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OZET

Beyin hasarina neden olan inmenin iki temel mekanizmasi iskemi ve
hemorajidir. iskemik inmede, artmis oksidatif strese bagli olarak beyin hiicrelerinde
meydana gelen apoptozise bagli olarak fonksiyon bozuklugu olusmaktadir.

Bu ¢alismada, iskemi-reperfiizyonun (I-R) oksidatif stress ile aktive edilen
Transient Reseptor Potansiyel Melastatin2 (TRPM2) kanal ekspresyonu iizerine
etkilerinin incelenmesi amag¢lanmaistir.

Calismada, 28 adet 8-10 haftalik Wistar albino cinsi erkek siganlar kullanildi.
Deney hayvanlar1 her grupta 6 hayvan olacak bigimde 5 gruba ayrildi. Kontrol
grubuna deney siiresince bir uygulama yapilmadi. Sham gruplarinda (sham2-sham6)
bilateral karotis kommunis arterler ortaya cikarildiktan sonra ciltleri kapatilip
deneyin 2.ve 6. saatinde dekapite edildi. I-R gruplarinda ise bilateral karotis
kommunis arterler ortaya ¢ikarildiktan sonra anevrizma klip'leri ile 45 dakika siire ile
kliplenip ardindan klipler agilarak I-R2 grubunda 2 saat, i-R6 grubunda 6 saat
reperflizyonu saglandi.

Deney sonunda siganlar anestezi altinda dekapite edildi ve beyin dokulari
cikartildi. MDA ve TRPM2 mRNA diizeyleri i¢in beyin dokular1 ¢aligmanin sonuna
kadar —80°C’de saklandi. Histolojik calisma icin rutin takip islemi ile dokular
parafin bloklara gomiildii. Bloklardan alman kesitlere apoptotik hiicrelerin
belirlenmesi i¢in TUNEL metodu, TRPM2 immiinreaktivitesi i¢cin avidin-biotin-
peroksidaz yontemi uygulandi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda I-R6 grubunda belirgin olmak iizere I-R
gruplarinda MDA, apoptozis ve TRPM2 seviyesi artis gdzlendi.

Deneysel iskemi-reperflizyonun beyin dokusunda MDA, apoptozis ve
TRPM2 seviyelerini arttirdigi, iskemi-reperflizyonun beyin dokusunu etkilemesinin
patofizyolojisinde TRPM2’nin 6nemli bir rol oynayabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: iskemi-reperfiizyon, Sican, Beyin, TRPM2, Apoptozis
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ABSTRACT

THE EXPRESSION OF TRPM2 CATION CHANNELS ON RAT BRAIN
TISSUE THAT HAS ISCHEMIA REPERFUSION MODEL DONE

Stroke is a heterogeneous group of diseases caused by decreased perfusion of
the brain due to occlusion of the blood vessels supplying the brain or a haemorrhage
originating in them. In ischemic stroke, apoptosis in the brain cells induced by the
increased oxidative stress causes dysfunctions.

The main objective of this study is to analyze the effects of ischemia
reperfusion (I-R) on Transient Receptor Potential Melastatin 2 (TRPM2) channel
expression activated by oxidative stress.

28 Wistar albino 8-10 weeks old male rats were used in the study.
Experimental animals were divided into 5 groups with 6 animals each. Control group
was not administered with anything during the tests. In Sham groups (sham2 —
sham6), after bilateral carotid communis arteries were extracted, the dermis was
sealed and the rats were decapitated on the 2" and 6™ hours of the experiment. In I-R
groups, after the bilateral carotid communis arteries were extracted, they were
clipped using aneurysm clips for 45 minutes and then unclipped and left for
reperfusion for 2 hours in I-R2 group and for 6 hours in [-R6 group.

At the end of the experiment, rats were decapitated under anesthesia and
brain tissues were dissected. Brain tissues were stored in -80°C for MDA and
TRPM2 mRNA levels until the end of the study. The tissues were buried in paraffin
blocks with routine follow-up procedure for histologic study. TUNNEL method was
applied to the sections removed from the blocks for determination of apoptotic cells
and avidin-biotin-peroxidase method was applied for TRPM2 immunoreactivity.

It was observed that MDA, Apoptosis and TRPM2 levels increased in I-R
groups, with a significant increase in the I-R6 group, when compared to the control
group.

It was concluded that empirical ischemia reperfusion increased MDA,
apoptosis and TRPM2 levels in brain tissues and TRPM2 could play a significant
role in the pathophysiology of the effects of ischemia reperfusion on the brain tissue.

Keywords: Ischemia reperfusion, rats, brain, TRPM2, Apoptosis
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KISALTMALAR LiSTESI

ACA : Anterior Serebral Arter

Al : Apoptotik indeks

AICA : Anterior inferior serebellar arter

DAB : Diaminobenzidine

FUBAP : Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

FUDAM : Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi

GAPDH : Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz

GiA : Gegici iskemik ataklar

I-R : Iskemi-reperfiizyonun

KH : Kalp Hastaliklar1

LACI : Lakiiner infarktlar

MCA : Orta serebral arter

MDA : Malondialdehid

MRG : Manyetik Rezonans Goriintiileme

MSS : Merkezi Sinir Sisteminin

NVAF : Nonvalviiler AF

PACI : Parsiyel anterior sirkiilasyon infarktlari.
PBS : Phosphate buftered saline

PICA : Posterior inferior serebellar arter

POCI : Posterior sirkiilasyon infarktlari.

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SPB : Serebral perflizyon basinci

SOR : Serbest Oksijen radikali

TACI : Total anterior sirkiilasyon infarktlari.
TOAST : Trial of Org 10172 in Acute StrokeTreatment
TRPM : Transient reseptor potansiyel melastatin



1. GIRIS

Inme bati iilkelerinde oliim nedenleri arasinda kardiyak hastaliklar ve
kanserlerden sonra tigiincii ve eriskin donemdeki sakatliklarin en sik ikinci nedenidir.
1999 yilinda diinyada 5,5 milyon insan inmeye baglh olarak olmiistiir. Bu yaklasik
olarak diinyadaki tiim 6liimlerin %10'unu olusturmaktadir (1).

Inme'nin % 80-85’ini iskemik inme olusturmaktadir ve ndrolojik hastaliklarmn
en sik goriileni ve en ¢cok dliime neden olanidir (2).

