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OZET

SICANLARIN DENEYSEL BEYIN iSKEMi VE REPERFUZYON
YARALANMASINDA KLARITROMISIN’IN ETKILERI

Amac: Bu calismada gecici beyin iskemisi olusturulan siganlardaki iskemi
izerine klaritromisinin hipokampal bolgede malondialdehid diizeylerine ve norolojik

muayene lizerine olan etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metod: Calismada her biri ortalama 220-280 gr arasinda olan
38 adet spraque dawley tipi disi sigan kullanildi. Siganlarin genel sagligi ¢alisma
oncesi kontrol edilmis su ve yem kisitlamasi olmaksizin standart kosullar altinda ve
ayr1 ayri kafeslerde izlendiler ve her sican yer aldigi gruba gbre uygun yontemle
isaretlenmistir. Sicanlarin 1, 4,7. ve 10 giin sonunda fizik muayeneleri yapilip
bederson skalasina gore puanlari hesaplanmistir. Yine 10.giin sonunda sicanlarin
kapitasyonu yapilip, beyin dokularinda ve plazmada MDA diizeyleri hesaplanmistir.
12 sicandan olusan Iskemi+ilag(klaritromisin) grubuna30 dk bilateral Karotis
kliplemesi + hipotansiyon (10ml/kg) yapildiktan sonra her giin klaritromisin 100
mg/kg/giin intraperitoneal verildi. Post-op 1.giin, 4.glin, 7.giin ve 10.glin sonunda
norolojik muayeneleri yapildi.10.giiniin sonunda sakrifiye edildi ve beyin dokusu
cikarildi.12  sigcandan olusan iskemi grubuna 30 dk bilateral karotis
kliplemesi+hipotansiyon(10ml/kg) olusturuldu. Post-op 1.glin, 4.glin, 7.giin ve
10.gilin sonunda norolojik muayeneleri yapildi. 10.giinlin sonunda sakrifiye edildi ve
beyin dokusu c¢ikarildi.7 sicandan olusan sham grubuna 1.giin, 4.giin, 7.giin ve
10.glin sonunda nérolojik muayeneleri yapildi.10.giin sonunda sakrifiye edildi ve
beyin dokusu cikarildi.7 sigandan olusan piir kontrol grubuna anestezi sonrasi cilt
laserasyonu yapildi ve 10 giin boyunca klaritromisin intraperitoneal verildi. 1.glin,
4.giin, 7.giin ve 10.glin sonunda norolojik muayeneleri yapildi. 10.giinlin sonunda
sakrifiye edildi ve beyin dokusu ¢ikarildi. beyin dokularinda ve plazmada MDA

diizeyleri hesaplanmistir

Bulgular: Klaritromisin uygulanan tedavi grubunda nérolojik muayene skoru
tedavi edilmeyen iskemi grubuna gore istatistiksel olarak daha anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. Iskemi uygulanan iki grupta MDA diizeylerinde anlamli olarak

yukselme saptanmistir. Yine iskemi uygulanip tedavi grubuna alinan si¢anlarin doku



ve plazma MDA diizeylerinin iskemi yapilip tedavi uygulamayan grubla arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Sonu¢: Bu calismada, klaritromisinin beyin iskemi-reperfiizyon injiirisinde

noroprotektif etkisinin oldugu goriilmistiir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi, Malondialdehid, klaritromisin



SUMMARY
EFFECTS OF CLARITHROMYCIN ON EXPERIMENTAL BRAIN
ISCHEMIA/REPERFUSION INJURY IN RATS

Purpose: In this study, we aimed to search the effect of rifampicin on
malondialdehid in hypocampal region and the neurologic findings at rats with

artificially maintained transient brain ischemia.

Materials and Method: Total of 38 Spraque dawley rats weighing 220-280g
were included in the study. In order to demonstrate two vessels occlusion+
hypotension ischemia-reperfusion model, bilateral carotid arteries are clamped
temporarily (for 30m) and 3 cc blood was extracted from the heart to obtain
hypotension. Reperfusion is established with the removal of the clamps. One group
consisting of 12 rats received 100mg/kg/day clarithromycin intraperitoneally
subsequent to 30 minutes bilateral carotid occlusion+ hypotension (10ml/kg). Post
operative first, fourth, seventh and tenth day neurologic examinations are done. At
the tenth day the rats are sacrificed and brain tissues are extracted. Another group of
seven rats had only skin laceration. First, fourth, seventh and tenth day neurologic
examination are done. At the end of the tenth day these rats also sacrificed and their
brain tissues are extracted. The last group of seven rats had only 15 minutes
anesthesia. First, fourth, seventh and tenth day neurologic examination are done. At
the end of the tenth day these rats also sacrificed and their brain tissues are extracted.

Findings: the neurological examination score in the treatment group treated
with clarithromycin was found to be statistically higher than that of the untreated
group of ischemia. There was a significant increase in MDA levels in the two groups
receiving ischemia. Again, there was a statistically significant difference between the
tissue and plasma MDA levels of rats treated with ischemia and those treated with

ischemia.

Results: In this study, it is showed that clarithromycin has a neuroprotective

effect on ischemia-reperfusion injury.

Key words: Ischemia, Malondialdehid, clarithromycin
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1. GIRIS

Inme Diinya saglik &rgiitiiniin yapmis oldugu tanima gére ; “’hizli sekilde
ortaya ¢ikan ve 24 saat veya daha fazla siiren ya da 6liimle sonuglanabilen, beyin
islevlerin fokal ya da global bozukluguna bagli bulgular” olarak tanimlamaktadir
(1,2,3). Stroke diinya capinda mortalite ve morbiditenin dnde gelen nedenlerindendir
(4,5). 2017 verilerine goére ABD yaklasik olarak 795000 stroke vakasi
goriilmektedir(6). Yine bu istatistik 1s1ginda her 40 saniyede bir kisi stroke
gecirmekte ve 4 dakikada bir kisi stroke sonucu hayatini kaybetmektedir(7,8).
Tiirkiye ‘de 2001 yilinda yapilan bir calismada, tiim hastaliklar igerisinde 2. en sik
morlalite sebebi oldugu ortaya koyulmustur(9). Stroke olgularia bakildiginda %80-
85’1 iskemiye bagli, %15-20’si hemorajik nedenlere baglidir(10). Mortalite ile
sonu¢lanmayan vakalarin bir ¢ogunda giinliik hayatini tek bagina idame ettiremeyen,

morbiditesi yiiksek bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Mortalite ve morbiditesi bu denli 6nemli bir saglik sorunu olmasi sebebiyle
hastaligin patolojisi, tan1 ve tedavi seceneklerine yonelik bir¢ok ¢alisma ve deneysel
modeller kullanilmistir. Yapilan ¢aligmalar ile bir¢ok dnleyici ve tedavi edici yontem
halihazirda klinik uygulamalarda kullanilmaktadir. Ancak Ontimiizde asilmasi

gereken bir ¢ok problem bulunmaktadir.

Iskemi esnasinda core bolgesi olarak adlandirilan merkez bdlgede kan akimi
kritik noktanin altina diiser ve doku hiicrelerde hizla nekroz gelismeye baslar. Bu
core bolgesinin etrafinda kollateral dolagim sayesinde degisik diizeyde beslenmesi
olan ve kalict hasarin halen olusmadigi bdlge mevcuttur. Penumbra olarak
adlandirilan bu boldege ki beslenmenin diizelmesi saglanmassa bu bolgede de saatler
icinde nekroz gelismeye baglar. Stroke tedavisinde hedef bu alanin perfiizyonunun
yeniden saglanmasidir. Iskemi esnasinda reperfiizyon olarak adlandirilan, beyin kan
akimini yeniden saglanmasini akut stroke tedavisinin ana hedefidir. Stroke
hastalarinin yaklasik %50-70 spontan olarak reperfiizyon gelismektedir(11). Bununla
birlikte trombolitik tedaviler, endovaskiiler yontemler gibi yontemler akut tedavide
kullanilmaktadir(12). iskemi esnasinda doku kan akimmin yeniden saglanmasi ile

birlikte iskeminin kisa ve uzun vadede olusturdugu hasar1 azaltmak , beyin



fonksiyonlarini normale yakin tutmak i¢in de bir ¢cok medikal tedavi ve uygulama da
kliniklerde kullanilmaktadir. Bu etkiler arasinda reperfiizyon yaralanmasida 6dnemli
bir yere sahiptir. Her ne kadar dokunun yeniden kanlanmasi akut iskemi tedavisinin
hedefi olsa da , reperfiizyona bagli hasar beyin fonksiyonlarda iskeminin yapmis
oldugu hasardan daha kotii bozulmalara yol acabilmektedir(13). Bu sebeple iskemi
sonrast reperfiizyon hasrina yonelikte ¢cok sayida ¢alisma ve modelleme yapilmakta
ve beyni koruyucu yontem ve ilaglar gelistirilmeye calisilmaktadir. Bunlar arasindan
birka¢ ornek vermek gerekirse hipotermi , steroidler ,kalsiyum kanal blokorleri ,
serbest radikalleri azaltmaya yonelik tedaviler ,antienfalmatuarlar ve  ¢esitli

vitaminler s6z konusu olabilir(14 ).

