (p<0,001). CCA grubunda kiyasla CCA+SA, CCA+ST ve CCA+SA+ST
gruplarinda OSI degeri istatistiksel agcidan anlamli olarak azaldi (p<0,001). MDA
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degeri; kontrol grubuna kiyasla CCA grubunda anlamli diizeyde artt1 (p<0,001).
Diger calisgma gruplarina kiyasla NSE ve GFAP diizeyleri CCA grubunda anlaml
diizeyde yiiksek bulundu (p<0.001). CCA grubunda kiyasla CCA+SA, CCA+ST ve
CCA+SA+ST gruplarinda NSE diizeyi istatistiksel agidan anlamli olarak azaldi
(p<0,001). GFAP diizeyi, CCA+SA, CCA+ST ve CCA+SA+ST gruplarinda, CCA
grubuna gore istatistiksel agidan azaldigi gozlemlendi (p<0,001). Beyin korteksinde
dejeneratif piramidal noronlarin yiizdesi diger gruplara kiyasla CCA grubunda
istatistiksel olarak arttig1 bulundu (p<0,001). Bu CCA grubundaki dejeneratif noron
yilizdesindeki artig, tedavi gruplari olan CCA+SA, CCA+ST ve CCA+SA+ST
gruplarinda anlamli bir sekilde azaldig1 gozlendi (p<<0,001). Sonug olarak, SA, ST ve
SA+ST uygulamasi siganlarda serebral IR hasari lizerinde 6nemli bir onleyici etkiye
sahip oldugu bulundu. Bu bilesiklerin serebral IR hasar1 iizerindeki koruyucu
etkisinin ¢esitli mekanizmalar ve doz-yanit calismalari ile arastirilmasina
odaklanmalidir.

Anahtar Kelimeler: GFAP, inme, iskemi/reperfiizyon hasari, NSE, oksidatif stres,
sinapik asit, sinapin tiyosiyanat,



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SINAPINE THIOCYANATE AND/OR
SINAPIC ACID AGAINST ISCHEMIA/REPERFUSION INJURY IN AN
EXPERIMENTAL ISCHEMIC STROKE MODEL

Kirikkale University
Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmacology and Toxicology (\Veterinary), Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yasar SAHIN
Co-Supervisor: Prof. Dr. Ender YARSAN
July 2024, 63 pages

Stroke is a disease that can develop due to the increased stress level of daily life,
deterioration of eating habits, and decreased daily activity, and has a high rate of
morbidity and mortality in humans and animals. The purpose of this study; is to
investigate the effects of sinapine thiocyanate and/or sinapic acid against
ischemia/reperfusion injury in an ischemic stroke model. In the study, 56 Sprague-
Dawley rats were used. In the study, they were divided into 8 groups (n:7): Sham
group, SA group (40 mg/kg SA), ST group (40 mg/kg ST), and SA+ST group (40
mg/kg SA, 40 mg/kg ST), CCA group (ischemia/reperfusion), CCA +SA group
(ischemia/reperfusion, 40 mg/kg SA, IP), CCA+ST group (ischemia/reperfusion, 40
mg/kg ST, IP), and CCA+SA+ST group (ischemia/reperfusion, 40 mg/kg SA, 40
mg/kg ST). From these groups, animals under anesthesia were sacrificed 3 hours
after the substance was applied to the Sham group, SA group, ST group, and SA+ST
group. Animals in the CCA, CCA+SA, CCA+ST, and CCA+SA+ST groups were
stroked by clamping the right common carotid artery under anesthesia. The substance
was administered intraperitoneally to the animals in the stroke-induced groups 60
minutes after the stroke. Groups created for ischemic stroke: After the first 90
minutes of stroke were completed, the clamp on the right common carotid artery was
opened to ensure ischemia/reperfusion injury. 2.5 hours after reperfusion, animals in
the CCA, CCA+SA, CCA+ST, and CCA+SA+ST groups were sacrificed under
anesthesia. Brain tissue of animals in all groups was removed. The brain tissue of
animals in all groups was removed. In brain tissue; TAS, TOS, OSI, MDA, GSH,
GFAP, and NSE levels were determined. Additionally, the histopathological
examination of brain tissue and the percentage of degenerative neurons were
determined. The OSI value was found to be higher in the CCA group compared to
other study groups (p<0.001). Compared to the CCA group, the OSI value decreased
statistically significantly in the CCA+SA, CCA+ST, and CCA+SA+ST groups
(p<0.001). MDA value; It increased significantly in the CCA group compared to the
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control group (p<0.001). Compared to other study groups, NSE and GFAP levels
were found to be significantly higher in the CCA group (p<0.001). Compared to the
CCA group, the NSE level decreased statistically significantly in the CCA+SA,
CCA+ST, and CCA+SA+ST groups (p<0.001). It was observed that GFAP levels
decreased statistically in the CCA+SA, CCA+ST, and CCA+SA+ST groups
compared to the CCA group (p<0.001). The percentage of degenerative pyramidal
neurons in the cerebral cortex was found to be statistically increased in the CCA
group compared to the other groups (p<0.001). It was observed that the increase in
the percentage of degenerative neurons in this CCA group decreased significantly in
the treatment groups CCA+SA, CCA+ST, and CCA+SA+ST (p<0.001). In
conclusion, SA, ST, and SA+ST administrations were found to have a significant
preventive effect on cerebral IR injury in rats. The focus should be on investigating
the protective effect of these compounds on cerebral IR injury through various
mechanisms and dose-response studies.

Key Words: GFAP, stroke, ischemia/reperfusion injury, NSE, oxidative stress,
sinapic acid, sinapine thiocyanate.
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1. GIRIS

Inme; insan ve hayvanlarda yiiksek oranda morbidite ve mortaliteye sahip en énemli
hastaliklarin baginda gelmektedir (Arnold ve ark 2020, Li ve Zhang 2021). Gelismis
iilkeler arasinda kabul edilen ABD’de yapilan ¢alismada; her 2 dakikada 3 kisinin
felg gegirdigi bildirilmis ve yasam boyunca felg riskinin yaklasik %8- %10 oldugu
tahmin edilmektedir. Bu veriler hastaligin ne kadar yaygin oldugunun ve ciddiyetinin
gostergesidir (Sommer 2017, Woodruft ve ark 2011). Fel¢ sonrasinda beyinde hasar
baslica, eksitotoksisite, iyonik dengesizlik, oksidatif stres, nitratif stres, apoptozis,
asidotoksisite, peri-infarkt depolarizasyonu ve inflamasyona bagli birden ¢ok etkenin
karmasik etkilesimi neticesinde meydana gelmektedir (Doyle ve Ark, 2008). 1970°1i
yillarin sonrasinda, doku hasarina sebebiyet veren mekanizmalarin tanimlanmasi ve
felc durumlarina yeni tedavi yontemlerinin temelinin atilmasi i¢in iskemi hayvan
modelleri iizerinde ¢alismalar baslamistir. Gliniimiizde bu ¢alismalarda; domuzlar,
koyunlar, tavsanlar, fareler ve ratlar gibi hayvanlar kullamlmaktadir. Ozellikle bu
hayvanlarin iskemik inme modelleri i¢cin uygun olmalari, bakim, besleme, tedarik
olanaklarinin kolay ve ucuz olmasi, fizyolojik ve patolojik degisikliklerin hizli takip
edilebilmesi, daha biiylik memeli hayvanlar bu ¢aligmalarda biiylik 6nemi olsa dahi,
kiiciik hayvanlar1 bu ¢alismalarda daha ayricalikli kilmaktadir (Bacigaluppi ve Ark.
2010, Sommer 2017).

Akut serebral inme vakalarinin yaklasik olarak %85 besleyici arteriyel damarlarin
tikanmasi, %15’ lik bir oranin ise ilgili damarlarin yirtilmasi neticesinde gergeklestigi
bilinmektedir (Sommer 2017). Damar tikanikliklari, oksijenin ve enerjinin yetersiz
gelmesine, sonrasinda reaktif oksijen tiirlerinin aciga ¢ikmasina, glutamat salinimina,
hiicrenin i¢inde kalsiyum birikmesine ve inflamatuvar siireglerinin indiiklenmesi gibi

birgok olayin ger¢eklesmesine neden olmaktadir (Fluri ve ark. 2015).

Inme durumu gesitli genetik faktorler ve gevresel sartlardan dolayr olusabilen
karmagik yapili bir hastaliktir. Diisiik yogunluga sahip proteinlerin arterlerin
duvarlarinda toplanmasi neticesinde (Hiperkolesterolemi), arteriyel hipertansiyon,

hiperhomosisteinemiy, yasa ve genetik durum gibi ¢esitli sebeplere bagl olarak risk



faktorii artig gostermektedir (Bacigaluppi ve ark. 2010). Kesin taninin konulmasi i¢in
beyin ve ndrovaskiiler goriintiileme sistemleri kullanilmalidir. Yaygin olmasi sebebi
ile en ¢ok kullanilan yontem bilgisayarli tomografidir (BT). Bu yontem ile hemorajik
inme vakalarinda %95 dogruluk orani ile tan1 konulabilir. Bu yontemde teshis oram
iskemi durumlarinda daha disiiktiir. Yine tani i¢in kullanilan bir diger cihaz ise
Manyetik rezonans goriintileme (MRG) cihazidir. Gegici iskemik atak ve mindr
felcte gozlemlenen kiigiikk hacimli iskemi durumlarinda MRG daha yiiksek

duyarliliga sahiptir (Musuka ve ark. 2015).

Genel olarak iskemik inme durumlarinda, rekanalizasyon (reperfiizyon) ve
noroproteksiyon  tedavi  secenekleri  iki  bashikta  degerlendirilmektedir.
Rekanalizasyon bir kan damarinin daralmasi ya da tamamen tikanmasi neticesinde
sekteye ugrayan kan akisinin yeniden saglanmasidir. Noroproteksiyon ise beyin
dokusunda meydana gelen hasar1 azaltmak ya da Onlemek i¢in uygulanan bir
yontemdir. Su an i¢in rekombinant doku tipi plazminojen aktivatorii olan alteplaz,
akut iskemik fel¢ icin onaylanmis tek tedavi yontemidir. Hayvan inme modellerinde
calisilan ve olumlu etkileri oldugu saptanan 700’iin {izerinde maddenin arasinda
sadece serbest radikalleri azaltici bir ajan olan NXY-059 maddesi faz 3 agamasinda
pozitif sonuclar vermis ve etkinligini kanitlamistir (Durukan ve Tatlisumak 2007).
Ozellikle son yillarda hayvanlar iizerinde iskemik inme ¢alismalar1 artmakla birlikte,
bitkisel ve takviye edici gidalarin iskemik inmeye karsi koruyucu ve dnleyici etkisi
arastirllmaktadir. Bu tezin amact SA, ST ve SA+ST’nin serebral IR (Iskemi

reperfiizyon) modelinde koruyucu etkinliginin degerlendirilmesidir.

1.1. Beyin Anatomisi

Beyin, diger organlarda da oldugu gibi metabolik olarak ihtiya¢ duydugu glukoz ve
oksijen gibi maddeleri kilcal damarlar vasitasi ile karsilar (Karbowski 2011). Bu
stirecte temelde kullanilan damarlarin yaklasik %90°1 karotid arter kalan %10 luk
kismi ise vertebral arterlerdir. Beyin dokusuna ulagan oksijen ve glukoz maddeleri
elektrofizyolojik islevler ve bazal metabolizma faaliyetleri i¢in kullanilir

(Kilingarslan 2019)

Cesitli sican tiirlerinin serebral korteks mikrodamarlarinda yapilan o6lgiimler

neticesinde RBC akis hizinin ortalama 0,39- 2,08 mm/sn arasinda ve genellikle 1



mm/sn oldugu bildirilmistir (Unekawa ve ark, 2010). Yine wistar albino ve sprague
dawley sicanlarda yapilan bir arastirmada serebral kan akisi sonuglari, ¢ok fazli
pCASL ile 109 =22, 111 + 18 ve 100 + 15 mL/100 g/dak ve otoradyografi ile 108 +
12,116 = 14 ve 122 £ 16 mL/100 g/dak olarak bulunmustur (Larkin ve ark., 2019).

Arcus aortada 3 biiyiik atardamar ¢ikmaktadir. Bunlar arteria brachialis, sol arteria
karotis ve sol subklavyan atardamardir. Arcus aortadan ¢ikan ilk biiyiik dal arteria
brachialistir. Arteria brachialisten ileri dogru ¢ikan ilk dal sol arteria karotistir; daha
sonra sag ana ateria karotise dallanir (Cochran, 2011). Arcus aortikadan ¢ikan ana
arterler asimetriktir: Solda iki arter vardir, sol ortak karotis arter ve sol subklavyen
arter ve sagda sadece bir tane brakiyosefalik arter vardir (Low ve ark, 2016). Karotid
arterler, elastik yapiya sahip arterler arasindan yer almaktadir (Treuting ve ark,
2018). Vagus siniri, boynun her iki yaninda yer alan karotid arterlerle bitigik
seyretmektedir. Vena jugularis interna, trakeanin yakininda sol ana karotid arterin
yaninda yer alir ve beyni drene etmektedir. Vena jugularis interna, vagus siniri ve
ortak karotid arterler medialde laringeal sinirler ve servikal sempatik trunkuslarin
bulundugu karotis kilifinda yer almaktadir. Ventralde ise ortak karotis arterler
sternotiroid kaslar tarafindan Ortiiliir. Her iki ortak karotid arter tiroid bezi
seviyesinde boliinerek internal ve eksternal karotid arterleri olusturur. Oksipital arter
kafatasinin kaudal/dorsal tarafindaki kaslar1 ve deriyi beslemektedir. Ikinci kisim
kulaga dikey olarak uzanmaktadir ve ii¢ dal vermektedir (Maynard, ve Downes,

2019).