Ulkemizde inme hastalarmmn genel 6zellik ve risk faktorlerinin arastirildigs
hastane tabanli cok merkezli bir calismada; hemorajik inme %28, iskemik inme %72
oraninda bulunmustur (3). Tim iskemik inmelerin %50’sinin nedeni genis arter
aterosklerozudur. Iskemi, siklikla ekstrakranial ve nadir olarak intrakranial
damarlarda ve bunlarin bifurkasyon bdlgelerinde, yillar igerisinde gelisen aterom
plaklarmin bozulmasiyla ortaya ¢ikan trombozlara bagli olarak gelisir (4).

Beyin hasarina neden olan inmenin iki temel mekanizmasi iskemi ve
hemorajidir. Inmelerin yaklasik %80'inin nedeni olan iskemik inmede kan
dolasiminin azalmasiyla noronlar kendileri icin gerekli maddelerden yoksun
kalmaktadir. Iskeminin etkisi beyinde olduk¢a hizhdir. Ciinkii kendisi igin primer
enerji kaynagi olan glukozu saklamaz ve anaerobic metabolizmaya maruz kalir (5).
Serebrovaskiiler hastalikda gelisen klinik sendrom damar tikanmasiyla etkilenen
beyin bdlgesinin fonksiyonlarinin kaybmna bagli olarak degisir. Iskemik inmenin
tedavisinde amag, hasarli beyin dokusunu en az diizeye indirmek, olusabilecek
ikincil hasarlar1 engellemektir. Ayrica akut donemde olusabilecek komplikasyonlarin
oniine ge¢cmekte tedavinin diger amacidir. Antiagregan, antikoagiilan, trombolitik,
antiddem ve noroprotektif tedaviler bu yaklasimlarmm ana basliklarmi
olusturmaktadir. Akut iskemik inmede {izerinde en c¢ok arastrma yapilmis
antiagregan ajan aspirindir. Tiklopidin, klopidogrel, dipiridamol ve glikoprotein
[Ib/I11a antogonistleri ile akut donemde tedavi konusunda yeterli bilgi heniiz mevcut
degildir (6).

Serbest radikaller; proteinler, lipidler, karbonhidratlar, niikleik asidler ve
DNA iizerinde hasar yapici etkiye sahiptirler. Bundan dolayi, hiicre i¢i savunma

yollarim1 inaktive edebilir ve belirli bir konsantrasyona ulastiklarinda hiicre ici



bilesenlerle reaksiyona girerek metabolik ve hiicresel bozukluklara sebebiyet
verebilirler (7).

Serbest oksijen radikalleri (SOR) ile antioksidan savunma sistemi arasindaki
dengenin bozulmasi cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda, kanser olusumunda,
diabette, iskemi/reperfiizyon hasarlarinda, inflamatuvar rahatsizliklarda, noro-
dejeneratif hastaliklarda ve yaslanmanmn etyopatogenezinde rol oynadigi
bilinmektedir (8).

Transient reseptor potansiyel melastatin 2 (TRPM2) kanali oksidatif stress ile
aktive edilebildigi i¢in, son zamanlarda, diyabet, inflamasyon, miyokardiyal
enfarktiis ve norodejeneratif hastaliklar da dahil olmak tizere, oksidatif strese bagl

ortaya c¢ikan hastaliklara kars1 potansiyel bir terapdtik hedef olarak goriilmiistiir (9).

Bu ¢alismada Iskemi-reperfiizyon modeli olusturulmus rat beyin dokusunda

TRPM2 katyon kanallarinin ekspresyonu’nun incelenmesi amaglanmaistir.
1.1. iskemik inme

1.1.1. Tanmim

2006 yilinda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yapilan tanimlamaya gore
Iskemik Inme; vaskiiler neden disinda baska bir neden olmaksizin, hizli olarak
yerlesip fokal veya global serebral fonksiyon bozukluguna yol agan 24 saat veya
daha uzun siirebilen bunanla beraber bazen Oliimle de sonuglanabilen klinik bir

durumdur (10).

1.1.2. Epidemiyoloji

Inme bati iilkelerinde &liim nedenleri arasinda kardiyak hastaliklar ve
kanserlerden sonra tigiincii ve eriskin donemdeki sakatliklarin en sik ikinci nedenidir.
1999 yilinda diinyada 5,5 milyon insan inmeye baglh olarak olmiistiir. Bu yaklasik
olarak diinyadaki tiim 6liimlerin %10'unu olusturmaktadir (1).

Inme'nin % 80-85’ini iskemik inme olusturmaktadir ve ndrolojik hastaliklarmn
en sik goriileni ve en ¢ok dliime neden olanidir. Iskemik inme; kisi, aile ve toplum

iizerinde psikososyal problemlere yol agmaktadir, bunun disinda ekonomik yonden



de yiik olusturmaktadir. Bu nedenle inmenin 6nlenmesi ve tedavisi, ¢ok dnemli bir
halk saglig1 sorunudur (2).

Yilda 700.000 inme olgusu ortaya ¢ikan ABD'de; inme kalp hastaliklar1 ve
kanserden sonraki iigiincii 6liim nedenini olusturmaktadir. Inme sonrasinda
hastalarin % 50-70'1 fonksiyonel olarak bagimsizlik kazanmakta, %15-30'unda kalic1
sekel kalarak yasamakta, %20'si bakima muhtag¢ kalmaktadir (11).

Ulkemizde inme hastalarmimn genel 6zellik ve risk faktorlerinin arastirildigs
hastane tabanli cok merkezli bir calismada; hemorajik inme %28, iskemik inme %72
oraninda bulunmustur (3).

Yapilan caligmalarda yaglara gore yillik inme insidansi; 55-64 yaslarinda 1,7-
3,6/1000 kisi, 65-75 yaslarinda 4,9-8,9/1000 kisi, 75 yastan sonra 13,5-17,9/1000
kisidir (12). Kadmlarda 55-64 yas aras1 inme insidansi erkeklere gore 2-3 kat daha az
olup 85 yasma dogru bu farkin azaldig1 bildirilmistir (13).