Son yillarda iskemin ve sonrasinda gelisen reperfiizyon yaralanmasinin
patofizyolojisi arastirmak amaciyla, siganlarda bilateral karotis kommunis
kliplenmesi ve hipotansiyon olusturulmast yaygin olarak kullanilmaktadir(15).
Calismamizda da giincel olarak kullanilan ve uygulanmasi kolay bir yontem olmasi

sebebiyle bu model tercih edilmistir.

Makrolid grubu antibiyotikler giinlimiizde yaygin olarak kullanilan
antibiyotik tiirlerindendir. Eritromisin, klaritromisin, azitromisin ,sipiramisin bu
antibiyotik ailesinin baslica gelen {iyelerindendir. Makrolidler 50S bakteriyel
ribozoma etki ederek, peptidil transferazi inhibe edip, protein sentezini bozarak
mikroorganizmalara etki ederler(16). Klaritromisin(CAM, 6-0 methylerythromycin)
in vivo vr in vitro yapilan ¢aligmalarda hipoksiye toleransi artigini destekleyen
bulgular bulunmaktadir(17,18,19,20). Ayrica inflamatuar siireglerin azaltilmasinda

da etkisi oldugu, hayvan ve klinik ¢aligmalarda gosterilmistir(21,22,23,24).

Tiim bu bilgiler 15181inda biz bu ¢alismamizda klaritromisinin fokal beyin
iskemi ve reperflizyon hasar1 lizerinde ki ndroprotektif etkisini arastirmayi

hedefledik.



2. GENEL BILGILER

Iskemik beyin hastaliklar1 6liim yada sakatlikla sonuglanabilen &nemli bir
patolojidir. Inme serebrovaskiiler hastaliklara bagli olarak gelisen beyin kan
akiminda azalma yada tamamen kesilmesi sonucu ani gelisen serebral islevlerin fokal
ya da global olarak etkilenmesi olarak tanimlanabilir(25). Diinya saglik orgiitii ise
inmeyi “’ani baslayan ani baglayan 24 saat ve {izerinde devam eden Oliimle
sonuglanabilen serebral islevlerin fokal ya da global olarak bozuldugu durum
olarak tanimlamaktadir(2,3). Santral sinir sistemide ortaya ¢ikan iskemi global ya da
fokal olarak birbirinden farkli lezyonlar olusturmakla birlikte temelde benzer
patofizyolojisi olan iki ayri gruptur(26). Global iskemi kan akimi tamamen
kesilmistir ancak fokal iskemi kollateral dolagimlar sayesinde az miktarda kan akimi
devam etmektedir ki bu durum noronlarda geri donilisimii olabilecek diizeyde
metabolik aktiviteye miisaade ederek membran devamli§inin saglanmasina yardimci
olabilir(27,28). iskemi siiresince dokularda yapisal ve metabolik degisiklikler
goriilmeye baslanir(29). Dokuya ulasan kan akiminin azalmasi ile dokuda olusan
hiicrede oksidatif fosforilasyon azalmaya ve bu durumun yansimasi olarak adenozin-
5 trifosfat(ATP) ve fosfokreatin gibi yliksek enerjili molekiillerin sentezi azalir(30).
Hiicrede enerji depolart bu durum karsisinda hizla bosalmaya baslar. Bu enerji
agiginin sonucu olarak hiicre zarinda bulunan Na®,K*-ATP az pompasi ¢aligamaz
hale gelir. Pompanin is goremez hale gelmesi ile hiicre iginde Na* ve Ca*? iyon
konsantrasyonlar1 hizla artmaya baslar(31). Hiicre igindeki bu Ca®" iyon
kontsantrayonunda ki Onlenemez artis arttk hiicre igin sitotoksik bir durum
olusturu(32). Ustelik bu dénemde meydana gelen iyon konsantrasyonunun degisimi
ile proinflamatuar sitokinlerin 16kosit adhezyon bilesenlerinin yapimi ve gog
etmelerinde artis, buna karsilik antioksidan enzimlerin yapiminda diisme olusur ki bu
durum sonunda hiicreyi, reperfiizyon sirasindaki uygunsuz sartlara korumasiz hale
getirir(29). Ozetle bahsetmek gerekirse inmeyi takipeden siiregte gelisen beyin hasari
iyonik dengesizlik, peri-enfarktiis depolarizasyon, asidotoksisite, oksidatif ve nitratif
stres , eksitotoksisite ,infalamasyon ve apoptozisi igeren birden fazla mekanizma ve
yolaklarin degisik seviyelerde rol almasi sonucunda gelisir(33,34). Tim bu
durumlarin yanida noronlarin bolgesel olarak da iskemi duyarliklari arasinda

farkliliklar bulunmaktadir. Ornek vermek gerekirse gri cevher , korpus striatum ,



hipokampus CAl serebellar purkinje hiicrelerinin iskemiye daha duyali oldugu
bilinmektedir(35).

Beyin metabolik aktivilerin devami hassas bir sekilde oksijen ve glukoza
baglidir. Bu durumun siirekliliginin saglanabilmesi i¢in serberal kan akimi yaklagik
55ml/100gr/dk olacak sekilde dikkatli bir sekilde regiile edilir.bu hassas denge
sayesinde ndronlarda hiicre membran potansiyeli, nérotransmitter salinimi ve
paketlenmesi, hiicre yapisinin desteklenmesi saglanmis olur (36,37,38). Eger serebral
kan akimi, yaklasik olarak 20 ml/100gr/dk esiginin altina inerseoksijenin serebral
metabolik hiz1 diiser ve iskemi ile sonuglanan siirecin baglamasinin saglar (39). Bu
perflizyon azalmasi ve kaybi etkilenen bdlgede zonlar halinde bazi alanlarin
olusmasina sebep olur. Soyle ki iskemik Iskemik yaralanmadan zarar géren; C:
iskemik core bolgesi (10-12 ml/100gr/dk’dan az perfiizyonu olan bolge), P1: iskemik
core alanina komsu bolge (18 ml/100gr/dk’dan az perfiize olan bolge) bu bolgenin
perfiizyonu diizelmezse birkag saat i¢ginde noron kaybi olugsmaya baslar, P2: Tehlikeli
penumbra bolgesi (hipoperfiizedir ancak genellikle noronlar minimal sekilde
metabolik devamliligini devam ettirir ), N: Normal parenkim (penumbra’ya uzak
olan bolge)(sekil 1).

Sekil 1: iskemik Beyin Hasarinda Olusan Zonlar



Iskemi esnasinda yukarida kisaca bahsedilen siiregler birbirlerinden farkli
zamanlarda, birkag dakika ile saatler hatta giinler gibi bir siire¢ yelpazesinde ortaya
cikabilmektedirler. Core bolgesinde dakikalar igerisinde ndéron kaybi olusmaya
baslarken kollateral akimlarinin verimine gore diger bolgelerde bu siire¢ biraz daha

uzun zamana yayilabilmektedir(40,34 )(sekil 2).

{L

Mikrovaskile
r hasar

Postiskemik
enflamasyon

Sekil 2: Iskemi esnasinda patofizyolojilerin zamansal dagilimi

Iskemi esnasinda hizla baslayan ve birbirini takip eden yolaklardaki
eksitotoksisitenin erken yayiliminda; asir1 Ca*? ve diger iyonlarin hiicre icine
girmesi, hiicre sismesi, hiicre i¢i kinazlarin ve proteazlarin aktive olmasi, reaktif
oksidatif ve nitrosatif iirlinlerin (ROS, RNS) yiiksek miktarlara ulagmasi , hiicre
membranlarinin hasarlanmasi ve organel yetmezlikleri goriliir(33). Bu durumda
yavas yavas gelisen enflamatuar yaniti da kolaylastirir(33 ). Sitoplazma da artan
Ca*?; mitokondriyal elektron transport zincirini inhibe olmasma ve siiperoksid
anyonunun salinimini ve peroksinitrit iiretimini destekleyen nitrik oksit sentezinin de
artmasi imkan saglar (33,41). Glutamat’ i artig1 , astrosit fonksiyonlari bozulmasina

ve bunun sonucunda astrositler tarafindan glutamat alimi bozulmasina sebep olur

(42,43,44).