1.2. Beyin Histolojisi

Merkezi sinir sistemi sirast ile kraniyal kavite ve spinal kanalin igerisinde bulunan
beyin ve spinal korddan meydana gelmektedir. Hiicresel agidan sinir dokular1 ele
alindiginda ise noron hiicreleri ve destek hiicreleri olmak iizere iki tip hiicre ile
karsilagilir. Noron hiicreleri canlinin sinir sisteminin fonksiyonel birimleridir.
Niikleus barindiran hiicre gévde yapisi ile uzunluklar1 degiskenlik gostermektedir.
Sinaps adi verilen néronlar arasinda bilgi aktarimi saglayan Ozellesmis temas
noktalar1 vardir. Destek hiicreleri ise konum olarak ndronlara yakin bulunan, iletim

yapmayan hiicrelerdir (Ross 2014).



Beyin boliimii igerisinde az miktarda beyaz madde olarak da bilinen substantia alba
ile ¢evrili ¢ekirdek olarak da isimlendirilen gri madde (substantia grisea) vardir. Her
bir ¢ekirdek bir ya da daha fazla sistemden sinirsel uyari alir. Beyin igerisinde gri
madde beyin korteksini ve beyincik korteksini meydana getiren bolim c¢evresi
boyunca bulunur. Gri madde ve beyaz madde histolojik agidan beyaz maddenin
perikarya bulundurmamasi ve yogun olarak miyelinli aksonlara sahip olmasi sebebi

ile net olarak ayirt edilebilir (Samuelson 2007).

Beyin dokusundan enine alinan kesit sonrasi piamater, molekiiler katman, dis piramit
hiicreleri katmani, i¢ piramit hiicreleri katmani ve multiform hiicreler katmanlar
olmak iizere 5 katman goOzlenecektir. Substansiya Alba katmani Oligodendrosit,
fibroz astrosit ve mikrogliya hiicreleri ile her yonde seyreden miyeline sahip sinir

tellerinden olusmustur (Girgin 2016).

1.3. inme

Inme; hem insanlarda hem de hayvanlarda yiiksek oranda morbidite ve mortaliteye
sahip olan bir hastaliktir (Arnold ve ark 2020, Li ve Zhang 2021). Ozellikle
insanlarda diinya ¢apinda meydana gelen 6liimlerin, ilk nedenlerinden birisi inmedir
(Fluri ve ark 2015). Inmenin goriildiigii vakalarda ilerleyen siiregte &liimle
sonuglanmasa dahi hafizanin daha zayif olmasina bagl olarak, biligsel gerileme

yasanma ihtimalinin yiiksek oldugu 6ne stiriilmektedir (Mijajlovi¢ ve ark 2017).

Bu hastalik 6liim ve biligsel bozuklugun yaninda denge saglayamama (An ve
Shaughnessy 2011), yiiriimede bozulmalar (Kim ve ark 2021), iist ekstremite ve
(Chan ve ark 2018), alt ekstremite fonksiyonlarinda bozulmalar (Hong ve ark 2018)
ve felg (Wang ve ark 2020) gibi durumlara da sebep vermektedir. Felg¢ sonrasinda
fiziksel bozulmalarin iyilesme egilimi gosterdigi diistiniiliirken biligsel hasarlarin
kotiilesme egilimi gosterdigi diistiniilmektedir. Ek olarak bilissel etkisi de tam anlami
ile aydinlatilamamustir (Mijajlovié¢ ve ark 2017). Ozellikle inme vakalarmin yaygin
olarak goriilmesinde; diyabet, obezite gibi saglik sorunlar1 da etkili olabilmektedir
(Jurcau ve Simion 2021). Genel olarak inme; beyine giden kanin akisinda meydana
gelen akut azalmaya bagl olarak gelismektedir ve bu durum sonucunda beyinde
iskemik hasar, norolojik defisitler goriilmektedir (El-Koussy ve ark 2014). Beyinde

meydana gelen hasar, iskemi/reperfiizyon yoluyla daha da artmaktadir. Zamana bagl



olarak bu inmenin meydana getirdigi hasarin fizyo-patolojisi degismektedir. Serebral
iskemi/reperfiizyonun; akut fazinda norotransmitterin salinmasi, ATPaz yetersizligi,
serebral kan akisinda azalma gibi durumlar goriiliirken, subakut fazda ROS
iiretiminde artis, apoptoz, endotel hasar1 gibi durumlar goriilebilmektedir (Jurcau ve

Simion 2021).

Inme olgusu, intracraniyal vaskiiler bir durumdan kaynaklanan ve geleneksel olarak
24 saat (en az) devam eden klinik semptomlar1 olan ani sekillenen fokal ndrolojik
yetmezliktir. Klinik semptomlar ilk giin kisa siirdiigii takdirde, durum gegici iskemik
atak (GIA) olarak tanimlanir ( Victor ve Ropper, 2001 ). Dokulara ulasan kan akis
miktar1 standart hiicresel islevi devam ettirmek icin yeterli diizeyde degilse iskemi
vardir. Seconder kan sizintisinin olmasi hemorajik enfarktiise sebep olabilir
(Summers ve ark 1995). iskemik inme durumu, intrakranial arteriyel veya vendz
tikanmalara bagh sekillenir. Hemorajik inme durumu ise, beyin i¢i kan damarlarinin
yirtilmasina bagl sekillenir. insanlarda iskemik durumlar inme olgularinin %77'sini,
hemorajik olgular ise %23"linli medana getirir (Sacco ve ark 1998). Calismalar halen
devam etse de kopeklerde de siklik oran1 paraleldir (Joseph ve Ark.
1988 , McConnell ve ark 2005).

Goriilen inmelere karsi bilgisayarli tomografi (BT) veya manyetik rezonans
goriintiileme (MRG) yontemleri yaygin olarak kullanilarak teshis daha kolay
yapilabilmektedir (El-Koussy ve ark 2014). Kopek gibi hayvanlarda goriilen inme
durumlarinin teshis edilmesi insanlara gore daha zordur (Arnold ve ark 2020). Son
yillarda gelisen teknolojiye paralel, inmenin asamalarinin belirlenmesinde ilerleme
katedilmesine ragmen, inmeyi O©nemli Olglide 1iyilestiren bir tedavi ydntemi
gelistirilememistir (Przykaza 2021). Bu nedenle serebral iskemi/reperfiizyon hasarina
kars1 koruyucu veya tedavi edici maddelerin belirlenmesi amaciyla g¢alismalar
yapilmaktadir (Wang ve ark 2018, Zhao ve ark 2018, Chengve ark 2019, Fu ve ark
2021, Shi ve ark 2022). Yapilan deney hayvani modelleri ile inmelere kars1 yeni
tedavi yontemleri gelistirmek i¢in ¢calismalar yapilmalidir (Li ve Zhang 2021).

Sinapin maddesi, kuarterner amin alkaloid olan ve turpgil ailesine mensup bitkilerde
sik¢a bulunan bir maddedir. Farmakolojik agidan ¢esitli etkilere sahiptir ( Guo ve ark
2016 ). Sinapin sik¢a organik asit maddeleri, glikozitler, organik asitler, amidler,
esterler ve tiyosiyanatlarla birlesim saglar ( Bhinu ve ark 2009 ). Sinapin tiyosiyanat

(ST) maddesi, Semen Raphani'nde bulunmakta olan sinapinin temel aktif
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bilesenidir. Yapilan calismalar neticesinde, ST'nin kan basincini azaltmakta mutlak
bir rolii oldugunu ve etki mekanizmasinin, vaskiiler endotel hiicrelerince adezyon
faktorlerinin salgilanimini inhibe etmek ve inflamasyonun olusumunu baskilamak ile

alakali oldugunu ortaya koymustur (Li ve ark 2015 ).

ST, pihtilagsma ile alakli etkenlerin ekspresyonunu diisiirerek diizenleyebilir, bunun
sonucunda vaskiiler inflamatuar harabiyetin sebep oldugu protrombotik durumu
baskilayabilir (Li ve ark 2017 ). Bunun yaninda gec¢miste yapilan c¢aligmalar,
sinapinin serbest radikalleri temizleyebilen, yaglanma durumunu yavaglatan (Qun ve
Ruigi 1999) ve iltihap 6nleyici 6zelligi olan (Zhang ve Shen 1996) dogal antioksidan
bir madde oldugunu kanitlamistir. Sinapik asit; baharatlarda, narenciye, sebzelerde,
tahillarda ve yagli tohum firiinlerinde yaygin olarak bulunan ve oral olarak
biyoyararli bir fitokimyasaldir ve antioksidan, anti-inflamatuar, antikanser,
antimutajenik, antiglisemik, noroprotektif ve antibakteriyel aktiviteler sahiptir (Chen
2016). Diinya genelinde her gegen giin kullanimi artan bitkisel ve takviye edici
gidalarin; ¢ogu hastaliga kars1 koruyucu ve onleyici etkisi oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle calismada; siganlarda serebral iskemi/reperfiizyon hasarina karsi sinapik

asidin ve sinapine thiocyanate’in etkileri arastirilacaktir.

1.4. Inme Cesitleri

1.4.1. iskemik inme

Iskemik inme Diinya Saghk Orgiitii tarafinca 2006 senesinde sadece vaskiiler
nedenlere baglh olarak kisa siirede yerlesip global ya da fokal serebral islevlerin
bozulmasina neden olan 1 giin veya daha uzun siire devam edebilen, oliimle

sonug¢lanma ihtimali de bulunan bir durumdur (WHO 2006).

Esas olarak trombiis veya emboliye bagli kan akiminin bozulmasindan kaynaklanir
(Frizzell, 2005). Akut inmede, merkezi santral bolgede kan akiminin azaldigi ve
dokularin hizla nekroza dogru ilerledigi durumlarda, ¢cevre bolgelerde kan akiminin
azaldig1 ancak doku oOliimiiniin heniiz baslamadig1 sessiz bir bdlge vardir ve bu
bolgeye "penumbra" denir. Akut tedavi ayni zamanda hala iyilestigi ve geri
dondiiriilebilir oldugu bu alan1 korumak igin temel amagtir. Norolojik defisitler,
serebral kan akiminin sagladigi bolgeye bagli olarak ortaya g¢ikar. Serebral kan

akiminin bozulmasini takip eden dénemde ilk olarak ndrolojik fonksiyon kaybi, artan
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siire ile anoksiye bagli serebral enfarktiisler gozlenir (Mozaffarian, vd., 2016).
Iskemik inme durumlarinda nérolojik belirtilerin siddeti ve etkilenen bélge, siire ile
dogru orantilidir. Bamford ve arkadaslar1 1991 yilinda PADI, TADI, PDi, LAI olarak
Klinik neticelerine goére siniflandirma yapmustir (Kiipeli, 2019). Ancak bu
siniflandirmada sadece klinik bulgular goz 6niinde bulundurulup, etiyoloji dikkate

alimamustir.

1.4.2. Hemorajik inme

Hemorajik inme, beyni besleyen damarlarin yapisal olarak bozulmasi sonucu olusan
kanamalara bagli olarak, travmaya yol agmadan gelisir. Kanama beyin dokusuna
yoneliktir ve inme tiplerinin %20'sini olusturur, bu da daha az goriilmekle birlikte
daha agir bir tabloya neden olur (Sacco 2013). Hemorajik inmede hematomun neden
oldugu kitle etkisi ana hasar nedenidir ve bu nedenle kafa i¢i basincinda artisa neden
olur. Bu islem sirasinda bu basinca bagli olarak nekroz gelisir. Yiiksek tansiyon en
yaygin nedenlerden biridir. Lezyon yerine gore subaraknoid hemoraj ve intraserebral
hemoraj alt basliklaridir. Subaraknoid kanama subaraknoid kanal yoniinde yerlesir ve
esas olarak anevrizmalardan kaynaklanir. Mortalite oran1 ytiksektir ve alkol, sigara,
uyusturucu kullanimi1 veya yiiksek tansiyon gibi degistirilebilir risk faktorlerinin
Onlenmesi bu orani azaltmada 6nemli bir etkiye sahiptir. Ani bir baslangici vardir ve
klinik belirtiler siddetli bas agris1, kusma veya biling kaybin1 igerebilir. Intraserebral
kanama esas olarak spontan olgularda mikroanevrizmalara baglh kiigiik derin arter
lokalizasyonlarinda ortaya cikar. Travma, tiimorler veya vaskiilitler diger nedenler
olarak ortaya c¢ikabilir. Klinik bulgular subaraknoid kanama ile benzerdir (Sahin,
2015). Cogu hastada ani biling kayb1 ile koma gelisir. Yiiksek mortalite oranina
ragmen, hasta hastaligin tistesinden gelebiliyorsa motor fonksiyonda olumlu bir
tyilesme gozlenir (Kiipeli, 2019). Hemorajik inme vakalari insanlarda yiiksek
insidansa sahip olmasina ragmen, 6zellikle képeklerde nadir oldugu diisiiniilmektedir

(Garosi 2010).