1.1.3. Etiyoloji

Etiyolojiye gore smiflandirma, serebral infarktlarda akut iskeminin tedavisi
ve prognozunda onemli oldugu kadar ikincil koruma agisindan da ¢ok 6nemlidir.

Bamford ve arkadaslar1 1991 yilinda klinik bulgulara gore bir smiflandirma
yapmiglardir (14).

1. Total anterior sirkiilasyon infarktlar1 (TACI).

2. Parsiyel anterior sirkiilasyon infarktlar1 (PACI).

3. Posterior sirkiilasyon infarktlar1 (POCI).

4. Lakiiner infarktlar (LACI).

1. Total anterior sirkiilasyon infarktlarn (TACI):

Yiiksek kortikal fonksiyon bozuklugunun (disfazi, diskalkuli, vizyospasyal
bozukluk), homonim hemianopsinin ve motor/duysal defisit bulgularmin bir arada
oldugu durumdur.

2. Parsiyel anterior sirkiilasyon infarktlan (PACI):

Tek basina yiiksek kortikal fonksiyon bozuklugu veya kontralateral
motor/duysal defisitin olmast veya Ug¢ TACI komponentinden ikisinin oldugu

durumu igerir.



3. Posterior sirkiilasyon infarktlar1 (POCI):

Bu grup icinde Wallenberg sendromu, serebellar infarkt, sinirli beyin sap1
tutulumu, genis beyin sap1 tutulumu, baziler tepe sendromlari, 1yi tanimlanamayan
posterior sirkiilasyon sendromlar1 yer alir.

4. Lakiiner infarktlar (LACI):

Bu grup i¢cinde Pur motor inme, pur duysal inme, ataksik hemiparezi, dizartri-
beceriksiz el sendromu yer alir.

Bu smiflamanin giivenilirligini denemek amaciyla iki aragtirmact birbirinden
habersiz olarak aym hastalar1 degerlendirmisler ve aralarinda orta iyi derecede
uyumluluk bulmuslardir (15).

Trial of Org 10172 in Acute StrokeTreatment (TOAST) 1993 yilinda
calismasinda kullanilan smiflandirmada, klinik bulgulara ek olarak etiyolojiye de yer
verilmistir (16).

1. Genis arter aterosklerozu (tromboz veya emboli).

2. Kardiyoembolizm.

3. Kiigiik damar okliizyonu (lakiin).

4. Diger belirlenen etiyolojiler.

5. Sebebi belirlenemeyenler.

1. Genis arter aterosklerozu (tromboz veya emboli).

Tim iskemik inmelerin %350’sinin nedeni genis arter aterosklerozudur.
Iskemi, siklikla ekstrakranial ve nadir olarak intrakranial damarlarda ve bunlarin
bifurkasyon bdlgelerinde, yillar icerisinde gelisen aterom plaklarinin bozulmasiyla
ortaya ¢ikan trombozlara bagl olarak gelisir. Gelisen aterotrombotik olay damarin
darlig1 veya tikanmasima yol acar. Proksimal arterin %70-80 ve {izeri darliklarinda
hemodinamik bozulma olmakta ve bdylelikle daha distal smir bdolgelerde
(Watershedarea) infarktlara da yol acabilmektedir. Bunun disinda, aterotrombotik
lezyondan kopan trombosit, kolesterol gibi bazi pargalar arterden artere emboli
mekanizmasi ile distal arterlerde tikanmaya neden olabilmektedir (4).

2. Kardiyoembolizm: Tiim iskemik inmelerin %20’sini olusturur. Kalpten
kaynaklanan emboliler arteriyel okliizyonun nedenidir. Emboliye yol acan kalp

hastaliklari, yiiksek riskli ve orta riskli olarak alt gruba ayrilmistir. (Tablo 1) Orta



riskli hastaliklarda kardiyoembolizme bagli inme tanist konulabilmesi i¢in diger
inme nedenleri dislanmalidir (4).

Tablo 1. Kardiyoembolik inme Nedenleri ve Risk Diizeyleri (17)

Yiiksek Risk Orta Risk

Atrial Fibrilasyon Patent Foramen Ovale

Hasta siniis sendromu Atriyal Septal Anevrizma

Sol Atriyal Trombiis Atriyal Septal Defekt

Sol Atriyal Miksoma Atriyal Flutter

Mitral Darlik Mitral Annulus Kalsifikasyonu
Protez Kapak Mitral Kapak Prolapsusu
Endokardit Biyoprotez Kapak

Sol Ventrikiil Trombiis Kalsifiye Aort Stenozu

Sol ventrikiil Miksoma Subaortik Hipertrofik Kardiyomiyopati
Dilate Kardiyomiyopati Akinetik-DiskinetikVentrikiil
Yeni Gegirilmis Miyokard Infarktiisii Duvar Segmenti

Konjestif Kalp Yetmezligi

3. Kiiciik damar okliizyonu (lakiin): Tiim Iskemik inmelerin %25'ini
olusturan bu inme daha ¢ok hipertansiyon veya diyabeti olan yash hastalarda ortaya
cikar. Bu olgularda, kii¢iik damar okliizyonuna bagli inme diyebilmek i¢in potansiyel
kardiyoembolizm olmamali ve aym taraf arterde %50’den fazla darlia yol agan
biiylik damar tikanmalar1 bulunmamalidir. Bu hastalik i¢in karakteristik, norolojik
bulgularin (saf motor, saf duysal, sensorimotor inme, dizartri-beceriksiz el sendromu
ve ataksik hemiparezi v.b.) olmasmin yaninda ndroradyolojik olarak 1,5 cm’den
kii¢iik, derin infarktlarin gozlenmesi tan1 koydurucudur (4).

Norolojik semptomu olmayan 40 yas iizeri olan ve bireylerde manyetik
rezonans goriintiileme (MRG) ile yapilmis ¢alismalarda Lakiiner Infarktlarm (LI)
cogununa semptomatik oldugu gosterilmistir (18).

4. Diger belirlenen etiyolojiler: Iskemik inmelerin %5 inden azini oluturan
bu grupta, Merkezi Sinir Sisteminin (MSS) birincil ve ikincil vaskiilitleri, CADASIL
(serebral otozomal dominant arteriyopati ile subkortikal infarktlar ve
lokoensefalopati) ve serebral amiloid anjiopati gibi nadir kii¢iik damar hastaliklari,
fibromuskiiler displazi, konjenital damar hastaliklari, mitokondriyal hastaliklar,

travma ve diseksiyon ile kan hastaliklar1 yer alir (4, 19).