Iskemik hasarin patofizyolojisinde yer alan baslica faktorleri &zetlemek
gerekirse , enerji yoksunlugu, iyon gradiyentinin bozulmasi, laktik asidoz, toksik
radikaller , lipid metabolizmasindaki degismeler, arasidonik asit yikim zincirinin
aktivasyonu, eksitator norotransmitterlerin artmasi ve buna bagl kalsiyum
homeostazisinin bozulmasi, hiicre i¢i ve dis1 proteolitik enzimlerin aktive olmast,

nitrik oksit ve sitokinlerin salinimi olarak 6zet yapilabilir. (45).
2.1. Tarihce

Serebro vaskiiler hastaliklar hipokrat doneminden beri bilinen insanlik tarihi
kadar eski bir patolojidir. Bu hastaliklarin 6nlenmesi, teshis ve tedavi yontemleri de
yillardir irdelenen 6nemli bir alandir. Klinik pratikte iskeminin etkisi fonksiyonel ve
gecici olabildigi gibi derecesine bagli olarak yapisal ve kalict sonuglar da

dogurabilir(46).

Deneysel arastirmalar bir¢ok hayvan tiirli lizerinde yapilmistir. Son yillarda
tavsanlar, gerbiller ve siganlar baslica deney hayvani olarak kullanilan tiirlerdir(46 ).
Kolay bulunulusu, ucuz olmasi ¢esitli ndrotransmitter sistemlerinin, nérokimyasinin
ve nérofarmakolojisinin diger hayvanlar gore daha ayrintili bilinmesi ve en dnemlisi
serebral dolagim anatomisinin insana biiyiilk benzerlikler gdstermesi gibi bir¢ok
nedenden &tiiri 6zellikle sicanlar en ¢ok kullanilan hayvan tiirii olma o6zelligine

sahiptirler(46 ).

1960 yilinda Levine S. siganlarda deneysel beyin iskemisi yamis ve
yaymlamistir (47). 1982 yilinda Pulsinelli ve arkadaslar1 damar okliizyonu sonrasi
global iskemi modelini yapmistir(48). Deneysel serebral iskemi olusturulmast igin iki
damar okliizyon ve dort damar okliizyon modellerinin ortaya konulmasi 1960’11

yillara dayanmaktadir(46).

Global iskemi Modelleri:

1- Siganlarda dért damar okliizyon modeli: iki tarafli vertebral arterler kalici
olarak koterize edilip, bilateral ana karotis arterler 10-30 dakika siireyle

klemplenerek kapatilir (49).



2- Siganlarda iki damar okliizyonu + hipotansiyon modeli: iki tarafli ana
karotislerde gegici okliizyon saglanir ve es zamanli olarak, denekten kan alinarak 50

mmHg diizeyinde hipotansiyon yapilir (50).

3- Gerbillerde iki damar okliizyon modeli: Bu modelde vertebral arterler
gelismediginden, her iki karotisin gegcici okliizyonu, Will’s poligonunda dolagimi

bozan beyin iskemisi saglanir (51).

Global ve fokal iskemi sonrasi norolojik degerlendirme yapilabilse icin
Bederson ve ark. Norolojik muayene igin skala gelistirmistir. (52), (Tablo 1).

Norolojik muayene

Tablo 1: Bederson skalasi

Grade 0 Norolojik defisit yok 5 puan

Grade 1 On bacaklarda flexiyon 4 puan
Donme hareketi olmaksizin lateral itme hareketine

Grade 2 : 3 puan
azalmis direng

Grade 3 Grade 2 ye ilave olarak donme hareketinin 2 puan
eklenmesi.

Grade 4 Exitus 1 puan

Sicanlarin deneysel beyin iskemi-reperfiizyon yaralanmasi deneylerinin takip

i¢in parametreler genel olarak asagidaki tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2: Deneysel beyin iskemi reperfiizyon yaralanmasinda takip parametreleri

Klinik ve norolojik muayene Bederson motor skalasi
Histolojik muayene Noron sayimi, infarkt voliimii
Olgtimii

Angiografik degerlendirme

Aksonal tarayicilar ile degerlendirme

Biyokimyasal 6l¢iimlerle degerlendirme | Malondialdehit, Myeloperoksidaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz vs
Norofizyolojik degerlendirme Uyarilmis potansiyeller, EEG




2.2. insan Serebrovaskiiler Sistem Anatomisi

Serberal dolasim ile ilgili ilk tanimlama 1664 yilinda Willis tarafindan
yapilmistir(53). Infiizyon teknigine kullanarak kendi ile bilinen damar da dahil olmak
tizere bir ¢ok kiiclik serebral arteri ayrintili sekilde 1872 yilinda Heubner tarafindan
tanimlanmistir.  Windle, 1884-1888 yillar1 arasinda kadavralarda anomali ve
varyasyonlar1 , Sicard ve Forestier, 1922 yilinda Lipiodol kullanarak hayvanlarin
serebral arter ve dolasimlarini tanimlamay1 basarmistir. Egas Moniz, 1927 yilinda
Strontium bromide ve Lityum bromide kullanmis ve serebral damarlarin radyografik
olarak goriintiilenmesini basarmistir. 1936’da Loman ve Myerson, ilk kez anjiografi
yapmay1 basarmistir. 1 Seldinger, 1951 yilinda anjiyografinin biitiin tipleri
tanimlanmistir. Ecker ve Reiemenschneider, 1951 yilinda anjiyografik vazospazmi
tanimlamay1 basarmisglardir. 1960 yillardan sonra serebral anjiografilerde Kki
gelismeler artarak devam etmis ve birgok vaskiiler patolojinin tani takip ve
tedavisinde  Onemli yere sahip vazgegilmez bir uygulama olamyi

basarmistir(53,54,55,56).

Beynin iskemi modellerinin yapilmasi ve degerlendirilmesi agisindan beyin
vaskiiler yapilariin iyi sekilde anlasiimasi 6nem arz etmektedir. Temel olarak beyin
kan dolagimini iki ana damar yapis1 saglar. Bunlar bilateral olacak sekilde olusmus
internal karotid arterler ve vertebral arterlerdir. Her iki arter sisteminin belli
seviyelerde dallart ayrildiktan sonra Wiilis poligonu denilen damarsal baglanti agini
olustururak beynin vaskiiler anlamda yeterli kanlanmasinin garanti altina almak igin

bir araya gelirler. Bu karisik damarsal yapidan kisaca bahsedilecektir.(sekil 3)
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Sekil 3: Willis poligonu ve serebral arterler
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INTERNAL KAROTID ARTER(ICA): Ana karotis raterden ayrilarak,
ekstrakranial herhangi bir dal vermeden petroz kemikten kraniuma girer. Cok sayida
yapilmis siniflama mevcuttur ancak kabaca anatomik olarak servikal, petroz,
kavernoz, klinoidal ve sisternal olmak {izere 5 segmentte ayrilir(57).

ANTERIOR SEREBRAL ARTER(ACA): Internal karotid arterin terminal
dallarinda biridir. 5 segmentte incelenir. ACA Al segmentleri kommunikan arter
vasitasiyla bir 6n sistemde kollateral dolasimi olusturular(53).

ANTERIOR KOMUNIKAN ARTERE(ACoMA): Lamina terminalis
sisterni i¢in bulunan her iki A1 segmentin birbiri ile birlesmesini saglayan 2-3 mm
uzunlukta ve 1-3 mm ¢apinda olan arterdir(58,59). Varyasyonu ¢ok sayida olan bir
arterdir(53).

ORTA SEREBRAL ARTER (MCA): Internal karotid arterin terminal
dallarindandir ve M1(sfenoidal) , M2(insular) , M3(operkular) , M4(kortikal) olmak

tizere 4 segmenti bulunur(53).



VERTEBRAL ARTER(VA): Subclavian arterlerden g¢iktiktan sonra 4
segmentte incelenen foramen magnumdan girdikten sonra posterior sistemin iki ana
arterinden biridir. Onemli dallar1 arasinda anterior spinal arter ve posterior inferior
serebella arter(PICA) bulunmaktadir(53).