1.5. iskemi ve Reperfiizyon Hasar

Iskemi, bir organi besleyen arterlerde ki kan akis miktarinin kismen ya da tamamen
kesilmesi sonucunda olusur. iskemik bdlgede bulunan hiicre ve dokular daha énce

gergeklestirdikleri aerobik metabolizma faaliyetlerini artik gergeklestiremedikleri



icin anaerobik metabolizma ile ihtiya¢c duyduklar1 enerjiyi karsilamaya calisirlar.
Anaerobik metabolizma ile iiretilen metabolitler, kan akimi olmadig1 i¢in dokularda
birikir ve kan akimi normale dondiigiinde (reperflizyon) metabolitlerin ugradigi
oksidasyonu ile aciga c¢ikan maddeler dolasim sistemine karigir ardindan kanla

birlikte biitiin viicuda yayilir (Kahraman, 2014).

Iskemi ve reperfiizyon hasarinda durum, minimal gecici hasar ile kalict doku
nekrozuna varacak kadar genis aralikta sonuglanabilir. Iskemi ve reperfiizyon
hasarinda kesin mekanizma bilinmemekle birlikte, humoral ve hiicresel kaskat
sistemin hem pihtilasma hem de inflamatuar ile iliskili mekanizmalarin1 kullanan

multifaktoriyel bir mekanizma ile ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir (Albert vd., 2003).

Reperfiizyon lezyonlar: ile ilgili ilk aragtirma 1973 yilinda Hearse ve arkadaslar
tarafinca yapilmistir. Bu calismada oksijene bagimli enzimlerin salgilanmasinin
iskemik sican kalplerinde reperflizyon lezyonlarinda kritik bir géreve sahip oldugu

anlasilmistir (Hearse, 1973).

1.5.1. iskemi

Iskemi, kan akiminin yetersiz olmasi ve artik metabolizma yan iiriinlerinin dolasim
yoluyla uzaklastirilamamasi nedeniyle dolasim sisteminin dokularin ihtiya¢ duydugu
oksijen ve diger metabolitleri dolasim yoluyla karsilayamamas1 olarak
tanimlanmaktadir. Hipoksi ise dokulara ulagan oksijen eksikligi olarak tanimlanabilir.
Hipoksinin en yaygin nedenlerinden birisi iskemidir (Ballestin, vd., 2018). Iskemi
neticesinde olusan hasarin siddeti, hipoperfiizyonun stiresi ve miktar ile iligkilidir.
Ayrica hiicre tipine, yaralanmaya yatkinliga, farklilasmaya, kan talebine ve

metabolizmaya bagh degisiklik gostermektedir (Kahraman, 2014).

Uzun siireli doku iskemisi durumunda; Iskeletteki hiicre metabolizmasi ve hiicre
yapist ile ilgili birgok degisiklikle hiicresel sislik, asidoz, hipoksantin diizeylerinin
artmasi, hiicre i¢i kalsiyum/sodyum oraninin artmasi, adenozin trifosfat (ATP)/
fosfokreatin ve glutatyon diizeylerinin azalmasi, membran potansiyelinde
degisiklikler, adenozin sinyal aktivitesinde artis, iskelet biitiinliglinde kayip ve

niikleotid fosfohidrolizi ortaya ¢ikar (Eltzschig, 2005).

Hipoksi ilk olarak mitokondrideki oksidatif fosforilasyon metabolizmasina etki
ederek ATP ve fosfokreatin depolarin azalmasina yol agar. Sonug olarak, ATP'ye

bagimli hiicre diyaframli pompalar islevsiz hale gelir. Bu da hiicre sismesine yol
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acar. Sonrasinda, ribozomlarin graniiler endoplazmik retikulumdan kopmasi ve
polizomlardan monozomlarin olusmasi ile protein sentezinde bir diisiis olur. Hipoksi
diizelmezse, artmis membran gecirgenligi ve fosfolipid bakimindan zengin
yogunluklar nedeniyle mitokondriyal fonksiyonun bozulmasi ve hiicresel sisme ile
karakterize morfolojik deformasyon goézlenir. Kritik iskemi siiresi, doku canliligini
koruyabilen maksimum iskemi siiresi seklinde tanimlanir. iskeminin kritik evresi
hiicrenin metabolik aktivitesine ve adaptasyon mekanizmalarina bagli olarak
degiskenlik gosterse de canlilarin uzun silire iskemiye maruz kalmasi sonucunda
nekroz ve geri doniisii olmayan hasar kaciilmazdir. Meydana gelen doniisiimsiiz
hasarin en biiylik belirtisi, doku oksijenasyonunun restorasyonuna ragmen hipoksi
sonucu mitokondriyal disfonksiyon ve hiicre zari1 hasarimin iyilestirilememesidir

(Anaya-Prado ve Toledo-Pereyra 2002).

Geri  doniisii  olmayan yaralanma mekanizmalart dort adettir.  Membran
fosfolipidlerinin kayb1: Hiicre zarindaki fosfolipitler, artan bozunma ve azalan sentez
nedeniyle azalir, hiicre iskeleti anormallikleri: Iskelet hiicre zarmn ayrilmasi ve
yirtilmasi, kalsiyumla aktive olan hiicre i¢i proteazlarin artmasi ve hiicrenin sismesi
neticesinde ortaya ¢ikarlar. Bu hasar mekanizmalar ile, oksidatif fosforilasyon, hiicre

genetik yapisi, hiicre zarinin biitiinliigli ve protein senteiz olmak {izere 4 ana sistem

etkilenir (Kahraman, 2014).

1.5.2. Reperfiizyon

Reperflizyon ¢esitli sebepler sonucu olusan iskemiye ugramis, doku ve organlarin
yeniden oksijenlenmesi ve beslenmesi olayidir (Kalogeris ve ark 2012). Buna ek
olarak iskemi meydana gelmis hiicrelerde antioksidatif ajan yogunlugunun
azalmasina bagl olarak reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesinde artis meydana gelir
(Wu ve ark. 2018). Reperfiizyon hasari, iskemiden sonra dokularda yeniden meydana
gelen kan akigina bagli olusan hasarlara denir (Akkog¢ 2008, Kalogeris ve ark 2012).
Reperfiizyon hasari, reperflizyon doneminde yapilacak miidahalelere bagh

azaltilabilir ya da ortadan kaldirilabilir (Kalogeris ve ark 2012).

Giliniimiizde reperfiizyona bagli gelisen hasarlarin altinda yatan mekanizmalar tam
olarak aciklanamamakla birlikte, reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi, endotel
disfonksiyonu ve asir1 kalsiyum yiiklenmesi gibi ¢esitli faktorlerden kaynaklandigi

diisiiniilmektedir. Iskemi/reperfiizyon tarafindan olusan hasarin boyutu iskemi ve



reperfiizyon siiresine gore degisebilmektedir (Kalogeris ve ark 2012). Asil hasara
sebep olan reaksiyonlar reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikar ve iskemik nedenlerden
temel olarak farklidir (Piper ve ark 2003). Kan akisinin diigme orani ve iskemi
stiresinin uzunlugu dogrudan hiicrelerin fonksiyonel bozulma diizeyini, yaralanmanin

boyutunu hatta 6liimii belirler (Kalogeris ve ark 2016).

Ozellikle reperfiizyon déneminde meydana gelen hiicresel dliimlerin 72 saate kadar
stirebilecegi diisiiniilecek olursa reperperflizyon siirecinde yapilabilecek terapotik

miidahaleler ile hasar boyutu azaltilabilir (Kalogeris ve ark 2012).

Iskemi ve reperfiizyon esnasinda gerceklesen patolojik durumlarin doku hasarini
tetikledigi kabul edilmesi, kandaki diisiisiin sebep oldugu hasar1 azaltabilecek yeni
sagaltim yollarinin bulunmasi amaciyla iskemi/reperfiizyon hasari ile ilgili ¢aligmalar
artmistir (Kalogeris ve ark 2016). 14-16 haftalik yas araliginda ve 300-350 gr viicut
agirhiginda olan disi Wistar albino ratlarda bilateral olarak 1 saat siire ile klipslenen
karotid arter sonrasinda 1 saat siire ile salinarak reperfiizyon hasar1 olusmasi
saglanmasi (Demir 2019) ve yine Wistar albino ratlarda 15 dakika siire ile karotid
arterin okllizyonunu takiben hayvanin 1 giin siire ile reperfiizyona birakilmasi
yontemleri deneysel olarak iskemi/reperflizyon vakalarinin arastirilmasi igin

kullanilan yontemlerdendir (Toklu ve ark. 2015)

1.6. Oksidatif Stres

Hiicre i¢inde enerjinin {iretilmesi siire¢lerinde kullanilan oksijen molekiilii canlilarin
yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmeleri i¢in biiylik 6nem tasimaktadir. Yiiksek
oranda potansiyel zarart bulunan ve yiiksek miktarda reaktif olan serbest oksijen
radikalleri enerji olusum prosesi dogal yan iiriiniidiir. Bu serbest radikallerin canlida
olusum hiz1 ile bu radikallerin viicutta bertaraf edilme hizi arasinda denge
bulunmaktadir (Dogan Z. 2012). Bu denge bozuldugu ve absorbe edilen serbest
radikal miktari, olusan serbest radikal miktarindan daha fazla oldugu takdirde
oksidatif stres meydana gelmis olur (Fidanci 2023, Uludag 2017). Hastalik
patogenezlerinde en Onemli sebeplerden bir tanesi artan serbest radikal diizeyi
neticesinde olusan oksidatif strese bagli hiicrelerde hasar olugmasidir. Bu nedenle
oksidatif stres, fertilite problemler, renal yetmezlikler, immun sistem sorunlari, kalp

rahatsizlilklari, sepsis, kanser hiicresi olusumu, kas hastaliklari, karaciger hastaliklar
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ve dejeneratif norolojik hastaliklar gibi birgok rahatsizligin olusum etiyolojisinden
sorumlu tutulmakta ve yaslandikca oksidatif stres artmaktadir (Fidanci 2023, Cirak
ve ark. 2003). Bunun yaninda Oksidatif stres durumu, endotel hiicrelerin aktive

olmasina ve iglevlerinin bozulmasina da sebep olur (Yazir ve Dalgik, 2013).

1.6.1. Serbest Radikal

Dis yoriingesinde tek sayida elektrona sahip bir atom veya molekiildiir. Dig
yorlingede ikiye bdliinemeyen elektronlarin varligi, atomu veya molekiili reaktif
hale getirir. Bunlar stabil olmadiklar1 i¢in ¢ok kisa Omiirliidiirler. Boliinmemis
elektronlara sahip olduklar1 i¢in kararsizdirlar ve diger molekiillerle ciftlesme ve
kararli hal alma egilimi gosterirler. Cevremizdeki ve viicudumuzdaki fiziksel
faktorler ve kimyasal siiregler serbest radikallerin olusumuna neden olur. Serbest
oksijen radikalleri iskemi ve reperfiizyon hasarinda 6nemli rol oynar. Reperfiizyon
iskemi lezyonlarinda, siiperoksit anyonu (O2-), hidroksil radikali (OH) ve hidrojen
peroksitin (H202) toksik SOR’lerin iiretimini arttirdig1 bilinmektedir. Bu oksijensiz
radikaller bir¢ok biyolojik molekiille reaksiyona girme egilimindedir. Bu kimyasal
cekim sonucu ortaya ¢ikan yikict etki, antioksidan mekanizmalar ile ortadan
kaldirilir. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz,
glutatyon ve E vitamini gibi antioksidanlar, viicudun oksidatif strese karsi savunma
hattidir. Oksidatif molekiillerin olusum hiz1 ile antioksidan savunma arasindaki
dengenin bozulmasi oksidatif molekiillerin olusumuna yol agar (Gutteridge, ve

Halliwell, 2000).

Molekiiler oksijenin, canli organizmalarin aerobik ortamindaki serbest radikallerin
ana kaynagi oldugu bilinmektedir. Diger serbest radikal kaynaklar1 arasinda NO
(nitrik oksit), aktive nétrofiller, endoplazmik retikulum, mitokondriyal elektron
tagima sistemi, peroksizom ve plazma zar1 bulunur. Aerobik kosullar altinda, normal
metabolizma sirasinda oksijenin (O2) %98'i suya (H20) indirgenir. Kalan %2'lik
kisim siiperoksit (O2¢) ve hidroksil radikallerine (*OH) doniistiiriiliir (Kahraman,

2014).