5. Sebebi belirlenemeyenler: Yeterince incelenemeyen veya ayrintili
tetkiklere ragmen nedeni saptanamayan ve iki ya da daha fazla olasi nedeni bulunan

inmeler bu grupta yer alir (12).

1.1.4 Risk Faktorleri

Inme insidansmin toplumlar arasinda farklilik gdstermesi degisen sosyo
ekonomik faktorler, diyet, yasam tarzi, aligkanliklar ve cevresel kosullar ile
aciklanabilir. En az ¢evresel faktorler kadar homeostatik sistemdeki bozukluklarin da
onemli oldugunu gosteren veriler mevcuttur (20).

1. Degistirilemeyen risk faktorleri

Yas: Yasin ilerlemesiyle inme gecirme riski artmaktadir. Erkeklerde 45
yasiistii, kadinlarda ise 55 yas {istii onemli risk faktorii olarak kabul edilmektedir
(12).

Cinsiyet: Yetmisbes yasina kadar erkeklerde iskemik inme gegirme riski
kadinlardan daha yiiksek olmasina ragmen yasam boyu prevalans kadinlarda daha
yiiksektir (20).

Irk: iskemik inme siyah wkta, beyaz wktan daha fazla giiriilmektedir. Bu
durumun olmasinda diabetes mellitus ve hipertansiyonun siyah irkta beyaz rka gore
daha fazla rastlanmasiyla agiklanabilir (20).

Aile oykiisii: Benzer yasam tarzlari, beslenme aligkanliklar1 ve bazi herediter
ozelliklerden dolay1 inme i¢in risk faktorii olmaktadir (12).

Genetik: Monozigot ikizlerde, dizigot ikizlere gore daha sik goriilmektedir.
(20).

2. Degistirilebilir risk faktorleri

a) Kesinlesmis risk faktorleri

Hipertansiyon: Yas faktoriinden sonra inme i¢in en kuvvetli ve en énemli
diizeltilebilen risk faktoriidiir (21). Endotelde fonksiyon bozukluguna yol acgan
hipertansiyon, endotelin lipoproteinlere gecirgenligini artirarak ateroskleroz
olusumuna kolaylik sagladigi one siiriilmiistiir. Bunun disinda kalp hastaligi

gelisimine neden olarak inme riskini {i¢ ile dort kat artirmaktadir (20).



Sistolik ve diyastolik kan basincinin artmasiyla orantili olarak inme riski
artar. Hipertansiyon tedavisi yaslilarda inme insidansint %36 oraninda azaltabilir
(22).

Diyabetes Mellitus: Beyin damar hastaliklar1 icin diyabet onemli bir risk
faktoriidiir. Inme insidansi diyabetik hastalarda 2.5-3.5 kat artmaktadir (23).
Diyabetik hastalara hipertansiyon, hiperlipidemi ve obezitenin eslik etmesi inme
riskinin artmasma neden olmaktadir. Diabet inme riskini artirmakla beraber inme
gelisen vakalarda mortalite ve morbiditeyi de artirmaktadir. Diyabet ile birlikte
hipertansiyonun sik olarak eslik etmesi diabetin inme i¢in bagimsiz bir risk faktorii
olarak degerlendirilmesini zorlagtirmaktadir (24).

Gegici iskemik ataklar (GIA): GIA sonrasi inme goriilme ihtimali en fazla
ilk ay icerisindedir ve bu risk yilda %15 - %20 dolaymdadir. Tiim inmeli hastalarin
yaklasik % 10° u GIA 6ykiisii vermektedir

Sigara: Sigara serebrovaskiiler hastalik i¢in bilinen 1iyi bir risk faktoriidiir.
Hipertansiyon ve/veya diyabetes mellitusu olan hastalarda sigaranin olusturdugu risk
daha belirgindir (25).

Asemptomatik karotis stenozu: 65 yas iizerindeki popiilasyonda %50'den
fazla asemptomatik karotis stenozu orani erkeklerde %7-10, kadinlarda ise %5-7"dir.
Karotis tiflirlimii olanlarda yillik inme insidansi1 yaklasik %1-2’dir (26).

Asymptomatic Carotid Atherosclerosis (ACAS) ¢alismasinda, endarterektomi
yapilan vakalarin medikal tedavi alanlara kiyasla 5 yillik mutlak riskdeki azalma
%35.9'dur. Bu durumda, cerrahi riski %3'lin altinda olan merkezlerde beklenen yasam
stiresi 5 yildan fazla olan ve %60-99 karotis darlig1 olan hastalara cerrahi operasyon
onerilmektedir (27).

Kalp Hastahklann (KH): Iskemik inmelerin %20’sinin nedeni kardiak
embolizmdir.

Genglerde, kriptojenik inmelerin %40’inda potansiyel kardiak emboli
kaynagi mevcuttur. Genglerdeki en onemli emboliye neden olan kalp hastaliklari,
dilate kardiyomiyopatiler, tek basina mitral stenoz, AF'nin eslik ettigi mitral stenoz,
kapak replasmani, infektif endokardit, tek basina veya interseptal anevrizma ile
birlikte olan patent foramen ovale, kardiak tiimorler, mitral regiirjitasyon ve mitral

valv prolapsusudur. Orta yas ve iizerinde en sik kardioemboli sebebi MI’dir. MI’dan



sonra inme gelisme riski ilk iki hafta icerisinde en yiiksek seviyededir. Ileri yas ve
ventrikiiler disfonksiyon riski artirmaktadir. Ileri yasta ise en sik goriilen kardiyak
emboli riski tasiyan hastalik nonvalviiler AF (NVAF)’dir. Nonvalviiler AF
(NVAF)'nin goriilme sikli1 yasla birlikte artar (28).

Kalp hastahklan: iskemik inmenin onemli bir risk faktoriinii de kalp
hastaliklar1 olusturmaktadir. Atrial fibrilasyon, miyokard infarktiisii, koroner arter
hastalig1, kalp kapak hastaliklari, konjestif kalp yetmezligi, sol atrial hipertrofi ve
mitral kapak prolapsusu iskemik inme riskini artwran kalp hastaliklarindan
baslicalaridir. Bunlarin disinda, erkeklerde iskemik kalp hastaligi ve sol ventrikiil
hipertrofisini gosteren EKG bulgusu da iskemik inme i¢in major bir risk faktoriidiir
(19-21, 29-32).