BAZILLER ARTER(BA): Yaklsik 3-8 mm  ¢apinda ve 2-4 cm
uzunlugunda ponsun yiizeyinde prepontin sistern iginde seyreden arterdir. Anterior
inferior serebellar arter (AICA) , posterior spinal arter gibi Onemli dallari
bulunur(53).

POSTERIOR SEREBRAL ARTER (PSA): Baziller bifurkasyon ¢iktiktan
sonra interpedikiiler sistern igerisinde posterior komunikan arter ile birleserek Willis

poligonun tamamlanmasini saglar. 4 segmenti bulunmaktadir.(53).
2.3 BEYIN DOKU HISTOLOJISI

santral sinir sisteminin hiicreleri embriyolojik olarak iki yapidan koken
alirlar.(60 ).
A) Noroektoderm Kokenliler: Noronlar , astrositler , oligodendrositler ,

epandim hiicreleri.(60).
B) Mezensimal Kokenliler: Meningeal kan damarlari, adipoz doku,
mikroglialar.(60 ).

2.3.a. Noronlar

Sinir sisteminin en temel ve asil fonksiyonunu gerceklestiren hiicreleridir.
Noronlar yapilarina, sekilerine, salgiladiklari nérotransmitter gibi birgok 6zelliklerine
gore siniflandirilabilirler(60). Dendrit ve aksonlari denilen yapilar1 sayesinde diger

bir¢ok hiicre tipinde farklilik gosterirler.
2.3.b. Asrositler

Santral sinir sisteminde kan beyin bariyerini olusturmak , néronlarin iyonik
ve kimyasal ortamini diizenlemek , GABA ve glutamat salinim ve doniistimii gibi

islemlerde rol alan destek hiicreleridir(60).
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2.3.c. Oligodendrositler

Oligodendrositlerin ~ santral sinir sisteminde gorevi myelinizasyonun
gerceklestirilmesidir. Bu gorev periferik sinir sisteminde scwann hiicfreleri

tarafindan gergeklestirilmektedir(60).
2.3.d. Epandim hiicreleri
Santral sinir sisteminde bosluklarinin yiizeyinin déseyen hiicrelerdir(46).
2.3.e. Mikroglia

Retikiiloendotelyal sisteminin santral sinir sisteminde Ki
komponenetleridir(60 ). Notral proteazlar ve oksidatif radikaller treterek,

inflamasyon gelismesinde ve bunun geriye doniisiinde gorev alan hiicre

grubudur(61,62).

2.4. Memelilerde Hipokampal Olusumun Anatomik Ve Histolojik
Ozellikleri

Hipokampus gelisimi esnasinda baslarda dorsalde yer alirken gelisimin
devaminda temporal lobun ventral ve medialine yerlesmeye baglar. Hipokampus
temporal bolge korteksinin bazi pargalarinin  ventrikiillerin  ventral yiiziinii

olusturmak {iizere igeriye dogru yer degistirmesi ile sekillenir (63)(sekil 4).

Graniiler ve piramidal hiicrelerin dentritleri molekiiler tabakaya dogru
uzanirlar. Bunun devaminda ayrica piramidal hiicre tabakasinda daha biiyiik
piramidal hiicreler goriiliir. Bunlarin dentritleri hem molekiiler tabakaya hem i¢
tabakaya uzantilar verir. Icte ise polimorfik tabaka yer alir. Bu tabakada piramidal ve
graniiler hiicrelerle bazi glial elemanlar bulunur. Hipokampusun en i¢ tabakasinda
yani lateral ventrikiille olan komsulugunda, subikulum ve hipokampusdaki hiicre
gbovdelerinden ¢ikan myelinli aksonlardan olusan bir tabaka bulunur. Bu tabakaya
alveus denir. Cornu ammonis’in bas harflerinden CA olarak da ifade edilebilen
hipokampus, hiicre yapilanmasina gore incelendiginde CA1l, CA2, CA3 ve CA4

olmak iizere dort alt grupta incelenir. CAl, subikulum ile hipokampus arasinda |,
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CA2 ve CA3 hipokampusda , CA4 ise hipokampusun girus dentatus ile birlesim
yeridir (64,65).

OLFAXTOR

KORTEKS

OPTIX SINIR
OLFAKTOR TUBERKULUM
OPTIK CHIASMA

3. KRANIAL SINIR
HIPOFIZER STALK
SEREBRAL PEDINKUL

S.KRANIALSINIR

MOTOR VE DUYU
4.XKRANIALSINIR —

6. KRANIAL SINIR

Bilateral-commun-
karotis-arterlerq

/" VERTEBRAL-
\ ARTERS

Bilateral-vertebral-arterlerq

Sekil 5: Ratlarin vaskiiler anatomisi
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2.5. Iskemi-Reperfiizyon Yaralanmasinin Patofizyolojisi

Iskemi beyin dokusu giden kan akimi yetersizligi sonrasi, dokunun ihtiyaci
olan oksijen ve metabolitlere karsiyamamasi sonrasi meydana gelen patolojik bir
durumdur. Noronlar depo kabiliyetleri olmadigi igin iskemiye asir1 duyarlidirlar.
Iskemi sonrasi beyinde perfiizyonun yeniden saglanmasi ile de néral dokuda
reperflizyon hasar1 denilen yeni bir problem ortaya c¢ikmaktadir. Reperfiizyon
hasarinda oksidatif stres , lokosit infiltrasyonu , mitokondriyal mekanizmalar ,
platellet aktivasyonu , kompleman aktivasyonu , kan beyin bariyeri bozulmasi gibi
bir takim patolojiler rol oynar ve bunlar beyin 6demi ve hemorajik
transformasyonlara zemin hazirlayarak néron 6liimiine ve disfonksiyonuna neden

olurlar(66).
2.5.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres siiperoksid anyonlar1 , serbest oksijen radikalleri , peroksidler
gibi reaktif oksijen iirlinlerinin antioksidan kapasitenin iistiine c¢ikmasi ile ortaya
cikar. Oksidatif stres iskemi reperfiizyon hasasrinda ,beyin 6demi ve hemorajik
transformasyon  gibi patolojilerin ortaya ¢ikmasinda Onmeli bir parametredir.
Yiikselmis reaktif oksijen radikalleri protein igeren hiicresel elemanlara , DNA ,RNA

ve lipidlerde hasara neden olur(4).

Iskemi reperfiizyon hasari sirasinda reaktif oksijen radikallerinin bir diger
onemli hedefi mitokondridir. Mitokondride oksidatif posforilasyon proteinlerinin
post translasyonel modifikasyonunu indiikler ki bu durum mitokondri membran
potansiyelini artirir. Bu durum reaktif oksijen radikallerinin olusumunu artirir(67).
Bir diger dnemli etki elektron transport zincirinin anahtar pargasi olan ve plazma
membraninda bulunan NADPH oksidaz tizerinedir.(68) bu nokatay etki ederek kan

beysn bariyeri disfonksiyonuna infarkt miktarinin artmasina neden olur(69 ).
2.5.2. Mitokondriyal Mekanizmalar
Mitokondri bir ¢ok fonksiyonu olan bir organeldir ve fizyolojik ve

patofizyolojik olaylar {izerinde ¢ok sayida rolii bulunmaktadir. iskemi reperfiizyon
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yaralanmasinda yalnizca  reaktif oksijen radikali jeneratorii olarak calismaz.
Apopitozis ve nekroz gibi patolojik siireglerde rolii vardir(70,71). Gosterilmistir ki
uzun slire iskemi sonrasi olusan reperfiizyon sonrasi mitokondri i¢ membraninda
bulunan non spesifik bir por olan mPTP agilir. Bu por Ca*? mitokondri icine
dolmasini artirir. Sonugta mitokondri siser , ¢oziiliir ve ATP azalmasina bagli olarak
nekroz ile sonuglanir(71). Bu pompay1 inhibe eden cyclosporin A ve sanglifehrin A
gibi maddeler iskemi reperflizyon hasarini onlemede beyin koruyucu potansiyel

molekiiller olabilirler(71,72).