1.6.2. Antioksidanlar

Antioksidan terimi oksidasyon olusumunu engelleyen ya da gecikmesini saglayan
bileflen grubuna dahil maddeler icin kullanilmaktadir. Antioksidanlar viicutta

spesifik olarak lipit, DNA, protein ve karbonhidrat gibi fonksiyonel veya yapisal
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molekiillerin zararli etkilerini 6nleyen maddelerdir (Ekici ve Sagdig 2008). Dogal
antioksidan maddeler, ROS veya serbest radikallerin potansiyel zararlarma kars

koruyucu etki saglarlar. (Koca ve Karadeniz 2005).

Bunun yani sira antioksidanlar, oksijenin tahrip edici reaksiyonunu karsisinda
koruyucu etkisi bulunan maddelerdir. Bu maddelerin antioksidan igerikleri ve bu
igeriklerin biyoyararlanim oranlar1 gida maddelerinin cinsi, depolanmasi, iretim
yontemlerine gore degisiklik gosterir. Cesitli ndrodejeneratif rahatsizliklarda 6nemli
oranda kan-beyin bariyerini gecebilen antioksidan maddelere gerek duyulur (Yilmaz
2010, Kelestemur ve Ozdemir 2011).

Organizmalar istenmeyen oksidan maddeler ile degisken yontemler ile basa ¢ikmaya
calisirlar. Serbest radikallerin zararlarina karsi farkli korunma yontemi bilinmektedir.
Ornegin enzimler tarafinca oksidan molekiillerin giigsiiz duruma getirilmesi ve
oksijenle tepkime gergeklestirerek veya oksidan maddenin yerini alarak bolgedeki
oksijen yogunlugunu diisiirmeleri, oksidan maddelere bir adet hidrojen molekiilii
verilerek hidroksil radikali yapisinda bulunan hidrojen atomlariyla bag kurabilecek
yapidaki iriinleri yok edip peroksidasyonun baslamasina engel olabilmeleri, serbest
radikallerin sebep oldugu hasarlar iyilestirebilmeleri, oksidan maddeleri baglayarak
islevlerine engel olabilmeleri gibi yontemler mevcuttur (Ekici ve Sagdic 2008,

Kelestemur ve Ozdemir 2011).

Antioksidan maddeler iglevsellik yoniinden ise radikaller veya oksidan maddeler ile
tepkimeye girerek etki etme, enzimlerin inhibasyonu veya aktivasyonunu saglama,
prooksidan olarak gorev alan metal katalistleri ile selat olusturma, zincirleme
tepkimelerde serbest radikalleri baglama ve diger antioksidan maddelerin
rejenerasyonunu saglayarak etki gosterme gibi yeteneklere sahiplerdir (Ekici ve

Sagdi¢ 2008).

1.7. Noron Spesifik Enolaz

ENO2 adli gen tarafindan kodlanan bu madde gama enolaz, enolaz 2 veya kisaca
NSE olarak da bilinmektedir. Olgun néron hiicreleri ve néroendokrin hiicrelerinde
homodimer olarak bulunan NSE’nin, travmatik beyin hasar1 (TBI) durumlarinda ve
kemirgenlerde yiiksek basing patlama dalgasi ile meydana gelen beyin hasar1 hayvan

modellerinde yiikseldigi bildirilmistir (Wang ve ark. 2018). Yapilan bir ¢aligmada
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TBI olgularinda parametre olarak degerlendirilen NSE diizeyinin farkli bir TBI
parametresi olan S100B proteinine kiyasla daha belirgin sekilde olgu ile
iliskilendirilebilecegi ve NSE erken yiikselmelerinin (72 saate kadar) beyin olimii
durumunda kétiilesmeyi 6ngordiigii bildirilmistir (Béhmer ve ark. 2011). Yine farkh
bir ¢alismada NSE’ nin glial ve ndronal hiicre 6liimiinde biyobelirte¢ olarak kabul

edildigi bildirilmistir (Liu ve ark. 2015).

Bunun yaninda TBI olgularinda NSE’nin referans alinmasi ile alakali en dnemli
dezavantaj kirmizi kan hiicrelerinden de bolca eksprese edilmesidir. Bu durum
caligma yapilirken NSE 6l¢iimlerinde hemoliz diizeltmesi gerektirmektedir (Wang ve

ark. 2018).

1.8. Glial Fibriler Asidik Protein

Kisaca GFAP olarak adlandirilir. En glivenilir TBI biyolojik belirtecleri olarak bilinir.
Yogunluklu olarak beyin dokusu yaralanmalarindan sonra beyin omurilik sivist ve
serum/ plazma gibi biyosivilarda salinimi gergeklesir. Siddetli TBI olgularinda beyin
omurilik sivis1 ve serum/ plazmada 3- 34 saat icerisinde ylikselir. GFAP i¢in TBI
durumu sonrasinda yiikselmesinin ciddiyete bagli olduguna dair ek kanitlar
bulunmaktadir (Wang ve ark. 2018). Yapilan bir ¢alismada birincil patlama sonrasi 6
saat icerisinde, serum GFAP seviyesinin belirgin sekilde arttig1 tespit edilmistir

(Svetlov ve ark. 2012).

1.9. Sinapin Tiyosiyonat

Sinapin tiyosiyanat, bazi bitkilerde, 6zellikle hardal tohumu (Brassica tiirleri) gibi
turpgillerden sebzelerin tohumlarinda bulunan dogal bir bitki alkaloidi olan
sinapin'den tiiretilen kimyasal bir bilesiktir. Sinapinin kendisi, sinapik asidin bir kolin
esteridir. Bitkinin savunma mekanizmalarina katkida bulunmak da dahil olmak {izere
bitkide ¢esitli gorevleri vardir. Sinapinin, ac1 tad1 ve potansiyel toksisitesi sayesinde,
bitki otcullardan ve patojenlerden korunmus olur. Ek olarak, antioksidan 6zelliklere
sahiptir. Sinapin dogal bir bilesik olmasina ve tiirevlerinin birgogunun gesitli amaglar
icin incelenmis olmasina ragmen, spesifik 6zelliklerin ve etkilerin belirli bilesige ve
baglamina gore degisebilecegini belirtmek onemlidir (Yang ve Ark. 2023, Liu ve
Ark. 2021, Wang, 2022).
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Tiyosiyanat iyonunun insan viicudunda Ki konsantrasyon diizeyi, ¢esitli faktorlere
bagl olarak farklilik gdsterir ve normal konsantrasyonlari temel besinlerden gelir.
Diger taraftan tiyosiyanatin viicuttaki normal konsantrasyonlar1 glikosinolet igeren
salgamlar, kivircik lahana, lahana ve inorganik tiyosiyanat iceren siit, peynir gibi

temel yiyeceklerden gelmektedir (Ozalp, 2007).

Tiyosiyanat, tiyosiyanik asitten tiiretilen kimyasal bir iyondur. Sinapin ile
birlestirildiginde sinapin tiyosiyanat olusturur. Sinapin tiyosiyanatin ozellikleri ve
potansiyel kullanimlari, spesifik 6zelliklerine bagl olabilir ve farmasdtikler veya
kimyasal arastirmalar dahil olmak iizere ¢esitli alanlarda uygulamalar1 vardir (Liu,

vd., 2021; Wang, 2022).

1.10. Sinapik Asit

Sinapik asit, fenolik bir bilesik olup dogada bir¢ok bitkide bulunur. Bu asit, 6zellikle
Brassicaceae (lahana ailesi) bitkileri, turp, hardal ve keten gibi bitkilerde yaygin
olarak bulunur. Ayrica, sinapik acid, kahve, kepekli tahillar ve baz1 meyvelerde de
izlenebilir. Sinapik asit barindirma diizeyi, farkli ¢avdar ¢esitlerinde 0.07-0.14 pg/g
arasinda degiskenlik gosterebilir. Turuncgil ailesinde bulunan meyvelerde farkli
miktarlarda sinapik asit [Limon (Citrus limon L.), kuru agirlik bazinda 72.1 ng/g;
murcott portakal (C. reticulate, C. sinensis), kuru agirlik bazinda 50.1 pg/g]
bulunmaktadir. Sinapik asit, ¢ilek (450 pg/g) ve amerikan kizilciklart (210 pg/g) gibi
kirmizi meyvelerin i¢inde de bulunur (Boz 2014, Coskun 2022, Deveci ve Ark, 2016,
Hameed, 2014). Cesitli biyolojik etkileri vardir. Antioksidan ozelliklere sahip
olabilir ve bu 6zellikleri nedeniyle hiicresel hasara karst koruyucu olabilir. Ayrica,
antimikrobiyal Ozelliklere sahip olduguna dair bazi arastirmalar bulunmaktadir.
Ozellikle bitkilerde savunma mekanizmalarina katilir ve ultraviyole (UV) 1s18a karsi
bir koruma saglar (Dagli, 2017). Saglik agisindan, sinapik asidin antioksidan
ozellikleri nedeniyle, arastirmacilar kanser, kalp hastaliklar1 ve diger oksidatif stresle
iligskilendirilen durumlar iizerindeki potansiyel etkilerini incelemislerdir. Ancak, bu
konudaki aragtirmalar devam etmektedir ve net sonuglara varmak i¢in daha fazla
calisma gerekmektedir (Dagli, 2017). Antioksidan, antibakteriyal, anti-inflamatuar,
kanser baskilayic1 ve kaygi giderici Ozellikler sergiler. (Boz, 2015). Sinapik asit
(C11H1205), (3,5-dimetoksi-4-hidroksisinnamik asit) serbest formda veya ester

olarak bulunur. Kendiliginden dimer olusturabilir ve tahil hiicrelerinin duvarinda
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ferulik asit olusturabilir. Giiclii oksitleyici ajanlar ve giiglii bazlar ile uyumlu

olmadig bilinir (Mattila ve Kumpulainen 2002).

15



2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Demirbas ve Sarf Malzemeler

Calisma boyunca kullanilan cihaz ve sarf malzemeler Cizelge 2.1. ve Cizelge 2.2.’de

verildi.

Cizelge 2.1. Sarf Malzeme Listesi
Sarf Malzeme Kod, Firma, Ulke
Sinapin Tiyosiyanat HY-N0450, BLD Pharm, Cin
Sinapik Asit A15683, Bostonchem, Cin
NSE Test Kiti DZE201110542, Sunredbio, Cin
GFAP Test Kiti DZE201110971, Sunredbio, Cin
TOS Test Kiti Cat No: RL0024, Relassay, Tiirkiye
TAS Test Kiti Cat No: RL0017, Relassay, Tiirkiye
Total Glutasyon Kiti Cat No: Otto3053, Otto Scientific, Tiirkiye
Ketamin (Ketasol %10) Vetviva Richter GMBH, Avusturya
Xylazine (Xylazinbio %2) Bioveta A.S, Cek Cumhuriyeti
Formaldehit Soliisyonu (%10 tamponlu) Cas No: 50-00-0, Tekkim, Tiirkiye
Serum Fizyolojik ADO160E, Turkfleks, Tiirkiye
Hematoksilen Eozin Lot No: 27713, Scytek, ABD
Ksilol Soliisyonu Cas No: 1330-20-7, Isolab, Almanya

Cizelge 2.2. Cihaz Listesi

Cihazlar Markalar
Elisa Reader Tecan Austria GmbH 5082 Grodig, Austria
Isik Mikroskobu CHKZ2-F-GS, Japonya
Dijital Terazi Precisa XB 220A
Mikrofotograf Olympus Corporation, Japonya
Isik Mikroskobu Olympus CX41 Model
Santrifiij Cihazi Hettich zentrifugen D-78532 Tuttlingen
Otomatik Pipet Eppendorf Research® Plus
Buzdolab1 Beko BK 9610 NM
Derin Dondurucu Beko 7043 MB
Doku Takip Cihazi Leica ASP300S; Leica Microsystem, Almanya
Doku Gémme Cihazi Leica Microsystem, Almanya
Tam Otomatik Leica 2155 Rotary Mikrotom Leica Microsystem, Almanya
Spektrofotometre Shimadzu, UV-1202, Japonya
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2.2. Deney Hayvam ve Etik Kurulu Karar

Tez calismasi igin, Kirikkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
gerekli izin ve onay (Karar no:2023/06-23) alind1. Calismada kullanilan hayvanlar 8-
12 haftalik ve 250-300 gram viicut agirlikli 56 erkek Sprague-Dawley sigan olup,
Bagkent Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nden temin
edildi. Biyokimyasal analizler; Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali laboratuvarinda yapildi. Histopatolojik incelemeler; Burdur Mehmet
Akif Ersoy Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali laboratuvarinda

yapild.

2.3. Deney Hayvanlarinin Barinma Kosullar

Calismada kullanilan hayvanlarin; laboratuvar adaptasyonu (14 giin) ve cerrahi
prosediirleri Kirikkale Universitesi Hiiseyin Aytemiz Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde yapildi. Hayvanlar, 12 saat siire aydinlik ve 12 saat siire
karanlik, 1s1 (24+2°C) takipli odalarda tutuldu, ad libitium (sigan pelet yemi ve su)

olarak beslendi.