Dislipidemi: Total kolestero/HDL kolesterol orani arttikca erkek ve
kadinlarda miyokard infarktiisii icin dogru orantili bir sekilde riskin arttig
goriiliirken, aterotrombotik beyin iskemisi i¢in de miyokard infarktiisii gibi riskin
arttig1 saptanmustir (33).

Orak Hiicreli Anemi: Otozomal dominant ge¢is gosteren orak hiicreli anemi
hastalig1 bulunan vakalarda inme prevelans1 %11'dir (34). Stroke Prevention Trial
(STOP) calismasinda, orak hiicreli anemisi bulanan ve sik kan transfiizyonu
uygulanan grupta inme riskinin %10'dan %1'e diistligii gosterilmistir (35).

b) Kesinlesmemis risk faktorleri

Alkol Kkullammmi: Miyokard infarktiisiinde oldugu gibi alman alkoliin
miktarina bagli olarak inme riski artmaktadir (36).

Alkoliin asir1 alimi paroksismal atriyal fibrilasyonu, trigliserid diizeylerini,
kan basmcini ve kardiyomiyopatiyi artirmaktadir. Ara sira ve yiiksek olmayan dozda
alkol almak inme riskini artirmamaktadir (37).

Obezite: Obezitenin, iskemik inme i¢in bir risk faktorii oldugu klinik
calismalarla gosterilmistir. Obezite ile birlikte hipertansiyon, hiperlipidemi ve
hipergliseminin varlig1 inme riskini artirir. Viicut kitle indeksinin 30 kg/m?’nin
iizerinde olmasi1 ve Ozellikle erkeklerde sik goriilen abdominal obezitenin, inme
riskini 1.75-2.37 kat artirdigi tespit edilmistir (12).

Hiperhomosistinemi: Aterosklerotik ve tromboembolik hastaliklar i¢in

hiperhomosisteinemi bagimsiz, modifiye edilebilir bir risk faktoriidiir. Plazma



homosisteinin orta derecedeki yiiksekligi folik asit veya B12 takviyesi ile
diizeltilebilir (38).

Fiziksel inaktivite: Cesitli calismalarda diizenli fiziksel egzersizin inme
riskini azalttigma dair veriler mevcuttur. Bu azalma, obezite, HT, hiperlipidemi gibi
diger risk faktorlerinin azaltmasi yani sira, plazma fibrinojen diizeyinin azalmasi ve
plazma tPAve HDL kolesterol diizeyinin artigina bagl olabilir (12).

fla¢ kullanimi ve bagimhhgi: Amfetamin, kokain ve eroin gibi bagimlilik
yapan maddelerin hem hemorajik, hem de iskemik inmeye yol a¢tig1 bilinmektedir.
Bu maddelerin etkinligi multifaktoriyel olup, ani kan basinci yiikselmesi, vaskiilit ve
hematolojik bozukluga yol agmalar1 6nde gelen inme nedenleridir (12).

Oral kontraseptif kullanimi: Oral kontraseptiflerin i¢erdikleri dstradiol ile
iligkili olarak inme riskini artrmaktadir. Estradiol trombositler ve koagiilasyon
faktorlerini etkileyerek tromboza yatkinlia neden olmaktadir. 50 mikrogramdan
fazla estradiol igeren ilk jenerasyon ilaclarda bu risk daha ytiksektir (39).

Hiperkoagiilabilite: Protein C protein ve S Antitrombin III, gibi dogal
antikoagiilanlarin eksikligi ve bozukluklar1 ile hiperiiriseminin inme riskini
artirdiklar ileri siirtilmektedir (29).

Antitrombin III, trombinin ve diger pihtilagma faktorlerinin inhibitoriidiir.
Protein S, aktive protein C’nin enzimatik olmayan bir kofaktorii olarak hareket
ederek, protein C’nin trombosit membranina baglanmasini kolaylastirir (20, 29).

Cocuklar ve genclerde tekrarlayici inmelerin bir diger nedeni antifosfolipid

antikor sendromudur (40).

1.1.5 Patofizyoloji

Beyin hasarina neden olan inmenin iki temel mekanizmasi iskemi ve
hemorajidir. Inmelerin yaklasik %80'inin nedeni olan iskemik inmede kan
dolasiminin azalmasiyla noronlar kendileri icin gerekli maddelerden yoksun
kalmaktadir. Iskeminin etkisi beyinde olduk¢a hizhdir. Ciinkii kendisi igin primer
enerji kaynagi olan glukozu saklamaz ve anaerobic metabolizmaya maruz kalir (5).
Emboli veya trombiis serebral arterde tikanikli§a yol acarak damarin suladigi1 alanda

iskemiye neden olur. Hiicresel diizeyde ndronal hasara neden olan mekanizmada



hipoksi veya anoksi rol oynar .Ilerlemeyi ve iskemik hasar1 belirleyen birgok faktdr
mevcuttur (41-44).

Tikanikhigin biiyiikliigii ve siiresi:

Iskemik olaym kisa siireli ve yavas baslamasi beyin tarafindan daha iyi tolere
edilebilir.

Kollateral dolasim: Etkilenen beyin bdlgesindeki kollateral dolagimin
durumu iskemik hasar1 biiyiik 6lgiide etkiler.

Saghkh sistemik dolasim: Yeterli sistemik kan basinci siirekli serebral
perfiizyon basinci saglar. Herhangi bir nedenden dolayr meydana gelen sistemik
hipotansiyon yaygin serebral iskemiye neden olabilir.

Hematolojik  faktorler: Hiperkoagiilabilite =~ damar  tikanikliginin
progresyonunu artirir.

Sicakhk: Viicut sicakligmin fazla olmasi daha biiyiikk iskemik hasarla
iliskilidir.

Glukoz metabolizmasi: Glukoz yiiksekligi ve diistikliigii enfarktiis boyutunu
artirabilir (45).

Eriskinlerde beyne giden kan miktar1 kardiyak outputun yaklasik beste bir
kadaridir. Yani akcigerler tarafindan absorbe edilen oksijenin %20'sini beyin
kullanmaktadr.