Mitokonrinin tubuler morfolojisi sayesinde ortaya koydugu bir diger 6nemli
Ozellikte flizyon reaksiyonlaridir(73,74). Mitokondri bozulmasina bagl olarak bu

reaksiyonlarin devam etmemesi hiicrelerde apopitozis neticelenir(75,76).
2.5.3. Lokosit Infiltrasyonu

Serebra iskemi reperfiizyon yaralanmasinda enflamasyon 6nemli bir yer tutar.
Enflamasyon sirasinda olan 16kosit infiltrasyonu ise bu prosesin anahtar noktasini
olusturur. Reperfiizyon sirasinda kan beyin bariyerinin bozulmasi sonucu matriks
metaloproteinler , 16kosit aktive edici faktorler gibi endotelden salinan sinyaller
16kosit aktivasyonunu ve gogiinii baslatirlar. Sonucta 16kositler ektravase olup beyin
dokusuna goce baslarlar ve salgilamis olduklar1 sitokinler ile enflamasyon ve

penumbranin kétiiye gidisine neden olurlar(77,78).
2.5.4. Platellet Aktivasyonu

Deneysel caligmalar iskemi reperflizyon yaralanmasi patolgenezinde
platelletlerin yeri oldugu gostermektedir. Iskemi ve reperfiizyon esnasinda
platelletler reperfiizyonun erken safhalarinda damar yataginda aktive olup
toplanmaya baslamaktadir(79). Asir1 artislart ile platelletler oksijen radikalleri ve
PDGF , arasidonik asit metabolitleri , tromboksan A2 , serotonine , PF4 gibi gibi
proenflamatuar faktorleri serbestlestir. Ayrica platellet aktivasyonu 16kosit

infiltrasyonunu da tetikler(80).
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2.5.5. Kompleman Aktivasyonu

Kompleman kaskad: enflamasyonu regiile ve kontrol eden , birden g¢ok
kaskada sahip patojenik durumlarda aktive olan bir sistem olma 6zelligi tasir(81).
Gosterilmis ki kompleman sistemi santral sinir sistemi enflamasyonunda ndron
kaybinda direkt etkisi olan bir durumdur(82,83). Reperfiiyon esnasinda kompleman
kaskadi degisik yollar ilizerinden aktive olabilir. Antijen bagimli direkt yoldan ,
alternatif yoldan , MBL/MASP lectin bagimli yol 6rnek olarak verilebilir(84,85).

2.5.6. Kan Beyin Bariyer Disfonksiyonu

Kan beyin bariyeri dolasim ile néron arasinda ¢ok secici gecirgen ozelligi ile
kisith gecis izin veren bir yapidir. Endotel , perisit ve astrositler ana yapi taslaridir.
Kan beyin bariyerinin bozulmasi iskemi reperfiizyon yaralanmasinda ana
patofizyolojilerdendir ve sonucunda oksidatif stres , 16kosit infiltrasyonu , platellet
aktivasyonu , kompleman aktivasyonu gibi dnceden saydigimiz bir ¢ok durumun da
baslamasinda etken olarak karsimiza cikar(4). iskemi reperfiizyon yaralanmasinda
gecirgenlik degisiklikleri 3 evrede ele alinabilir. Evre 1 serebral otoregiilasyonun
bozuldugu ve gecirgenligin arttig1 reaktif hiperemidir. Mikrovaskular tikanikliklara
bagl hipoperfiizyon ve endotelyal hiicreler ile astrositlerin sismeye basladigi evre 2
olarak adlandirilir. Bu durum beslenme yetersizligi ve sonrasinda notrofil
infiltrasyonlar1 ve enflamasyonla sonuclanacaktir. Evre 3 ise paraselliiler
permeabilete artigt enflamsyon, oksidatif stres, endotelyal hiicrelerin tamamiyle

bozulmaya basladig evredir(86).
2.6. Myeloperoksidaz (Mpo)

Myeloperoksidaz (MPO), polimorf niikleuslu lokositler ve monositlerin
azurofilik graniillerine lokalize olmus lizozomal bir hemoproteindir. Serbest
radikaller glutatyon, vitamin C, vitamin E, vitamin A, flavinoitler gibi normal
savunma sistemindeki antioksidanlarca ve glutatyon peroksidaz, myeloperoksidaz
(MPO), stiperoksit dismutaz, katalaz gibi enzimatik korunma mekanizmalari ile yok

edilirler.(46). Myeloperoksidaz bununla birlikte genotoksik hipokloroz asit ve diger
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reaktif oksijen lirlinlerinin iiretimini katalize edilmesi nétrofillerde antimikrobiyal bir

ajan olarak fonksiyon goriir (87).

2.7. Lipit Peroksidasyonu Ve Malonaldehit (Mda)

Lipid peroksidasyonu hiicre membranlarinda olusan serbest radikallerin en
belirgib hasar verici 6zelligidir. Bu radikaller lipid peroksidasyonunu indiikleyerek
yapisal ve fonksiyonel olarak hiicre hasarina sebep olurlar(46). Malondialdehit, yag
asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif indikatorii olmamasina ragmen , lipid
peroksidasyonunun derecesiyle iyi pararellik gosterir. Bu sebeple biyolojik
materyalde MDA O6lciilmesi lipid peroksit seviyelerinin gostergesi olarak kullanilir

(88).

2.8. Klaritromisin

Makrolid grubu antibiyotikler giliniimiizde yaygmn olarak kullanilan
antibiyotik tiirlerindendir. Eritromisin , klaritromisin , azitromisin ,sipiramisin bu
antibiyotik ailesinin baglica gelen {iyelerindendir. Makrolidler 50S bakteriyel
ribozoma etki ederek , peptidil transferazi inhibe edip , protein sentezini bozarak
mikroorganizmalara etki ederler(16). Klaritromisin(CAM, 6-0 methylerythromycin)
in vivo ve in vitro yapilan caligmalarda hipoksiye toleransi artigini destekleyen
bulgular bulunmaktadir. (17,18,19,20)(sekil 6). Ayrica inflamatuar siireglerin
azaltilmasinda da etkisi oldugu, hayvan ve klinik calismalarda gosterilmistir.

(17,21,22,23,24).

Sekil 6: klaritromisin kimyasal yapisi
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3. MATERYAL VE METOD

KTU Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezi Laboratuarinda
gerceklestirildi. Tiim deney protokolleri Karadeniz Teknik Universitesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan onayland: (Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 2016/55 sayili karar ile). Biyokimyasal analizler

Biyokimya anabilim Dal1 Arastirma Laboratuarinda yapildi.
3.1. Deney Hayvanlar

Calismada her biri ortalama 220-280 gr arasinda olan 38 adet spraque dawley
tipi disi sigan kullanildi. Sicanlarin genel sagligi ¢alisma oncesi kontrol edilmis su ve
yem kisitlamasi olmaksizin standart kosullar altinda ve ayr1 ayri kafeslerde izlendiler

ve her sican yer aldig1 gruba gore uygun yontemle isaretlenmistir.
3.2. Gruplar
Sicanlar 4 ana gruba ayrildi:

GRUP 1 (iISKEMI +KLARITROMISIN): 12 sigandan olusan bu gruba 30
dk bilateral karotis kliplemesi + hipotansiyon (10ml/kg) yapildiktan sonra her giin
klaritromisin 100 mg/kg/giin intraperitoneal verildi. Post-op 1.giin, 4.giin, 7.glin ve
10.gilin sonunda norolojik muayeneleri yapildi.10.giinlin sonunda sakrifiye edildi ve

beyin dokusu ¢ikarildi.

GRUP 2 (ISKEMI): 12 sicandan olusan bu gruba 30 dk bilateral karotis
kliplemesi+hipotansiyon(10ml/kg) olusturuldu. Post-op 1.giin, 4.giin, 7.glin ve
10.giin sonunda norolojik muayeneleri yapildi. 10.giinlin sonunda sakrifiye edildi ve

beyin dokusu ¢ikarildi.

GRUP 3 (SHAM /KONTROL): 7 sigandan olusan bu grubun 1.giin, 4.giin,
7.glin ve 10.giin sonunda norolojik muayeneleri yapildi.10.giin sonunda sakrifiye

edildi ve beyin dokusu ¢ikarildi.
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GRUP 4 (PUR KONTROL GRUP” SADECE ANESTEZi VE ILAC
VERILECEK): 7 sigandan olusan bu gruba anestezi sonrasi cilt laserasyonu yapildi
ve 10 giin boyunca klaritromisin intraperitoneal verildi. 1.giin, 4.glin, 7.glin ve
10.giin sonunda norolojik muayeneleri yapildi. 10.gilinlin sonunda sakrifiye edildi ve
beyin dokusu ¢ikarildi.