2.4. Hayvan Deneyi Tasarimi ve Cerrahi Prosediir

(Calismanin hayvan deneyi tasarimi Cizelge 2.3.’de verildi. Calismada kullanilan
hayvanlar, hayvan refah1 dikkate alinacak sekilde rastgele kafeslere yerlestirildi ve
her bir grupta yedi hayvan olacak sekilde gruplandirildi. Kontrol grubunda yer alan
siganlara intraperitoneal yolla serum fizyolojik uygulandi ve 3 saat sonra anestezi
altindaki hayvanlar sakrifiye edilip beyin dokusu ¢ikarildi. Sinapik Asit (SA, Cas no
530-59-6, Lot no 82335944-D3) grubunda yer alan siganlara intraperitoneal yolla
sinapik asit (40 mg/kg) uygulandi ve 3 saat sonra anestezi altindaki hayvanlar
sakrifiye edilip beyin dokusu ¢ikarildi (Shahid ve ark., 2018, Unsal ve ark., 2021B).
Sinapin tiyosiyanat (ST, Cas no 7431-77-8, Lot no CMC644) grubunda yer alan
siganlara intraperitoneal yolla sinapin tiyosiyanat (40 mg/kg) uygulandi ve 3 saat
sonra anestezi altindaki hayvanlar sakrifiye edilip beyin dokusu ¢ikarildi (Wang ve
ark. 2022, Guan ve ark., 2022). SA+ST grubunda yer alan siganlara intraperitoneal
yolla SA (40 mg/kg) ve ST (40 mg/kg) uyguland1 ve 3 saat sonra anestezi altindaki
hayvanlar sakrifiye edilip beyin dokusu ¢ikarildi.
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Sag Ortak karotis arter (CCA), CCA+SA, CCA+ST ve CCA+SA+ST gruplarindaki
hayvanlar, genel anestezi (Xylazine 10 mg/kg ve Ketamin 90 mg/kg intraperitoneal)
uygulandiktan sonra: ratlarin boyun bolgesi 6n-orta hat iizerinden toraksa kadar tirag
edildi. Islem bolgesi dezenfekte edildikten sonra, orta hattan insizyon agildi.
Yiizeysel mikrodiseksiyon yapilarak dokular acildi, trakea gozlendikten sonra
paratrakeal kaslarin arasindan sag ana karotis artere erisildi. Sag ana karotis arter
klemplenerek “iskemik inme” modeli olusturuldu. Hayvanlar {izerine yapilan cerrahi

prosediirler Sekil 2.1. ve Sekil 2.2°de verildi.

Iskemik inme olusturulan gruplardan; CCA grubundaki hayvanlar inmeden 60 dakika
sonra intraperitoneal yolla serum fizyolojik uygulandi. CCA+SA grubundaki
hayvanlar inmeden 60 dakika sonra intraperitoneal yolla SA (40 mg/kg) uygulandi.
CCA+ST grubundaki hayvanlar inmeden 60 dakika sonra intraperitoneal yolla ST
(40 mg/kg) uygulandi. CCA+SA+ST grubundaki hayvanlar inmeden 60 dakika sonra
intraperitoneal yolla SA (40 mg/kg) + ST (40 mg/kg) uygulandi. iskemik inme
olusturulan gruplar; ilk 90 dakikalik inme siiresi tamamlandiktan sonra sag ana
karotis arterdeki klemp acilarak iskemi/reperfiizyon hasart olusumu saglandi.
Reperfiizyondan sonra ratlar 2,5 saat takip edildi ve anestezi altindaki hayvanlar

sakrifiye edilip beyin dokusu ¢ikarildi (Turkmen ve ark. 2016).

Cizelge 2.3. Hayvan Deneyi Tasarimi

CCAKLEMPLENMESI | ILAC UYGULAMASI CCAKLEMPLERIN DENEYIN
(Tskemi) ACILMASI SONLANDIRILMASI
(Repertiizyon)

l l ! I

0. Dakika 60. Dakika 90. Dakika 240. Dakika
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Sekil 2.1. Deneysel cerrahi prosediirii

A: Deri insizyonu, B: si¢an tiikriik bezleri, C: Trakea, D: Sag Ortak karotis arter
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Sekil 2.2. Sag Ortak karotis arter iskemi/reperfiizyonu

A: Sag Ortak karotis arter, B: CCA’nin klemplenmesi, C: Iskemi modelinin olusturulmasi,
D: CCA’nin reperfiizyonu ve derinin dikilmesi

2.5. Biyokimyasal Yontemler

2.5.1. Doku Homojenizasyonu

Sakrifiye edilen sicanlardan elde edilen beyin doku ornekleri numaralandirilarak

ornek kutularmin icinde derin dondurucuda -80 °C’ de muhafaza edildi. Uygun
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agirlikta (140 mg) beyin dokular1 soguk fosfat tamponlu salinde (PBS, pH 7,4)
homojenize edildi. Elde edilen homojenantlar 2000-3000 r.p.m. hizinda 20 dakika

santrifiij yapildi ve supernatant elde edildi.

2.5.2. Bradford Yontemi ile Doku Protein Miktar: Tayini

Beyin doku Orneklerinin Bradford yontemi ile protein Ol¢iimleri yapildi. Bradford
metodunda, 150 pl reaktif ve 10 pl 6rnek ve standart kullanildi. Karigim 5 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra, 660 nm’de dl¢liim gerceklestirildi.

Hesap (pg/pl): ODtest /ODstandart x DerisimStandart (Bradford, 1976).

2.5.3. TOS Diizeyinin Belirlenmesi

TOS seviyeleri tayini icin ticari olarak temin edilebilen kitler (Cat No: RL0024,
Relassay, Tiirkiye) kullanildi. Yeni yontemde, numunede bulunan oksidanlar, ferr6z
iyon-o-dianisidin  kompleksini ferrik iyona oksitledi. Oksidasyon reaksiyonu,
reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan gliserol molekiilleri ile gii¢lendirildi.
Ferrik iyon, asidik bir ortamda ksilenol turuncusu ile renkli bir kompleks olusturdu.
Spektrofotometrik olarak olgiilebilen renk yogunlugu, numunede bulunan toplam
oksidan molekiil miktariyla iliskilendirildi. Test, hidrojen peroksit ile kalibre edildi.
Litre basina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri (umol H202 Equvalan/L)
cinsinden ifade edildi. Dalga boyu ana dalga boyu 560 nm, ikincil dalga boyu 800
nm (iki renkli) olarak spektrofotometrik olarak 6lciildii. R1 ve R2'in karistirilarak

(numune kori olarak) degerlendirildi (Erol 2005).

2.5.4. TAS Diizeyinin Belirlenmesi

TAS diizeyleri ticari olarak temin edilebilen kitler (Cat No: RL0O017, Relassay,
Tiirkiye) kullanilarak 6l¢iildii. Bu yontem ile stabil bir ABTS (2,2'- Azino-bis(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)) radikal katyonunun karakteristik renginin
antioksidanlar tarafindan agartilmasina dayanmaktadir. Sonuglar mmol Trolox
esdegeri/L olarak ifade edildi. Dalga boyu 660 nm (veya diger tepe dalga boyu 420
ve 740 nm) olarak spektrofotometrik olarak 6l¢iildii (Erol, 2004).

2.5.5. OSI (Oksidatif Stres indeksi)

TOS'un TAS'a oran1 OSI olarak kabul edildi. Hesaplama i¢in elde edilen TAS birimi
umol/L'ye déniistiiriildii ve OSI degeri asagidaki Formiile gore hesaplandi:
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OSI (istege bagli birim) = TOS (umol H202 esdegeri/L) / TAS (umol Trolox
esdegeri/L) x100 (Yumru ve ark. 2009, Kosecik ve ark. 2005, Harma ve ark. 2003).

2.5.6. MDA Diizeyinin Belirlenmesi

Doku MDA diizeyinin belirlenmesi: Lipid peroksidasyon firiinlerinden biri olan
MDA'nin belirlenmesi, Tiyobarbitiirik asit (TBA) ile MDA'nin reaksiyona girerek
532 nm dalga boyunda dlgiilebilen renkli bir bilesik olusturmasina dayanmaktadir.
Sonuglar, plazma i¢in nmol/ml, doku i¢in ise nmol/g olarak rapor edildi. (Ohkawa ve
ark., 1979).

Kullanilan ¢ozeltiler: Radyoimmiinopresipitasyon (RIPA) tamponu (Cayman
100010263 ABD): Bu tampon c¢ozelti ticari bir test kitinden hazir olarak temin
edilmistir. Testin ¢aligma prensibi: Yiiksek sicaklikta (100 oC) ve asidik bir ortamda
bekletilerek MDA-tiobarbitiirik asit yapilarinin olugmasi saglanip kolorimetrik 6lgiim

gerceklestirildi.
MDA (uM): [(6l¢iilen absorbans) — (y-intercept)/slope]

Calismada beyin doku MDA diizeyleri kalibrasyon grafiginden pM cinsinden
hesaplandi. Ardindan, doku proteinine bagli olarak nmol/g protein seklinde
degerlendirildi. Hesaplamalar yapilirken MDA'nin molekiil agirligi olan 72.0636
dikkate alind1 (Ohkowa ve Ark. 1979).

2.5.7. Total Glutatyon Diizeyinin Belirlenmesi

Toplam GSH (Cat No: Otto3053, Otto Scientific, Tiirkiye), Alisik ve ark. tarafindan
2019 yilinda aciklanan yontemle belirlendi. Siipernatant 6rneklerinin GSH diizeyleri

i¢cin, 500 mM Tris ¢ozeltisi (pH: 8,2) kullanildi.

1) 10 cm'lik ikincil tiiplere alt1 yliz mikrolitre siipernatant eklendi.
2) Daha sonra 150 pL RR eklendi. 15 dakikalik inkiibasyonun ardindan 70 pL. SR
ilave edildi.

3) Ardindan otomatik 6l¢lim prosediiriine gore spektrofotometrik olarak 415 nm’de

Olctldii (Alisik ve ark. 2019).

2.5.8. Glial Fibriler Asidik Protein Analizi

GFAP seviyeleri tayini i¢in ticari olarak temin edilebilen elisa kiti (DZE201110971,
Sunredbio, Cin) kullamld1. Olgiimler asagidaki kit protokoliine gére yapildi.

22



Blank kuyucuguna sadece kromojen soliisyonu A ve B uygulandi ve daha sonra
stop soliisyonu uygulandi.

Standart kuyucuklara 50 mikrolitre eklendi Streptavidin HRP 50 mikrolitre de
eklendi.

Test kuyucuklara 40 mikrolitre numune/6rnek ekledi ve daha sonra hem GFAP
antibody 10 mikrolitre ve Streptavidin HRP 50 mikrolitre eklendi ve daha sonra
membrani ile kapatildi.

Sonra da 60 dk 37 C de inkiibe edildi.

Yikama islemi 3 kez tekrar edildi.

Kuyulara kromojen soliisyonu A 50 mikrolitre eklendi ve daha sonra kromojen
sollisyonu B 50 mikrolitre eklendi ve 10 dk 37 °C de inkiibe edildi.

Stop soliisyonu her kuyuya 50 mikrolitre ekleyip reaksiyonu durduruldu. Stop
soliisyonu ekledikten sonra 15 dk iginde optik dansite 450 nm dalga boyunda
olgtildii.

2.5.9. Noron Spesifik Enolaz (NSE) Analizi

NSE seviyeleri tayini i¢in ticari olarak temin edilebilen ELISA kiti (DZE201110542,

Sunredbio, Cin) kullamildi. Olgiimler asagidaki kit protokoliine gére yapildi.

1.

Blank kuyucuguna sadece kromojen soliisyonu A ve B uygulandi ve daha sonra
stop soliisyonu uygulandi.

Standart kuyucuklara 50 mikrolitre eklendi Streptavidin HRP 50 mikrolitre de
eklendi.

Test kuyucuklara 40 mikrolitre numune/6rnek eklendi ve daha sonra hem GFAP
antibody 10 mikrolitre ve Streptavidin HRP 50 mikrolitre ekledik ve daha sonra
membrani kapatildi1 60 dk 37 °C de inkiibe edildi.

Yikama islemi 3 kez tekrar edildi.

Kuyulara kromojen soliisyonu A 50 mikrolitre eklendi ve daha sonra kromojen
soliisyonu B 50 mikrolitre eklendi ve 10 dk 37 °C de inkiibe edildi.