Beyine dakikada yaklasik olarak 1000 ml. kan taginmakta olup, bunun 800
ml. kadar1 karotis sistemiyle, geri kalani ise vertebrobaziller sistemle saglanmaktadir
(46).

Normal sartlarda beyin kan akimi birkag durumdan etkilemektedir. Beyin
kaidesindeki serebral perflizyon basincit (SPB) ve kanin vizkozitesi ve intrakranial
damar caplarinin durumuna gore olusan serebrovaskiiler rezistans durumudur. SPB,
kanin serebral sirkiilasyona yollanmasini saglayan arteryel basing ile vendz basing
farkidir (47).

Serebral damarlar beyin i¢inde degisen fizyolojik sartlara gore caplarini
degistirebilme Ozelligine sahiptir ve buna otoregiilasyon denir. Otoregiilasyon
sistemi 1ki sekilde ¢alisir. Birincisi serebral damarlar ve dokulardaki karbondioksit
ve oksijen basinglar1 ile pH degisimlerine gore olusan otoregiilasyon

(kemoregiilasyon) mekanizmasidir. Ikincisi ise sistemik kan basmci degisimlerine
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gore olusan otoregiilasyon mekanizmasidir. Yas ilerledikce otoregiilasyon
mekanizmalarinim etkisi azalir (47).

Otoregiilasyon sayesinde sistemik arteriel basincin belli bir degere kadar
diismesi diiz kaslarda vazodilatasyona, yiikselmesi ise vazokonstriiksiyona neden
olmaktadir.

Ortalama arteriel basincin 70-160 mmHg arasindaki degisikliklerinde
serebral otoregiilasyon isler. Bu degerlerin disindaki durumlarda serebral
otoregiilasyon mekanizmasi yetersiz kalir (29, 48).

Serebral kan akimindaki ciddi azalma sonucu serebral iskemi olusmaktadir.
Kardiyak arrest, sinir dokusunun kanlamasini saglayan serebral damar okliizyonu
veya uzamis hipotansiyon sonucunda serebral kan akiminda azalma meydana
gelmektedir. Serebral kan akimindaki uzamis ve ciddi azalmalar oksijen ve glukozun
beyine tasinmasini bozar, toksik maddelerin yapimina neden olur. Sinir hiicreleri
kendileri i¢in gerekli olan alternatif enerji kaynaklarin1 depolayamadiklarindan
iskemi sonrasi olan hemodinamik degisiklikler sonucu ATP'de azalma meydana
gelir. ATP'nin azalmasiyla metabolik stres, enerji a¢igi, iyonik dengesizlik ve
iskemik hasar meydana gelir. Agir iskemiye maruz kalan hiicreler dakikalar i¢cinde
Olebilir. Metabolik bozukluk ve iyon dengesizliginin erken diizelerek hiicre
canliliginin devam etmesi reperfiizyonun erken saglanmasina baglidir (49).

Serebral kan akimi1 beyinin farkli bolgelerinde degisik olmakla birlikte 100 gr
beyin i¢in ortalama olarak 50-60 ml'dir. Iskemiye cevap olarak serebral otoregiilatuar
mekanizmalarla olusan kollateraller ve vazodilatasyon ile serebral kan akimindaki
azalma kompanse ediliyor ve kandan glukoz ve oksijen alimi artiriliyor. Fakat
serebral kan akimi 100 gr beyin i¢in 20 ml/dk'nin altina diistiigiinde enerji depolarini
korumak amaciyla beyinde elektriksel aktivitede azalmalar olur. Kan akimi 10

ml/dk'nin alta diistiiglinde irreversibl noronal hasar meydana gelir (5, 50-55).

1.2. iskemik inme Klinigi

Serebrovaskiiler hastalikda gelisen klinik sendrom damar tikanmasiyla
etkilenen beyin bolgesinin fonksiyonlarinin kaybina bagli olarak degisir (56).
Gecici iskemik ataklar: Iskemik inmelerin yaklasik olarak %75-80'i karotid

dolagimindan, %20-25'i vertebrobaziler sistemden kaynaklanir. Inme igin prognostik
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belirteg olan GIA tedavi edilmediginde hastalarin 1/3'ii 3 ay i¢inde inmeye maruz
kalir. GIA, 24 saatten kisa siiren, gegici, ani baslangicli, ilerleyici olmayan, beyin,
retina veya kohleanin fokal iskemisine bagli olarak meydana gelen norolojik defisit
olarak tanimmlanir. Gelisen iskemik olaymn GIA olarak adlandirilmasi igin klinik
diizelme tam olmalidir. Ipsilateral amarozis fugaks, kontralateral duyusal veya motor
disfonksiyon, afazi, kontralateral homonim hemianopsi veya bu semptomlarin
kombinasyonlar: karotid sisteminde GIA'lar1 diisiindiirecek semptomlardir. Bilateral
veya yer degistiren motor ve duysal disfonksiyon, her iki gozde homonim alanlarda
olusan komplet veya parsiyel gorme kaybi veya bu semptomlarin herhangi bir
kombinasyonu vertebrobaziler sistemdeki GIA'lar1 diisiindiirecek semptomlardir.
Vertigo, diplopi, disfaji, ataksi, tinnitus, amnezi, diisme ataklar1 veya dizartrinin
izole olarak meydana gelmesi GIA olarak diisiiniilmemeli, yukarida siralanan
semptomlarm  bir veya fazlasiyla birliktelik gosteriyorsa GIA  olarak
degerlendirilmelidir (57-59).

Karotid Arter Sistem Sendromlari:

Karotid Arter Sendromlari: Amarozis fugaks ani baslayan sisli, puslu,
perde inmis gibi bulanik gorme seklinde tarif edilebilir. Gorme kayb1 genellikle kisa,
ani ve agrisizdir. Gorme kayb1 1-5 dk kadar siirer, nadiren 30 dakikadan uzun siirer.
Gorme genellikle tamamen diizelir (59, 60).