3.3. Metod

Iskemi + klaritromisin grubundaki (Grup 1) sicanlar ameliyat 6ncesi 24 saat
siire ile a¢ birakildi ve bu siire igerisinde sadece su verildi. Anestezi saglamak
amaciyla; ratlara xylazin hidroklorid (Rompun®; Bayer Healthcare) 10mg/kg dan
intraperitoneal ve ketamin hidroklorid (Ketalar®; Pfizer) 30mg/kg dan
intraperitoneal olarak yapildi. Anestezi uygulanan siganlar, sirtiistii pozisyonda iken,
cerrahi uygulanacak bdlge tras edildi ve % 10’luk povidon iyot soliisyonu

(Batticon®; Adeka) ile boyandi. Orta hat cilt kesisi sonrasi ekartor yerlestirildi.

Resim 1 : Supine pozisyonunda paratrakeal alanlarin disseksiyonu

Bilateral paratrakeal alanlar kiint disseksiyonla disseke edildi. A.carotis

kommunisler ortaya konuldu (Resim 1).
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Resim 2: A.Carotis Communise Yasargil klibi yerlestirilmesi

A.Carotis Communisler N.vagustan ayrildiktan sonra Yasargil anevrizma

klibi yerlestirildi, (Resim 2).

Resim 3: Bilateral A.Carotis Communis’lere Yasargil anevrizma klibi

yerlestirilmesi
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Bilateral A.Carotis Communis’lere Yasargil anevrizma klibi yerlestirildikten
sonra 30 dk beklenildi, (Resim 3). Bu sirada intrakardiak yaklasik 3cc (10ml/kg) kan

aliip hipotansiyon yaratildi.30 dk sonunda klip c¢ikarildiktan sonra arterial akim
gbzden gegirildi.

Resim 4:Siitire edilmesi

30 dk sonunda klempler ¢ikarildi ve katlar usuliine uygun siitiire edildi,
(Resim 4).
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Resim 5: Si¢anlarin ayr1 ayri yerlestirilmesi
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Sicanlar ayr1 ayri numarandirilmis besin ve suya kolayca ulasabilecekleri

kafeslere yerlestirildi, (Resim 5-6).

Resim 6: Siganlar besin ve suya ulasabilecegi ayr1 ayr1 yagam alanlari

Sicanlarin aralikli olarak(l, 4, 7 ve 10.giinlerde) ndrolojik muayeneleri
yapildi.10 giin boyunca klaritromisin 100 mg/kg/giin hazirlanarak intraperitoneal

olarak enjekte edildi.

Resim 7: Sakrifiye edilen ratlarin beyin dokusunun ¢ikarilmasi
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10 giin sonra sag kalan 10 sigandan intrakardiak 4cc kan alindi1 ve sakrifiye

edilip beyinleri ¢ikarildi, (Resim 7).

Beynin hipokampus, c.striatum, corpus kallozum ve talamus kismi ayrildi,

histolojik ve biyokimyasal analiz i¢in derin dondurucuda -76°C’de saklandi.

Iskemi grubundaki siganlar ameliyat dncesi 24 saat siire ile a¢ birakildi ve bu
stire icerisinde sadece su verildi. Anestezi saglamak amaciyla; siganlara xylazin
hidroklorid (Rompun®; Bayer Healthcare) 10mg/kg dan intraperitoneal ve ketamin
hidroklorid (Ketalar®; Pfizer) 30mg/kg dan intraperitoneal olarak yapildi. Anestezi
uygulanan sicanlar, sirtiistii pozisyonda iken, cerrahi uygulanacak bolge tras edildi
ve % 10’luk povidon iyot soliisyonu (Batticon®) ile boyandi. Orta hat cilt kesisi
sonras1 ekartor yerlestirildi. Bilateral paratrakeal alanlar kiint disseksiyonla disseke
edildi. A.carotis kommunisler ortaya konuldu. Bilateral A.Carotis Communisler
N.vagustan ayrildiktan sonra Yasargil anevrizma klibi yerlestirildi. Bu sirada
intrakardiak 3cc (10ml/kg) kan alinip hipotansiyon yaratildi. 30 dk sonunda klip
cikarildiktan sonra arterial akim gozden gegirildi. Arterial akimin varlig teyid edilip
katlar usuliine uygun kapatildi. Post op 1.gilin, 4.giin, 7.giin ve 10.glin sonunda
norolojik muayeneleri yapildi. 10. giin sonunda intrakardiak 4cc kan alindi ve
sakrifiye edilip beyinleri ¢ikarildi. Beynin hipokampus, c.striatum, corpus kallozum
ve talamus kismi ayrildi. Biyokimyasal analiz igin derin dondurucuda -76°C’de

saklandi.

Piir kontrol grubundaki sicanlar ameliyat 6ncesi 24 saat siire ile a¢ birakildi
ve bu siire igerisinde sadece su verildi. Anestezi saglamak amaciyla; si¢anlara
xylazin hidroklorid (Rompun®; Bayer Healthcare) 10mg/kg dan intraperitoneal ve
ketamin hidroklorid (Ketalar®) 30 mg/kg dan intraperitoneal olarak yapildi.
Anestezi uygulanan sicanlar, sirtiistli pozisyonda iken, cerrahi uygulanacak bolge
tras edildi ve % 10’luk povidon iyot soliisyonu (Batticon®) ile boyandi. Orta hat cilt
kesisi yapild1 ve daha sonra suture edildi.10 giin boyunca klaritromisin verildi. 1.giin,
4.glin, 7.glin ve 10.glin sonunda ndrolojik muayeneleri yapildi.10 giin sonra

intrakardiak 4 cc kan alindiktan sonra sakrifiye edildi. Beynin hipokampus,
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c.striatum, corpus callozumve talamus kismi ayrildi ve biyokimyasal analiz i¢in derin

dondurucuda -76°C’de saklandi.

Sham grubundaki sicanlarin 1.giin, 4.giin, 7.giin ve 10.giin sonunda nodrolojik
muayeneleri yapildi.10. giin sonunda intrakardiak 4 cc kan sitrath tiiplere alinip
sakrifiye edildi. Beynin hipokampus, c.striatum, corpus callozum ve talamus kismi

ayrild1 ve biyokimyasal analiz i¢in derin dondurucuda -76°C’de saklandi.

Tim gruplara postop 1.glin, 3.giin, 7.glin ve 10.glin sonunda (sakrifiye

edilmeden hemen 6nce) motor muayene yapildi.

Beyinde olusacak degisiklikler biyokimyasal olarak hem kan hem de dokuda
malonaldehit (MDA) diizeylerinin ol¢tilmesiyle degerlendirildi.

Beyinde iskemik alanlar1 gosterebilmek maksadi ile iskemi olusturulan

sicanlarin beyinleri histolopatolojik inceleme i¢in histoloji laboratuarina gonderildi.
3.4. MALONDIALDEHIT TAYINi
3.4.1. Dokuda malondialdehit tayini:

MDA 6l¢iimii, Mihara ve Uchiyama yonteminin (89) diizenlenmis sekli ile
yapilmistir. Bu yontemde, MDA’ nin asidik durumda tiyobarbitiirik asit (TBA) ile

ortaya ¢ikardigi bilesenin renginin 532 nm’deki absorbansinin 6l¢iimii seklindedir.
3.4.2. Doku MDA Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

1) Doku homojenizasyon tamponu (0.01 M Fosfat Tampon Cozeltisi
(PBS), pH:7.4): 10 adet PBS tableti (Medicano, Uppsala, Sweden) igerisinde
yaklagik 900 mL saf su igeren beherde ¢oziildii ardindan ¢6zeltinin pH’s1, pH
metrede (Hanna Instrument, USA) 7.4’¢ olacak sekilde diizenlendi. pH’s1 diizenlenen

¢ozeltinin hacmi 1 L’ye olacak sekilde ayarlandi.

2) % 1’lik H3POq ¢ozeltisi: Saf su istiine 2.94 mL % 85°lik H3PO4 (Sigma,
St. Louis, MO, USA) alind1 ve hacim saf su ile 250 mL olacak sekilde ayarland.
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3) TBA c¢ozeltisi: 0.67 g TBA (Sigma, St. Louis, MO, USA) tartildi, 50 mL
saf su ve 50 mL asetik asit (Sigma, St. Louis, MO, USA) ilave edildi magnetik barla

karistirilarak ¢oziilmesi saglandi.

4) Standart c¢ozeltiler: 82.5 uL 1,1,3,3 tetrametoksipropan (Sigma, St. Louis,
MO, USA) 0.01 M 50 mL HCI (Sigma, St. Louis, MO, USA) ¢ozeltisine ilave edildi.
Cozeltinin 50°C’de 1 saat inkiibasyonu saglandi. BoOylece hazirlanan ana stok
cozeltisinden belirli oranlarda diliisyonlar yapilarak 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13,
1.56, 0.78, 0.39 ve 0.195 nmol/mL’lik kor ile birlikte standart ¢ozeltiler yapildi.