Stop soliisyonu her kuyuya 50 mikrolitre ekleyip reaksiyonu durduruldu. Stop
soliisyonu ekledikten sonra 15 dk i¢inde optik dansite 450 nm dalga boyunda
olciildii.
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2.6. Histopatolojik Yontem

Deneysel asama tamamlandiktan sonra tiim sicanlar 6tenazi edildi ve beyin 6rnekleri
dikkatlice toplandi. Beyin 6rneklerine tespit sollisyonunun daha iyi niifuz etmesi igin
kiigiik kesiler atildi ve %10 tamponlu formaldehit soliisyonuna konularak tespit
islemine baglandi. Tiim Ornekler formaldehit soliisyonunda iki giin bekletildi ve
sertlesmesi saglandiktan sonra uzunlamasina kesilerek doku takip kasetlerine
yerlestirildi. Kasetlerin iizerine hayvan ve grup numaralarn yazildi ve tekrar
formaldehit soliisyonuna konularak daha iyi tespit i¢in bir glin daha bekletildi. Beyin
orneklerinin bulundugu kasetler, doku takip cihazina (Leica ASP300S; Leica
Microsystem, Nussloch, Almanya) yerlestirilerek rutin doku takibi iglemi
gerceklestirildi. Ornekler, gece boyunca artan derecelerdeki alkol serilerinden
gecirilerek %100 alkole kadar getirildi ve dokulardaki sularin ¢ekilmesi saglandi.
Ardindan, ornekler iki seri ksilol soliisyonundan gegirilerek yagin eritilmesi ve sicak
parafinden gegcirilerek doku araliklarina parafinin yerlesmesi saglandi. Gece boyunca
otomatik doku takip cihazinda islem goren o6rnekler, ertesi giin parafine gomiildii ve
parafin bloklar elde edildi. Doku takibi tamamlanan ornekler, blokaj islemi igin
doku gémme cihazina (Leica Histocore Arcadia H) (Leica Microsystem, Nussloch,
Almanya) konuldu ve parafin bloklar1 olusturuldu. Bloklarin kolay ayrilmasi igin
soguk tabla boliimiine alindi ve bir saat boyunca bekletilerek parafinin donmasi
saglandi. Hazirlanan bloklardan kesitler alindi ve hem histopatolojik hem de
immiinohistokimyasal incelemeler i¢in 5 um kalinliginda seri kesitler elde edildi.
Kesitler rutin sekilde hematoksilen-ecozin (HE) ile boyandi ve 1s1ik mikroskobu
altinda degerlendirildi. Kesitlerin kurutulmasi ve lama tam olarak yapistirilmasi igin
60 °C'ye kadar 1sitilmis etliivde 2 saat bekletildi. Parafini eritmek i¢in kesitler 3 ayri
ksilol serisinden geg¢irildi ve ardindan diisiik dereceli alkollere (sirasiyla %100, 96,
90, 80 ve 70'ik alkoller) gecirilerek dokularin rehidrasyonu saglandi. Harris
hematoksilen ve eozin ile rutin boyama islemi gerceklestirildi. Boyama
tamamlandiktan sonra kesitler, dehidrasyon siirecine alinarak yiiksek dereceli
alkollere gecirildi ve suyun tamamen emilimi saglandi. Son olarak, kesitlerin iizerine
entellan damlatilarak lamel yapistirildi ve bir giin kurumaya birakildiktan sonra

mikroskop altinda incelendi.

Bu amacla doku takibi tamamlanan 6rnekler ototeknikon cihazindan alinarak blokaj

islemi icin doku gdbmme cihazina (Leica Histocore Arcadia H) (Leica Microsystem,
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Nussloch, Almanya) konuldu ve 06zel ¢elikten yapilmis doku blokaj metalleri
icerisinde parafin bloklar olusturuldu. Bu metal kaliplardan parafin bloklarin kolay
ayrilmasi i¢in parafin bloklar doku gémme {initesinin soguk tabla boliimiine alind1 ve
bu tabla iizerinde bir saat tutularak parafinin donmasi ve bloklarin olusmasi
gerceklestirildi. Hazirlanan bu bloklarin herbirinden 4-5 saat sogutmadan sonra hem
histopatolojik hemde immunohistokimyasal incelemeler i¢in tam otomatik Leica
2155 rotary mikrotom (Leica Microsystem, Nussloch, Almanya) ile 5 pm
kalinliginda seri kesitler alindi. Normal lama alinan beyin kesitleri rutin sekilde
hematoksilen eozin (HE) ile boyanarak 1s1k mikroskobu altinda degerlendirildi. Bu
amagcla lam {izerine alinan beyin 6rnekleri 60°C’ye kadar 1sitilmis etiiv i¢inde 2 saat
tutularak kurutuldu ve Kkesitlerin lama tamamen yapismasi saglandi. Bu islemin
ardindan kesitlerin lizerindeki parafini eritmek i¢in 30’ar dakika siire ile 3 ayr1 ksilol
serisinden gecirildi. Hemen ardindan doku kesitleri yiiksek dereceli alkollerden
diisiik dereceli alkollere (sirasiyla %100, 96, 90, 80 ve 70’lik alkoller) gecirilerek
dokularin rehidre edilmesi saglandi. Takiben Harris hematoksilen ile 15 dakika ve
ardindan eozinde 3 dakika boyanarak rutin hematoksilen-eozin (HE) boyamasi
gerceklestirildi. Boyama tamamlandiktan sonra kesitler dehidrasyon siirecine
aliarak diisiik dereceli alkollerden yiiksek dereceli alkollere (sirasiyla %70, 80, 90,
96 ve 100’lik alkoller) gecirildi ve kesitlerdeki suyunun tamamen emilimi
gergeklestirildi. Son olarak ksilol ile parlatilan kesitlerin {izerine entellan
damlatilarak lamel yapistirildi ve bir giin kurumaya birakildi ardindan mikroskop

altinda incelendi.

Sonuglarin fotograflanmasi i¢in Olympus CX41 model mikroskop ve mikrofotografi
icin Database Manual Cell Sens Life Science Imaging Software System (Olympus
Corporation, Tokyo, Japan) kullanildi.

Histopatolojik degisiklikler 151tk mikroskobu ile degerlendirildi. Beynin degisik
bolgeleri hiperemi, 6dem, kanama, gliosis, ndronal hasar ve gliozis dahil olmak tizere
cesitli histopatolojik lezyonlar agisindan yar1 kantitatif olarak degerlendirildi.
Leyzonlar siddetine goére 0'dan 3'e kadar skorlandi. Bu amagla 1; alanlarin
%20'sinden azindaki lezyonlari, 2; alanlarin %20-60"1daki lezyonlar1 ve 3; tiim

alandaki lezyonlar1 ifade etmek i¢in kullanildi.

Ayrica beyin korteksinde dejeneratif piramidal noronlarin yiizdesi Image version

1.48 (National Institutes of Health, Bethesda MD) programai ile 20X biiyiitme ile 100
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piramidal hiicrenin bir 151k mikroskobu altinda sayilmasiyla hesaplandi. Noronlarda
biiziisme, sitoplazmada Nissl maddesinin kaybi ve eosinofili ile birlikte koyu renkli,
kontrakte ¢ekirdek bulunanlar hiicreler dejeneratif ndronlar olarak kabul edildi.

Belirlenen dejeneratif noronlar, tiim noronlara oran olarak ifade edildi.

2.7. Istatistiksel Analizler

Biyokimyasal ¢alismalarda; veriler, ortalama + standart hata (SE) seklinde verildi.
Biyokimyasal bulgularin istatistiksel analizleri, SPSS 18.0 paket programi (PASW
Statistics, Chicago, USA) kullanilarak yapildi. Gruplarin parametrik veya non-
parametrik dagilim gosterip gostermedigine, normalite testiyle (Shapiro-Wilk test)
bakildi. Parametrik dagilim gosteren TOS; OneWay ANOVA testi yapildi ve gruplar
aras1 farkin 6nemliligini belirlemek i¢in Duncan testi uygulandi (p<0.05). Non-
parametrik dagilim gosteren MDA, TAS, OSI, GSH, NSE ve GFAP; Kruskal-Wallis
testi yapildi ve gruplar arasi farkin Onemliligini belirlemek i¢in Bonferroni
diizeltmeli (p<0,00178) Mann-Whitney U testi uygulandi. Histopatolojik veriler,
ortalama + standart sapma (SD) seklinde verildi. Histopatolojik skor ve dejeneratif
ndron ylizdesinin istatistik analizi icin SPSS-22.00 paket program kullanildi. Gruplar
aras1 farklar Duncan testi ile belirlendi. P<0.05 olan degerler istatistik olarak dnemli
kabuledildi.
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3. BULGULAR

3.1. Biyokimyasal Bulgular

3.1.1. Beyin Dokusu Oksidan-Antioksidan Diizeyleri

Calisma gruplarinin beyin dokusu oksidan-antioksidan diizeyleri Cizelge 3.1’de
verildi. Beyin dokusunda TAS ve GSH degerleri bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel bir farklilik gézlenmedi. Ancak, CCA grubunda diger gruplara nazaran
TAS ve GSH degerlerinde bir diisiis goriilmesine ragmen anlamli degildi (p>0,05).
TOS degeri bakimindan kontrol grubuna kiyasla CCA grubu gore yiiksek bulundu
(p<0,05). Tek basina SA veya ST uygulama iskemi/reperfiizyon hasarinda artan TOS

degerini istatistiksel agidan anlamli seviyede azalma goriilmedi (p>0,05).

Oksidatif stresin degerlendirilmesi i¢in kullanilan OSI, TOS’un TAS’a oranidir. CCA
grubunda OSI degeri diger calisma gruplarina kiyasla yiiksek bulundu (p<0,001).
CCA grubunda kiyasla CCA+SA, CCA+ST ve CCA+SA+ST gruplarinda OSI degeri
istatistiksel agidan anlamli olarak azaldi (p<0,001). Buna ilaveten OSI degeri;
kontrol, SA, ST ve SA+ST gruplarn arasinda istatistiksel olarak bir fark
gozlemlenmedi (p>0,05).

MDA degeri oksidatif stresi gosteren bir diger parametredir. MDA degeri; kontrol
grubuna kiyasla CCA grubunda anlamli diizeyde artt1 (p<<0,001). MDA degeri; CCA
grubuna kiyasla CA+SA, CCA+ST ve CCA+SA+ST gruplarinda azalma olmasina
ragmen istatistiksel bir fark gozlemlenmedi (p>0,05). GSH degeri; diger ¢alisma
gruplarmma kiyasla CCA grubunda diisiik olmasina ragmen, gruplar arasinda

istatistiksel bir fark gozlemlenmedi (p>0,05).
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Cizelge 3.1. Calisma gruplarinin beyin dokusu oksidan-antioksidan diizeyleri

Gruplar TAS TOS (O8] MDA GSH
(mmol/L) (umol/L) (nmol/ g (mmol/L)
protein)
Kontrol 1.18+0.26 6.93+1,66>  0,58+0.04c 4,88+0.21% 35,70+10.64
CCA 0.83+0.13 12.50+1.21@  1,62+0.212 11,83+0.382 9,17+1.47
CCA+SA 1.30+0.06 11.79+£1,39®  0,904+0.08> 11,08+0.39% 14,21+2.29
CCA+ST 1.29+0.27 12.83+2,292  1,08+0.16° 10,68+0.092 13,64+1.14
CCA+SA+ST 1.49+0.30 11.76+2,12% 0,84+0.06> 11,13+0.48* 23,80+4.79
SA 1.42+0.18 10.42+1,24%c  0,77+0.10°¢ 9,31+0.67®> 23,85+4.02
ST 1.82+0.19 11.69£1,15® 0,65+0.02° 7,31+0.30°  42,64+8.58
SA+ST 1.11£0.06 5.98+0,44¢ 0,544+0.03¢  7,22+0.43¢  26,00+£5.77
P degeri p>0.05 p<0.05 p<0.001 p<0.001 p>0.05

(abe.) Ayny siitundaki farkli harfler arasinda istatistiksel fark vardir (ortalama + SE) ( p < 0,05, p <

0,001).

3.1.2. Beyin Dokusu NSE ve GFAP Diizeyleri

NSE ve GFAP; travmatik beyin hasar1 durumunda kullanilabilecek biyobelirteglerdir.

Calisma gruplarinin beyin dokusu NSE ve GFAP diizeyleri Cizelge 3.2°de verildi.

Diger ¢alisma gruplarina kiyasla NSE ve GFAP diizeyleri CCA grubunda anlamli
diizeyde yiiksek bulundu (p<0.001). CCA grubunda kiyasla CCA+SA, CCA+ST ve
CCA+SA+ST gruplarinda NSE diizeyi istatistiksel agidan anlamli olarak azaldi
(p<0,001). GFAP diizeyi, CCA+SA, CCA+ST ve CCA+SA+ST gruplarinda, CCA

grubuna gore istatistiksel agidan azaldig1 gozlemlendi (p<0,001).