Orta Serebral Arter Sendromlan : Orta serebral arter; Kaudat niikleus,
putamen, internal kapsiil, globus pallidum ve talamusun major kisimlari, insula,
frontal lob 6n kismi, parietal lob arkasi ve temporal lobu beslemektedir (47).
Karotid arter sendromunu orta serebral arter (MCA) sendromundan ayran tek 6zellik
amarozis fugakstir (59). MCA enfarkti serebrovaskiiler hastaliklarin en sik goriilen
tipini olusturmaktadir (61, 62).

Okliizyonun kokte, iist dal, alt dal veya lentikiilostriat dallarindan hangisinde
oldugu ve eslik eden kollateral dolasimin olup olmamasiyla iligkili olarak MCA
enfarktlarmin klinik 6zellikleri farklilik gdsterir. MCA kok tikanikliginda genellikle
hemisferde biiyiik tikaniklik meydana gelir ve klinik olarak kontralateral hemipleji,
enfarkt tarafina konjlige goz deviasyonu, hemihipoestezi ve homonim hemianopsi
gelisir. Dominant hemisfer tutuldugunda global afazi, non dominant hemisfer

tutuldugunda ihmal meydana gelir. MCA iist dal enfarktlarinda kok enfarktlarindan
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farkli olarak yiiz ve kol bacakdan daha fazla etkilenir. Broca tipi afazi MCA iist
divizyonun anterior dal tutulumunda olur (59, 63).

Orta serebral arter (MCA) alt dal tutulumunda dominant hemisfer tutulmussa
Wernicke tipi afazi, dominant olmayan hemisfer tutulmussa kisilik degisikligi
meydana gelir. Lentikiilostriat arter tutulmasinda internal kapsiil etkilenerek lakiiner
enfarkta neden olabilir ve saf motor hemiparezi sendromu goriilebilir. Aleksi ve
agrafi, sol taraf angiiler girus tutulumunda meydana gelebilir. Dominant hemisfer
pariyetal lezyonlar sonucu parmak agnozisi, akalkiili, sag sol karistirma, agrafi
klinigi ile seyreden Gerstman Sendromu olusabilir. Dominant hemisfer
enfarktlarinda olusan afazi tipi tutulum tipi ve yayilim genisligine gore Broca,
Wernicke, iletim, transkortikal veya global tip olabilir. Kontralateral homonim
hemianopsi veya kontraleteral inferior kuadrantanopsi herhangi bir hemisfer
efarktlarinda meydana gelebilir (59, 64).

Anterior Serebral Arter Sendromlar :

Kortikal dallari, sulkus parietooksipitalisin arkasina kadar korteks serebrinin
medial yliziinlin tamamin1 besler. Ayrica buraya komsu korteksin lateral yiiziiniin
ling’lik dar bir kismiida besler. Santral dallarinin bir grubu substantia perforata
anterioru delerek nukleus kaudatus ve nukleus lentiformis’ in bir kismi ile kapsula
interna’ nin beslenmesine yardim eder (65).

Anterior Serebral Arter enfarkt Ozellikleri tutulum alanina ve kollateral
dolasima gore degisir. Alt ekstremitenin siklikla etkilendigi, tist ekstremitenin daha
az siklikla etkilendigi kontralateral giigsiizlik ACA hemisferik dallarin suladigi
alanlarm enfarktlarinin karakteristik 6zelligidir. Diger karakteristik 6zellikleri abuli,
akinetik mutizm (bilateral meziofrontal etkilenmede) bozulmus emosyonel labilite,
transkortikal motor afazi (dominant hemisferik lezyonlarda), lezyona dogru bas ve
gozlerin deviasyonu, paratoni, proprioseptif duyu kaybi ve sfinkter inkontinansidir.

Anterior koroidal arter sendromu internal kapsiil arka bacak tutulumuna
bagli hemiparezi, talamusun posterolateral ¢ekirdegi veya talamokortikal liflerin
tutulumuna bagli olarak hemihipoestezi, lateral genikulat cisimcik veya
genikulokalkarin trakt tutulumuna bagli hemianopsiye neden olur. Sag hemisferik
enfarktlarda sol uzaysal ihmal ve sol hemisferik enfarktlarda hafif dil bozukluklari

daha az siklikla goriilebilir (59).
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Lakiiner Sendromlar: Caplar1 0,5 ile 15 mm arasinda degisen beyin veya
beyin sapinda derin bolgelerinde yerlesen kiiciik iskemik enfarktlar olup, genellikle
hipertansiyon ve diabetes mellituslu yasli hastalarda goriilmekle birlikte tiim iskemik
inmelerin %19-25’1ni olusturur (16, 59).

Bu hastalarda, emboliye neden olabilecek bir kardiyak kaynak olmamalidir
veya ayni tarafta bulunan arterde %50’ den fazla darliga yol agan damar hastaliklar1
bulunmamalidir (66).

Penetran arterlerin ateroskleroza bagli okliizyonu veya mikroembolisi
sonucunda lakiiner enfarktlar olusur. En az 20 tip lakiiner enfarkt tanimlanmis
olmakla birlikte en iy1 tanimlanmis bes sendrom;

1) Saf motor hemiparezi

2) Saf duyusal inme

3) Duyusal motor inme

4) Ataksik hemiparezi

5) Dizartri-beceriksiz el sendromu (59).

Vertebrobaziler Sistem Sendromlari:

Posterior inferior serebellar arter (PICA)'nin sulama alani degiskendir (59,
67). Eger vermis ve vestibuloserebellumu igeren medial dal etkilenmisse klinik
bulgu olarak vertigo, ataksi ve nistagmus ortaya ¢ikar. Lateral serebellar hemisferi
iceren enfarkt meydana gelirse vertigo, yliriiyiis ataksisi, ekstremitelerde dismetri ve
ataksi, bulanti, kusma, konjuge ve nonkonjuge bakis palsisi, miyozis ve dizartri
gelisebilir. Enfarkt biiylikse 6dem etkisiyle beyin sap1 basist sonucu konflizyon
ortaya ¢ikabilir veya 4.ventrikiil basisi ile hidrosefali veya herniasyon gelisebilir.

Anterior inferior serebellar arter (AICA), baziler arterden ¢ikararak abdusens,
fasiyal ve vestibulokoklear sinirle birlikte ponsu ¢evrelemektedir (68).