Orneklerin Hazirlamisi: Dokularm hepsinden yaklasik olarak 50’ser mg’lik
kesimler yapildi. Daha sonra bu dokular 2 mL PBS igerisinde 9500 rpm (4x10s,
40°C)’de homejenizatér (Jane and Kunkel, Germany) ile homojenize Olmasi
sagland1i. Homojenatlar 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde
edilen siipernatantlar 1:10 oraninda PBS ile seyreltildikten sonra MDA degerleri

Olctimleri yapildi.
1.2. Doku MDA Olg¢iimii:
1. 500 pL homojenata 3 mL % 1°lik HsPO4 koyularak karisim yapildi.

2. Karigtima 1 mL % 0.672’lik TBA eklenip karigtirildi, sonra 60 dakika

kaynar suda inkiibe edildi.

3. Siirenin sonunda tiipler sogumasi i¢in oda sicakligina koyuldu ve daha

4000 rpm’de 10 dakika oda sicakliginda santrifiij yapildi.

4. Santrifiij sonrasi siipernatant kismindan 200’er pL alinip 96 kuyucuklu
pleytlere dolduruldu mikropleyt okuyucu spektrofotometrede (Versamax, Molecular
Devices, California, USA) 532 nm dalga boyunda absorbanslar okundu. Elde edilen
standart absorbans sonuglart konsantrasyona karsi grafige yerlestirilip MDA standart
grafigi olusturuldu. Bu grafikten yararlanilarak doku MDA diizeyi nmol MDA/gram
1slak doku olarak hesaplandi.
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Sekil 7: Doku MDA 6l¢limiinde kullanilan standart grafigi
3.4 3. Plazmada malondialdehit tayini:

Rat serum &rnekleri biyokimyasal dlgiimler yapilana kadar -80°C’de tutuldu.
Serum Orneklerinde malondialdehit miktar1 Yagi tarafindan gelistirilen TBARS
(Tiobarbituric Acid Reactive Substance) metodu ile hesaplandi (90). Lipid
peroksidasyon triinii (MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki reaksiyon ile
meydana gelen kirmizi renk spektrofotometrik seklinde Olglim  alindi.
Tiyobarbitiirikasit ile reaksiyona girerek ayni rengi veren suda ¢oziinen bilesenleri
ayirmak icin serum lipidleri proteinle birlikte fosfotungistik asit/siilfirik asit

diizeneginde ayrildu.
3.4.4.Serum MDA Olciimiinde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

1) 0.084 N Siilfiirik Asit (H2SOa4): 577 uL % 97’lik H2SO4 (Sigma, St.
Louis, MO, USA)’den alinip, hacim deiyonize su ile 250 mL’ye tamamlandi.

2) % 10’luk Fosfotungstik Asit (H3(W3010).4H20): 5.55 g fosfotungstik
asit (Sigma, St. Louis, MO, USA) 50 mL deiyonize suda ¢oziildii.
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3) Tiyobarbitiirik asit (TBA) ¢ozeltisi: 0.67 g TBA (Sigma, St. Louis, MO,
USA) tartildi, 50 mL saf su ve 50 mL asetik asit (Sigma, St. Louis, MO, USA) ilave

edilerek magnetik bar ile karigtirilarak ¢oziilmesi saglandi.

4) Standart c¢ozeltiler: 82.5 puL 1,1,3,3 tetrametoksipropan (Sigma, St. Louis,
MO, USA) 0.01 M 50 mL HCI (Sigma, St. Louis, MO, USA) ¢ozeltisine ilave edildi.
Cozeltinin 50°C’de 1 saat inkiibasyonu yapildi. Bu sekilde hazirladigimiz ana stok
¢ozeltisinden belli miktarlarda diliisyonlar hazirlanarak 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56,
0.78, 0.39 ve 0.195 nmol/mL’lik standart ¢ozeltiler ve kor hazirlandi.

3.5. Serum MDA Olg¢iimii:

1. Deney tiiplerine 150’ser puL serum, 1200’er pL H2SOs ve 150°ser pL
fosfotungstik asit eklendi, tiipler iyice karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dakika
bekletildi.

2. Karisimlar 1500 g’de 10 dakika santrifiij edildi ve {ist fazlar atildu.

3. Geriye kalan ¢okelek kisimlari tizerine 2’ser mL saf su eklendi ve yeniden

¢oOziiniinceye kadar vortekslendi.
4. Tiiplere 500’er uL TBA eklendi ve 1 saat 100°C’de inkiibe edildi.
5. Inkiibasyonun ardindan tiipler 1000 g’de 10 dakika santrifiijlendi.

6. Ustteki berrak bolgeden 200’er pL almmarak 96 kuyucuklu pleytlere
dolduruldu mikropleyt okuyucu spektrofotometrede (Versamax, Molecular Devices,
California, USA) 532 nm dalga boyunda absorbanslar okunarak degerlendirildi.
Ortaya ¢ikan standart absorbans degerleri konsantrasyona karsi grafige gegirilerek
MDA standart grafigi yapildi. Bu grafikten yararlanilip serum MDA miktar

nmol/mL olarak hesaplandi.
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Sekil 8: Serum MDA 6l¢iimiinde kullanilan standart grafigi

3.6. MOTOR MUAYENE

Gruplarin 1., 4., 7. ve 10. giinlerde motor skorlarina asagidaki tablodaki gibi

puan verildi, (Tablo 3).

Tablo 3: Bederson norolojik muayene skalasina gore puanlama

Grade 0 | Norolojik defisit yok 5 puan

Grade 1 | On bacaklarda flexiyon 4 puan

Grade 2 | Donme hareketi olmaksizin lateral itme hareketine azalmis | 3 puan
direng

Grade 3 | Grade 2’ye ilave olarak donme hareketinin eklenmesi. 2 puan

Grade 4 | Exitus 1 puan

3.7. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistik analizler IBM SPSS 22 paket programi kullanilarak yapilmustir.

Biitiin dlglimlerde istatistiksel farkliliklar ve 6nem seviyeleri "One-way Analysis of
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Variance (ANOVA)" testi ile belirlenmis ve p<0.05 seviyesindeki sonuclar 6nemli

kabul edilmistir. Coklu karsilagtirmalarda Duncan testi uygulanmustir.
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4. BULGULAR

BEYIN MDA SEVIYESI
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Grafik 1: Doku MDA ortalamalari
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Grafik 2: Serum MDA ortalamalar

Kontrol(sham) grubuna ait beyin MDA seviyesi ile kiyaslandiginda iskemi
grubu beyin dokusunda MDA seviyesinin Onemli derecede ylikseldigi tespit
edilmistir (p<0.05).Bu sonuglara bakildiginda ratlarda yeterli iskeminin saglandigi
sonucuna varimustir. Ilag verilen grup ile iskemi grubu ile kiyaslandiginda
Klaritromisin uygulamasinin anlamli sekilde MDA seviyesini distirdiigii tespit
edilmistir (p<0.05).
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Kontrol grubu Serum MDA seviyesi ile kiyaslandiginda iskemi grubunun
MDA seviyesi 6nemli derecede arttig1 gdzlenmistir (p<<0.05). Yine bu sonug¢ anlaml
iskeminin  saglandigim1  gostermektedir. Ilag ve iskemi grubu degerleri

kiyaslandiginda serum MDA seviyesinde belirgin bir diisiis sagladigi belirlenmistir
(p<0.05).