Cizelge 3.2. Calisma gruplarinin beyin dokusu NSE ve GFAP diizeyleri

Gruplar NSE (ng/ml) GFAP (ng/ml)
Kontrol 16,52+0.11° 5,3940.07¢
CCA 25,30+0.35° 11,66+0.16°
CCA+SA 23,17+0.20° 10,53+0.08"
CCA+ST 23,88+0.11% 10,56+0.04°
CCA+SA+ST 23,95+0.07° 10,62+0.05"
SA 22,62+0.48"¢ 9,68+0.36b°
ST 20,66+0.21° 8,7040.08°
SA+ST 19,61+0.88%f 7,68+0.63%

P degeri p<0.001 p<0.001

(abedef) Aym siitundaki farkli harfler arasinda istatistiksel fark vardir (ortalama + SE) (p < 0,001).
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3.2. Histopatolojik Bulgular

Tim gruplarda patolojik bulgular1 degerlendirmek icin prefrontal korteks,
hipokampus ve beyincik dokular1 incelendi. Calisma gruplarina gore beyin korteksi,
beyincik ve hipokampiislerin histopatolojik skorlar1 ile beyin korteksinde dejeneratif
piremidal noron yiizdelerinin istatistik analizleri Cizelge 3.3’de verildi. Kontrol
grubuda normal doku histolojisi gozlendi (Sekil 3.1-3). CCA grubundaki ratlarin
beyin, hipokampiis ve beyinciklerinde hiperemi, néronal dejenerasyon, ndronofaji ve
belirgin 6dem dikkati ¢ekti (Sekil 3.4-6). CCA+ST grubunda patolojik bulgularin
azaldig1 saptandi. Bu grupta sadece 3 ratta hiperemi gozlenirken hicbir hayvanda
dejeneratif degisiklikle ve noronofajiye rastlanmadi (Sekil 3.7-9). CCA+SA
grubunda patolojik bulgularda belirgin azalmalar gézlendi. Bu gruptaki ratlarin
tictinde hiperemi birinde belirgin 6dem saptanirken hi¢bir hayvanda noronal
dejencrasyonlar gozlenmedi (Sekil 3.10-12). CCA+SA+ST grubunda higbir
hayvanda ndronal dejenerasyon gozlenmedi. Sadece 1 ratta beyin korteksinde hafif
hiperemi ve 6dem gozlendi (Sekil 3.13-15). ST grubundaki ratlarin higbirinde beyin,
hipokampiis ve beyincik dokularinda patolojik bulgu saptanmadi (Sekil 3.16-18). SA
grubundaki ratlarin hi¢birinde beyin, hipokampiis ve beyincik dokularinda patolojik
bulgu saptanmadi (Sekil 3.19-21). SA+ST grubundaki ratlarin higbirinde beyin,
hipokampiis ve beyincik dokularinda patolojik bulgu saptanmadi (Sekil 3.22-24).

Beynin degisik bolgeleri hiperemi, 6dem, kanama, gliosis, ndronal hasar ve gliozis
dahil olmak f{izere ¢esitli histopatolojik lezyonlar agisindan yar1 kantitatif olarak
degerlendirildi. Kontrol, SA, ST ve SA+ST gruplar1 arasinda histopatolojik olarak
istatistiksel bir farklilik gozlenmedi (p>0,05). CCA grubunun histopatolojik
degisiklikler degeri diger calisma gruplarina kiyasla yiiksek bulundu (p<0,001). Bu
CCA grubunun histopatolojik degisikliklerdeki artig, tedavi gruplar1 olan CCA+SA,
CCA+ST ve CCA+SA+ST gruplarinda anlamli bir sekilde azaldigi bulundu
(p<0,001). Beyin korteksinde dejeneratif piramidal ndronlarin ytlizdesi Diger gruplara
kiyasla CCA grubunda istatistiksel olarak arttigi bulundu (p<0,001). Bu CCA
grubundaki dejeneratif noron yilizdesindeki artis, tedavi gruplart olan CCA+SA,
CCA+ST ve CCA+SA+ST gruplarinda anlamli bir sekilde azaldigi goézlendi
(p<0,001).
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Cizelge 3.3. Gruplarin histopatolojik skor ve dejeneratif néron yiizdesi sonuglari

Gruplar Beyin Beyincik Hipokampiis Dejeneratif néron

yiizdesi
Kontrol 0.00+0.00? 0.00+0.00? 0.00+0.00? 4.5740.78®
CCA 2.60+0.16° 2.70+0.15° 2.3040.15° 48.20£1.20¢
CCA+SA 1.00+0.37¢ 1.00+0.37¢ 0.42+0.20% 17.57+0.68¢
CCA+ST 0.85+£0.40%  0.85+0.40° 0.85+0.40¢ 20.85+1.31¢
CCA+SA+ST  0.28+0.28%  (.14+0.142 0.14+0.142 8.71£0.71f
SA 0.00+0.00? 0.00+0.00? 0.00+0.00? 4.57+0.52%
ST 0.00+0.00? 0.00+0.00? 0.00+0.00? 5.14+1.67°
ST+SA 0.00+0.00? 0.00+0.00? 0.00+0.00? 2.14+0.26°
P degeri <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

(abcdef) Ayny siitundaki farkln harfler arasinda istatistiksel fark vardir (ortalama + SD) (p < 0,001).

Sekil 3.1. Kontrol grubunda beyin korteksi goriintiisii, HE, Bar=50um.
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Sekil 3.3. Kontrol grubunda beyincik goriintiisii, HE, Bar=50pum.
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Sekil 3.4. CCA grubunda beyin korteksi gortintiisii hiperemi (ok baslari), noronofaji
(kalin oklar) ve dejeneratif piramidal noronlar (ince oklar), HE, Bar=50um.
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Sekil 3.5. CCA grubu hipokampiis goriintiisii kanama alani (ok), HE, Bar=50um.
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Sekil 3.6. CCA grubu beyincik goriintiisii meningeal alanda kanama (ok), HE,
Bar=50um.

Sekil 3.7. CCA+ST grubu beyin korteksi goriintiisii, HE, Bar=50pum.
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Sekil 3.8. CCA+ST grubunda hipokampiis goriintiisii, HE, Bar=50pum.
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Sekil 3.10. CCA+SA grubunda beyin korteksi goriintiisii, HE, Bar=50pum.

Sekil 3.11. CCA+SA grubunda hipokampiis goriintiisii, HE, Bar=50um.
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Sekil 3.13. CCA+ST+SA grubunda beyin korteksi goriintiisti, HE, Bar=50pum.
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Sekil 3.14. CCA+ST+SA grubunda hipokampiis goriintisii, HE, Bar=50um.
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Sekil 3.15. CCA+ST+SA grubunda beyincik goriintiisii, HE, Bar=50pum.

37



y 4 3 g

Sekil 3.17. ST grubunda hipokampiis goriintiisii, HE, Bar=50um.
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Sekil 3.19. SA grubunda beyin korteksi goriintiisii, HE, Bar=50um.
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Sekil 3.20. SA grubunda hipokampiis goriintiisii, HE, Bar=50um.

Sekil 3.21. SA grubunda beyincik goriintiisii, HE, Bar=50um.
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Sekil 3.22. ST+SA grubunda beyin korteksi goriintiisti, HE, Bar=50um.

Sekil 3.23. ST+SA grubu hipokampiis goriintiisii, HE, Bar=50pm.
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Sekil 3.24. ST+SA grubu beyincik goriintiisii, HE, Bar=50um.
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4. TARTISMA

Iskemi reperfiizyon (IR) hasar1, bir dokuya yetersiz kan akis1 takiben kisa bir zaman
sonra dokuya tekrar perfiizyon ile birlikte tekrar oksijenlenmenin saglanmasiyla
meydana gelir (Naito ve ark., 2020). Baska bir ifade ile iskemik dokunun tekrar
kanlanmasiyla hiicresel islev bozuklugu ve 6liimiin paradoksal olarak siddetlenmesi
olarak tanimlanabilir. iskemik doku hasarmin iyilestirilmesinde asil hedef yeniden
kanlanmanin saglanmasidir. Ancak, reperfiizyon kendisi paradoksal olarak bazen
daha fazla hasara neden olabilmektedir. IR hasar1 kalp, beyin, testis, gibi pek ¢ok
organda meydana gelebilmektedir. IR hasar1 kapsamli bir doku yikimiyla sonuglanan
multifaktoriyel bir siiregtir ve patogenezi ¢cok ¢esitli mekanizmalar igerir (Cowled ve
ark., 2011). Beyinde IR ciddi sonuglar1 olan geri doniisiimsiiz hasara yol agabilir.
Oksidatif stres, yangisal yanit, kan-beyin bariyerinin bozulmasi, hiicre hasar1 gibi
patolojik siirecler hasarin olusmasinda rol alabilir; bunlar beyin 6demine veya
hemorajik doniisiime ve sonunda noron Oliimiiyle birlikte ndérolojik islev
bozukluguna neden olur (Yamato ve ark., 2003; Warach ve ark., 2004; Lin ve ark.,
2016). IR hasarma neden olan mekanizmalar1 aydinlatmaya yonelik ¢ok sayida
caligma yapilmistir (Salminen ve ark., 1995; Wei ve ark., 2018; D’ Ambrosio ve ark.,
2001; Lin ve ark., 2016). Ayrica, pek cok calismada hasarin azaltilmasina yonelik
cesitli terapotik yaklasimlarda denenmistir. Iskemik hastaliklarda hem cerrahi hem de
cerrahi olmayan yaklagimlar bulunmaktadir. Cerrahi olmayan yontemler IR hasarina
neden olan yolaklar1 veya mekanizmalar1 hedef alarak olusacak hasari azaltmaya

yoneliktir (Ji ve ark, 2021; Reddy ve ark. 2009; Zhang ve ark., 2024).

Gelisen tedavi ve tan1 yOntemlerine ragmen serebrovaskiiler rahatsizliklar diinya
genelinde onemli derecede mortalite ve morbiditeye sahiptir. Yapilan deneysel inme
modellerinin, serebral dokuda iskemiye bagli gelisen patolojik ve biyokimyasal
degisiklikler ile alakali 6nemli bilgiler vermesi, yeni tedavi olanaklarina 151k tutmasi
nedeniyle onemlidir. Tiim bu caligmalara karsi iskemi meydana geldikten sonra
tedavide basar1 ihtimali sinirhdir. Iskemik dokuda dakikalar i¢inde &len ndron
hiicreleri ve bu hiicrelerin ¢evresinde bulunan kurtarilabilir alan tedavide hedeftir

(Gilindiiz ve ark. 2021).
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Diinya genelinde bitki bazli ilaglar saglik hizmetinde 6nemli bir yere sahiptir.
Yiizlerce yildir farkli saglik problemlerinin tedavi ve korunmasi amaciyla hemen
hemen her kiiltiir tarafindan kullanilmaktadir. Bilinen ilk bitkisel kaynakli ilag
kullanim kaydi giliniimiizden yaklastk 50 asir 6nce Hindistan ve Cin’e
dayanmaktadir. Halen baz1 iilkeler, saglik ihtiyaglar1 igin bitkisel ilaglar
kullanmaktadir. 1990’11 yillardan bu yana, tamamlayict ve alternatif tip kullanimi
lizerine yapilan ulusal ¢aligmalardan sonra ABD’de bitkisel ilaclarin kullanimi her
gecen giin artmaktadir (Eisenberg ve ark., 1993, Eisenberg ve ark., 1998, Rivera ve
ark., 2013).

Sinapik asit, meyveler, sebzeler, tahil taneleri gibi pek cok bitkide bulunabilir. Bir
hidroksisinnamik asit tiirevi olan sinapik asit Brassicaceae tiirlerinde dogal olarak
olusur (Niciforovi¢ ve Abramovi¢, 2014). Sinapik asiti antioksidan (Chen, 2016;
Nithya ve Subramanian, 2017), antimikrobiyal (Gurbuzer, 2021), anti-inflamatuar
(Zhang ve ark., 2017), antikanser (Tastemur ve ark., 2023) ve anti-anksiyete (Yoon
ve ark., 2007) aktivitesi gosterir. Sinapik asidin bir kolin esteri olarak Sinapinin
Brassicaceae familyasinda, 6zellikle de kolza tohumu ve hardalda 6nemli miktarlarda
bulunur (Liu ve ark, 2024). Sinapin antioksidan (Bouulghobra ve ark., 2020),
asetilkolinesteraz inhibitor (Yates ve ark., 2019), antikanser (Wang ve ark., 2022;
Yang ve ark., 2023), karaciger koruyucu (Fu ve ark., 2016), anti-inflamatuar (Lee ve
ark., 2021) hipertansif endoteliyal hasar koruyucu (Liu ve ark, 2021) gibi biyolojik
aktivitelere sahiptir. Her iki bilesikte sahip olduklar1 aktiviteler nedeniyle gida

isleme, kozmetik ve ilag endiistrisinde potansiyel kullanimi olabilmektedir.