Tablo 4: Gruplarin 1., 4., 7. ve 10. giinlerdeki Bederson skorlarinin median ve min-
max degerleri

Grup 1. Giin 4. Giin 7.Giin 10.Giin
Min- Min- Min- Min-
Med. Max. Med. Max. Med. Max. Med. Max.
Iskemi+Klaritromisin | 2.25 | 1-5 | 275 | 1-5 | 283 | 1-5 | 3.25 | 1-5
Iskemi 216 | 2-5 | 225 | 2-5 | 233 | 1-5 | 241 | 1-5
Sham 485 | 4-5 5 5-5 5 5-5 5 5-5
Piir Kontrol 414 | 3-5 | 471 | 45 | 485 | 45 5 5-5
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5. TARTISMA

Inme Diinya saglik orgiitiiniin yapmis oldugu tanima gére ; “’hizla gelisen ve
24 saat veya daha uzun siiren mortaliteye sebep olabilen, beyin islevlerin fokal veya
global bozukluguna bagli semptomlar” olarak tanimlamaktadir (1,2,3). Stroke diinya
capinda mortalite ve morbiditenin 6nde gelen nedenlerindendir (4,5).2017 verilerine
gore ABD yaklasik olarak 795000 stroke vakasi goriilmektedir(6). Yine bu istatistik
1s1¢inda her 40 saniyede bir kisi stroke gecirmekte ve 4 dakikada bir kisi stroke
sonucu hayatin1 kaybetmektedir(7,8). Tiirkiye ‘de 2001 yilinda yapilan bir ¢alismada,
tim hastaliklar igerisinde 2. en sik morlalite sebebi oldugu ortaya koyulmustur(9)

Inme olgularinin %80-85" i iskemik, %15-20’si hemorajik kokenlidir(10).

Mortalite ve morbiditesi bu denli 6nemli bir saglik sorunu olmasi sebebiyle
hastaligin patolojisi , tan1 ve tedavi segeneklerine yonelik bir¢ok ¢aligma ve deneysel
modeller kullamilmistir. Yapilan ¢aligmalar ile birgok dnleyici ve tedavi edici yontem
halihazirda klinik uygulamalarda kullanilmaktadir. Ancak Oniimiizde asilmasi

gereken birgok problem bulunmaktadir.

Iskemi beyin dokusu giden kan akimi yetersizligi sonrasi , dokunun ihtiyaci
olan oksijen ve metabolitlere karsiyamamasi sonras1 meydana gelen patolojik bir
durumdur. Noronlar depo kabiliyetleri olmadigr i¢in iskemiye asir1 duyarhidirlar.
Iskemi sonrasi beyinde perfiizyonun yeniden saglanmasi ile de noral dokuda
reperflizyon hasar1 denilen yeni bir problem ortaya ¢ikmaktadir. Reperflizyon
hasarinda oksidatif stres , 16kosit infiltrasyonu , mitokondriyal mekanizmalar |,
platellet aktivasyonu , kompleman aktivasyonu , kan beyin bariyeri bozulmasi gibi
bir takim patolojiler rol oynar ve bunlar beyin O6demi ve hemorajik
transformasyonlara zemin hazirlayarak noron disfonksiyonu ve oliimiine neden

olurlar(66).

Serebral iskemi-reperfiizyon hasar olusumunu énlemek ve sonrasinda olusan
hasar1 ortadan kaldirmak amaciyla antiddem tedavi, glutamat reseptdr antagonistleri,
membran stabilizatorleri, serbest radikal gidericileri, kalsiyum kanal blokerleri, anti-

inflamatuar ve antiagregan ajanlar gibi pek ¢ok yontem kullanilmistir(91).
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Iskemi siiresince dokularda yapisal ve metabolik degisiklikler goriilmeye
baslanir(29). Dokuya ulagan kan akiminin azalmasi ile dokuda olusan hiicrede
oksidatif fosforilasyon azalmaya ve bu durumun yansimasi olarak adenozin-5
trifosfat(ATP) ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili molekiillerin sentezi azalir(30).
Hiicrede enerji depolart bu durum karsisinda hizla bosalmaya baslar. Bu enerji
aciginin sonucu olarak hiicre zarinda bulunan Na+,K+-ATP az pompasi calisamaz
hale gelir. Pompanin is goremez hale gelmesi ile hiicre icinde Na+ ve Ca*? iyon
konsantrasyonlar1 hizla artmaya baslar(31). Hiicre i¢indeki bu  Ca2+ iyon
kontsantrayonunda ki Onlenemez artig arttk hiicre i¢in sitotoksik bir durum
olusturu(32). Ustelik bu dénemde meydana gelen iyon konsantrasyonunun degisimi
ile proinflamatuar sitokinlerin 16kosit yapisma bilesenlerinin yapimi ve gog
etmelerinde artig, buna karsilik antioksidan enzim yapiminda diisiis olusur ki bu
durum sonunda hiicreyi, reperfiizyon donemindeki problemlere duyarli hale getirir
(29). Ozetle bahsetmek gerekirse inmeyi takipeden siirecte gelisen beyin hasari
oksidatif ve nitratif stres eksitotoksisite, iyonik dengesizlik, peri-enfarktiis
depolarizasyon, asidotoksisite enflamasyon ve apoptozisi igeren birden fazla
mekanizma ve yolaklarin degisik seviyelerde rol almasi sonucunda gelisir(33,34).
Tiim bu durumlarin yanida néronlarin bolgesel olarak da iskemi duyarliklar1 arasinda
farkliliklar bulunmaktadir. Ornek vermek gerekirse gri cevher , korpus striatum |,

hipokampus CAl serebellar purkinje hiicrelerinin iskemiye daha duyali oldugu
bilinmektedir(35).

Son yillarda iskemin ve sonrasinda gelisen reperfiizyon yaralanmasinin
patofizyolojisi arastirmak amaciyla, siganlarda bilateral karotis kommunis
kliplenmesi ve hipotansiyon olusturulmasi yaygin olarak kullanilmaktadir(15). Farkli
hayvan tiirleri tizerinde deneysel calismalar yapilmistir. Bu deneysel modeller
arasinda en c¢ok kabul goren model, siganlarda iki damar okliizyonu + hipotansiyon
modelidir: iki tarafli ana karotislerde gegici okliizyon ve es zamanli olarak, kanin
geri alimmasi yoluyla 50 mmHg diizeyinde hipotansiyon yapilir . Biz de
caligmamizda iki tarafli karotis klemplemesi + hipotansiyon modelini uygulayarak
beyinde iskemi-reperfiizyon injiirisi yaratarak daha onceki c¢aligmalarda hipoksiye

tolerans1 artirarak noroprotektif etkisi olan klaritromisin antibiotigini denedik.
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Calismamizda da giincel olarak kullanilan ve uygulanmasi kolay bir yontem olmasi

sebebiyle bu model tercih edilmistir

Iskemik stroke igin pek ¢ok komponent gelistirilmistir, ancak akut SVO
hastalarinda klinik kullanimda beklenilen etkiyi yapamamislardir(92). Eritromisin
Klaritromisin gibi makrolid antibiotikler antibakteriel ajan olarak uzun yillardir bir
cok alanda kullanilmaktadir. Birka¢ yil 6nce preklinik ¢alismalarda eritromisinin
klinik kullanimda ki dozlarimin in vitro hipoksiye toleransi in vivo serebral iskemide
tolerans1 uyardigi gorlilmiistiir. Ayrica eritromisinin c¢esitli organlarda bir¢ok
enflamatuar mekanizmaya etki ettigi goriilmiistiir(93,94). Bu 6zellik iizerinden yola

cikarak calismamizda doku ve serum MDA diizeyleri 6l¢iilmiistiir.

Kontrol(sham) grubuna ait beyin MDA seviyesi ile kiyaslandiginda iskemi
grubu beyin dokusunda MDA seviyesinin Onemli derecede ylikseldigi tespit
edilmistir (p<0.05).Bu sonuglara bakildiginda ratlarda yeterli iskeminin saglandigi
sonucuna varilmistir. iskemi grubu ile kiyaslandiginda klaritromisin uygulamasinin

anlamli sekilde MDA seviyesini diisiirdiigii tespit edilmistir (p<0.05).

Kontrol grubu Serum MDA seviyesi ile kiyaslandiginda iskemi grubunun
MDA seviyesi onemli derecede arttig1 gézlenmistir (p<<0.05). Yine bu sonug anlamli
iskeminin  saglandigim1  gostermektedir. Iskemi grubu ile kiyaslandiginda
klaritromisin uygulanan grupta serum MDA seviyesinde belirgin bir diisiis sagladigi

belirlenmistir (p<0.05).
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6. SONUC VE ONERILER

Ratlarin deneysel beyin iskemi ve reperfiizyon injurisinde Klaritromisin
etkileri adli calismamizda ; bilateral karotis arter kliplenmesi ve intrakradiak kan
alinmas1 sonucu hipotansiyon yapilarak ratlarda serebral iskemi reperfiizyon hasari
olusturuldu. Istatistiksel olarak yapilan degerlendirmelerde Klaritromisinin iskemi
reperfiizyon yaralanmasinda doku ve kan MDA diizeylerinde anlaml1 diisiis sagladigi

ve iskemi reperfiizyon yaralanmasinda etkinlginin oldugu gosterildi.
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