Sinapik asitin bobrek, kalp, testis gibi ¢esitli organlarin IR hasar modellerinde etkisi
aragtirtlmistir. Bu hasar modellerinde sipanik asit organlarin hasarimi, morfolojik
degisiklikleri, enflamasyonu, oksidatif stresi ve hiicre 6liimiinii azaltmistir (Unsal ve
ark., 2021A, B; Silambarasan ve ark., 2015). Potansiyel noroprotektif etkilerinin
incelendigi global serebral iskemi hayvan modelinde sinapik asidin 6zellikle iskemik
hipokampal néronlar i¢in dnemli noroproteksiyon sagladigi goriilmiistir (Kim ve
ark., 2011). Sinapin tiyosiyanat, sinapik asidin kolin esteri olan sinapinin bir tuzudur.
Yapilan literatiir taramasinda Sinapin tiyosiyanatin herhangi bir organ IR hasar
modelinde etkinliginin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmadi. Bu c¢aligma Sinapin

tiyosiyanatin serebral IR modelinde etkinliginin degerlendirildigi ilk ¢aligmadir.
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Reaktif oksijen tiirleri (ROS) lipid peroksidasyon yoluyla hiicresel membranlara
dogrudan =zarar verirler. ROS kaynakli serebral IR hasarin azaltilmasi igin
antioksidan aktiviteye sahip bazi maddeler koruyucu olarak kullanilmigtir (Briones-
Valdivieso ve ark., 2024; Wu ve ark., 2020; Hou ve Brenner, 2024). Giigli
antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin kaynaklar1 genellikle bitkilerdir (Xu ve ark.,
2017; Godlewska ve ark., 2023). Bitkilerde bulunan bu dogal bilesikler antioksidan
aktivitelerinin yan1 sira pek c¢ok sinyal yolagmi diizenleyerek IR hasarini
azaltabilmektedir (Ajzashokouhi ve ark., 2023; Xie ve ark., 2021). IR modelinde
TOS, TAS, MDA gibi parametrelerin 6l¢iimii antioksidan maddelerin oksidatif hasara
karst koruyucu etkisi olup olmayacaginin degerlendirilmesinde 6nemli bir
belirteclerdir (Altintas ve ark., 2016). OSI degeri, organizmanin mevcut antioksidan
bilesiklerini kullanarak fiziksel ve gevresel etkiler tarafindan olusturulan oksidan
bilesiklere karsi tolerans ylizdesini ifade eder. Oksidatif stresin degerlendirilmesi i¢in
kullanilan OSI, TOS’un TAS’a oramidir (Bal ve ark, 2019; Akpmar Orug ve ark,
2023). MDA oksitadatif stresi gosteren diger bir belirte¢ olup, hiicre membraninda
bulunan fosfolipitlerin yikimlanmasi neticesinde lipid peroksidasyonu sirasinda agiga
cikan son iriindiir (Lorente ve ark., 2015). MDA artis1, oksidanlar ve antioksidanlar
arasindaki dengenin bozulmasi ve hiperoksidatif kosullarinin meydana geldigini
gosterir (Sagita ve ark, 2022). Bu ¢aligmada, sinapik asit ve Sinapin tiyosiyanatin
serebral IR modelinde antioksidan etkilerini incelemek TAS, TOS, MDA, GSH
parametrelerini degerlendirildi (Tablo 1).

Bu calismada, CCA grubundaki hayvanlarin beyin dokusunda diger gruplara nazaran
TAS ve GSH degerlerinde bir diislis goriildii (p>0,05). TOS degeri bakimindan
kontrol grubuna kiyasla CCA grubu gore yiiksek bulundu (p<0,05). CCA uygulamasi
beyin dokusunda MDA degerini arttirdi (p<0,001). CCA grubunda OSI degeri diger
calisma gruplarina kiyasla yiliksek bulundu (p<0,001). Bu sonuglar beyin IR hasar
modeli olusturan ¢aligmalarin sonuglariyla benzerlik gostermektedir (Arslan ve ark.,
2019; Oruc ve ark., 2016, Wang ve ark., 2010; Aslan ve ark., 2021; Akpinar Orug ve
ark, 2023). SA, ST ve SA+ST uygulamasi beyin IR’da artis MDA seviyesi (p>0,05)
ve OSI degerinde azalmaya neden oldu (p<0,001). Sinapik asitin ve/veya sinapin
tiyosiyanatin bu etkileri radikal siipiiriicii ektisine baglanabilir. Bu sinapik asitin ve
sinapin tiyosiyanatin iskemik beyinde antioksidan sistem dengesini tekrar sagladigini

gosterebilir. Yapilan ¢ok sayida ¢alisma sinapik asidin ve sinapin tiyosiyanatin
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radikal siipiirticii aktiviteleri ile oksidatif stres hasarin1 azaltabilecegini gdéstermistir
(Unsal ve ark., 2021A, B; Silambarasan ve ark., 2015; Kim ve ark., 2011; Hua ve
ark., 2021; Boulghobra ve ark., 2020). Bu calismanin sonuclar1 sinapik asitin ve
sinapin tiyosiyanatin oksidatif hasara karsi koruyucu etkisini dogrulamaktadir.
Ayrica, histopatolojik bulgularimiz biyokimyasal sonuglar1 desteklemektedir. Sonug
olarak ilgili bilesiklerin antioksidatif etkisiyle beyin hasarin1 hafifletebildigi

goriilmiistiir.

Astrosit hiicrelerinin sitoplazmalarinda yogun olarak bulunan ve intraseliiler bir
protein olan GFAP ilk olarak 1971 yilinda tanimlanmistir (Gomi ve ark., 1995; Schiff
ve ark., 2012; Eng, 1995). Astrositler, serebral iskemi-reperfiizyon hasari sirasinda,
hipertrofik ve oOdemli astrosit govdeleri, artmis ve genislemis apoptoz ve
immiinohistokimyasal boyama ile gosterilen gelismis GFAP ekspresyonu ile
yansitilan sekilde aktive olurlar. Bir calismada, Kemik morfogenetik protein 7
(BMP7)’nin serebral iskemi-reperfiizyon hasar1 sonrasi siganlarin beyin dokusunda
GFAP ekspresyonu tizerindeki etkisini arastirilmigtir. GFAP ekspresyonunun serebral
iskemi sonrasinda arttifi ve esas olarak iskemik korteks, korpus striatum ve
hipokampusta dagildig1 belirlenmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, BMP7
tedavi grubunda GFAP ekspresyonu artmustir (P<0.01). Arastirmacilar BMP7’nin
GFAP ekspresyonunu artirarak hayvanlar1 iskemi-reperfiizyon hasarma karsi
korumak i¢in noral rejenerasyonu tesvik edebilecegini bildirmislerdir (Zhang ve ark.,

2013).

GFAP beyine 6zgiidiir ve normal sartlar altinda periferik kanda rastlanmaz. Astrosit
hiicrelerinin 6liimii ile birlikte periferik kana gectigi i¢in beyin hasar1 durumlarinda
parametre olarak kabul edilmektedir (Schiff ve ark., 2012). Spesifik olarak inme ve
travmaya bagli beyin hasar1 gibi beyin hasarina sebep olan durumlarda salinimi artig
gostermektedir. Ayni1 zamanda iskemik inme ile alakali hastanin durum seyri
degerlendirmesinde de kullanilabilmektedir. Yapilan g¢alismalarda GFAP miktari
iskemik inme durumlarinda, hastaligin sinir hiicrelerine etki hacmi ve bu hiicrelerde

meydana gelen defisit ile iliskili bulunmustur (Wunderlich ve ark., 2006).

Wiesmann ve arkadaglarinin  (2010) yapmis olduklar1 c¢alismada, GFAP
parametresinin kranial travmay1 takiben yiikseldigi ve travmanin siddetini yansittig1
bildirilmistir. Singh ve arkadaslarinin (2016) travmatik beyin hasar1 hastalari

tizerinde yaptiklar1 bir calismada GFAP ile yaralanma siddet ve sonucu arasinda iliski
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oldugu bildirilmistir. Ustteki calismalara benzer sekilde bizim c¢alismamizda da IR
hasarinda serum GFAP degerleri yiikseldi. Ayrica, histopatolojik inceleme IR hasari
olusturulan hayvanlarda dejeneratif noron yiizdesi de yiikselis gosterdi. Bu
dejeneratif néron yiizdesindeki yiikselis GFAP degerinin yiikselisi ile iliskili olabilir.
IR hasar1 olusturulan hayvanlara SA, ST ve SA+ST uygulamasi artmis GFAP
degerini (p<0,001) diisiirdii. Bu durum ilgili bilesiklerin IR hasarini hafifletmesinden
kaynaklanabilir. Histopatolojik sonuglar da SA ve ST nin beyin hasarini azalttigini

dogrulamaktadir.

Glikolitik enzim enolazin dimerik izoformu olan Noron Spesifik Enolaz (NSE)
yaklasik olarak 78 kiloDalton (kDa) molekiil agirliga sahiptir. NSE normal
kosullarda salgilanmaz fakat aksonlarin hasar goérmesi sonucunda optimal
homeostazin devam etmesi i¢in NSE iiretimi artar. NSE’nin serum konsantrasyonlari
travmatik beyin hasarindan ve beyin hasarina yol agan klinik durumlardan sonra artar
(De Kruijk ve ark., 2001; Alpdemir ve ark., 2019). Bu sebeple NSE direkt noéronlarda
meydana gelen islevsel hasar1 degerlendirmek i¢in kullanilan énemli bir belirtegtir.
Ayrica NSE hasta prognozu ile énemli 6l¢iide iligkilendirilmistir (Cheng ve ark.,
2014).

Itzecki ve arkadaslar1 (2016) ¢alismalarinda karotis endarterektomi (CEA) uygulanan
hastalarda CEA’dan 48 saat sonra serumda 6l¢iilen NSE diizeyinin ameliyattan 24
saat Onceki ve 12 saat sonraki seviyeler ile karsilastirdiklarinda istatistiksel olarak
anlamh sekilde arttigini bildirmislerdir. Bu sonuglar NSE’nin beyin IR hasarinda
biyokimyasal bir belirteg olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Serebral IR
sonras1 sicanlarda beyin dokusunda NSE ekspresyonu iizerine ndrogulin-Ibeta'nin
(NRG-1beta) etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada, NSE immiinoreaksiyonu serebral
iskemi insultunun erken evresinde gecici olarak yiikselmis ve ardindan kontrol
grubunda kademeli olarak azalmistir. NRG-1beta uygulamasi NSE seviyesini 6nemli
Ol¢iide artirmis ve bdylece ndron hasarinin zamanini ve derecesini geciktirmistir (Li
ve ark., 2009). Bu calismada elde edilen sonuglar 6rnek ¢alismalar ile desteklenir
nitelikte, ¢alisma grubuna kiyasla NSE diizeyleri CCA grubunda anlamli diizeyde
yliksek bulundu (p<0.001). SA, ST ve SA+ST uygulamasi IR’de artmis NSE
diizeylerini diisiirdii (p<0,001). Tlgili bilesikler IR’de olusan doku hasarmi
baskiladig1 icin NSE degerini diislirmiis olabilir. Bu sonuglar1 histopatolojik inceleme

sonuglar1 da dogrulamaktadir. Ilging bir sekilde saglikli hayvanlarda bilesiklerin tek
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basina kullanimi NSE ve GFAP degerlerini kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiikseltti (p<<0,001). Bu bilesikler bu proteinlerin ekspresyonunu tetikleyen yolaklar
aktive etmis olabilir. Bunun mekanizmasini arastirmaya yonelik ileri ¢alismalara

ithtiyag vardir.

Bu c¢alismada, gruplara gore beyin Kkorteksi, beyincik ve hipokampiislerin
histopatolojik skorlar1 ile beyin korteksinde dejeneratif piremidal ndron yiizdeleri
hesaplandi. Kontrol, ST, SA ve SA+ST verilen gruplardaki hayvanlarda normal doku
histolojisi gozlendi. Serebral IR hasari1 olusturulan ratlarin beyin, hipokampiis ve
beyinciklerinde hiperemi, noronal dejenerasyon, ndronofaji ve belirgin 6dem
gozlendi. SA, ST ve SA+ST’nin IR hasarinda olusan bulgular azalttig1 gézlendi.
Benzer bulgular serebral IR modeli olusturan diger arastirmalarda da gozlenmistir
(Ozbal ve ark., 2008; Turkmen ve ark., 2015, 2016). Bu ¢alismada, SA, ST ve
SA+ST uygulamast IR modelinde olusan hasar1 azaltti. Histopatolojik sonuglar

biyokimyasal sonuglar1 dogrulamaktadir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Sonug olarak, bu ¢alismada SA, ST ve SA+ST uygulamas1’ nin siganlarda serebral IR
hasar1 tizerinde onemli bir Onleyici etkiye sahip oldugu tespit edildi. Gugli bir
antioksidan aktiviteye sahip olan bu bilesikler, IR kaynakli oksidatif stresi azaltarak
koruyucu etki gostermis olabilir. Bu bilesiklerin serebral IR hasarindaki koruyucu
etkinligini aragtirmak i¢in klinik caligmalarin yani sira ek hayvan caligmalarina
ihtiya¢ vardir. Daha ileri ¢calismalar, ilgili bilesiklerin serebral IR hasar1 iizerindeki
koruyucu etkisinin ¢esitli mekanizmalar ve doz-yanit ¢aligmalari ile arastirilmasina

odaklanmalidir.
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