Anterior inferior serebellar arter tikanikhiginda ventral serebellar enfarkt
gelisir. Vestibuler niikleus tutulumu nedeniyle vertigo, bulanti, kusma ve nistagmus
gibi semptomlar, trigeminal sinir niikleus ve traktus tutulumu nedeniyle ipsilateral
fasiyal hipoaljezi, termoanestezi ve korneal hipoestezi, lateral pontomedullar
tegmentum tutulumu nedeniyle ipsilateral sagwrhk ve fasiyal paralizi, inen

okiilosempatik liflerin tutulumu ile Horner Sendromu, lateral spinotalamik trakt
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nedeniyle kontralateral govde ve ekstremitelerde hipoaljezi ve termoanestezi,
serebellar pedinkiil nedeniyle ipsilateral ataksi meydana gelebilir.

Baziler tepe sendromu siklikla rostral baziler arterin embolik olarak
tikanmasiyla mezensefalon, talamus, temporal ve oksipital lob enfarktlar1 sonucu
olusur. Klinik olarak somnolansi iceren davramis degisikligi, haliisinasyon, hafiza
kaybi veya ajite deliryum tablosudur.

Locked-in sendromu bilateral ventral pontin lezyonu sonucu olusur ve klinik
olarak kuadripleji, afoni ve baz1 hastalarda horizontal g6z hareketlerinde bozulmayla
seyreder (59, 69).

Anterior inferior serebellar arter tikanikligi lateral inferior pontin sendroma
neden olabilir. Klinik olarak ipsilateral fasiyal paralizi, fasiyal duyu kusuru, lezyon
tarafina konjuge bakis paralizisi, sagirlik ve tinnitustur.

Midbaziler arterin paramediyan dallarmin okliizyonu lateral midpontin
sendromunun karakteristik bulgusu olan ayni taraf trigeminal sinir motor ve duyusal
fonksiyon kaybi ve ekstremitelerde ataksiye neden olur.

Lateral siiperior pontin sendrom siiperior serebellar arter tikanmasina bagl
olusur, klinik olarak ipsilateral horner sendromu, horizontal nistagmus, konjuge
bakis kisithiligi, bazen sagirlik, yliriiyiis ataksisi gelisir.

Lateral mediillar sendrom (Wallenberg Sendromu) siklikla vertebral arter
daha az siklikta PICA tikaniklig1 sonucu olur. Klinik olarak ipsilateral Horner
sendromu, yiizde agri-1s1 duyusu kaybi, vokal kordlar, farenks ve palatal arklarda
giigsiizliik ve serebellar ataksi meydana gelir (59, 70).

Posterior Serebral Arter Sendromlari: PCA sulama alani enfarktlarinda
klinik bulgular okliizyonun bolgesine ve kollateral dolagim varligina gore degisiklik
gosterir.

Talamik Enfarkt Sendromlar: Talamik enfarktlar 4 ana vaskiiler bolgeyi
igerir.

Posterolateral talamik enfarktlar PCA'nin P2 segmentinden ¢ikan
talamogenikulat dallarin okliizyonu ile olusur. Saf duysal inme, sensorimotor inme,
Dejerine-Roussy talamik sendroma neden olabilir.

Anterior talamik enfarkt tuberotalamik arter okliizyonu sonucu meydana

gelir. Noropsikiatrik dalgalanmalar, emosyonel-fasial parezi, ara sira olan
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hemipareziye neden olabilir. Sol taraf enfarktinda disfazi gozlenebilirken sag taraf
enfarktinda ihmal gozlenebilir.

Paramedian talamik enfarktlar paramedian talamik veya subtalamik arter
okliizyonu sonucu meydana gelir. Biling diizeyinde azalma, hafiza kayb1 ve vertikal
bakis anomalisi gelisir.

Dorsal talamik enfarkt posterior koroidal arterin tikanikligi sonucu olusur.
Homonim kuadrantanopsi goriilebilir (59).

Watershed Iskemik Sendromlar: Biiyilk arter hastaliklarinda,
hemodinamik bozukluklarda (kardiyak arrest ve blok gibi) veya embolizasyon
sonucunda gelisebilir. Ozellikle ASA ile OSA sulama alanlar1 arasinda veya OSA ile
PSA tarafindan beslenen alanlar arasinda gelisen infarktlardir. Anterior alanda
gelisen infarktlarda genelde ayakta belirgin parezi, posterior alanda gelisen
infarktlarda gérme alani1 defektleri veya noropsikolojik bozukluklar 6n planda olacak

sekilde ortaya ¢ikabilir (71).

1.2.1 Tam

Inme tipinin ve hastanm klinik durumunun belirlenmesinde hastasmin ilk
klinik degerlendirmesi hayati 6nem taswr. Klinik nérolojik muayene inmenin
boyutunun belirlenmesinde dnemlidir ve sik olarak inmenin 6ziinii belirleyebilir.

Oykiiniin almmas1 inme hastalarinin degerlendirilmesinin ilk basamagimn1
olusturur. Ik semptomlar, baslangic zamanu, siiresi ve progresyonu yada iyilesmenin
bulunup bulunmadigi hekim tarafindan sorgulanmalidir. Oykiiden viicudun bir
tarafinda giigsiizlilk, konugsma bozuklugu, biling bulanikligi, ¢ift gérme, duyusal
yakinmalar, denge kaybi, bas agris1 veya bas donmesi gibi semptomlarin olup
olmadig1 belirlenebilir. Hasta uyaranlara tepki veremiyor veya afazi nedeni ile
konusamiyorsa yakini veya olay1 gozleyen bir kisiden yardim alinmalidir (2).

Inmeli hastada ilk degerlendirmede temel olarak acil durum ydnetimi
(havayolu, nefes alma, kan dolasimi v.s.) ilizerinde durulmali fakat daha 6nemli
olarak hizli norolojik degerlendirme yapilmali hastanin son normal zamani
belirlenerek inmenin olus zamani belirlenmeli (72, 73).

Norolojik muayene biling durumun degerlendirilmesi ile baglar. Hastalara

adlar1, bulunduklar1 yeri, zamanmi ve giincel olaylarla ilgili sorulara cevap vermesi
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istenir. Hasta uyaranlara tepki veremiyor veya afazi nedeni ile konugamiyorsa yakini
veya olay1r gozleyen bir kigsiden yardim alinmalidir. Daha sonra kraniyal sinirler,
pupilla refleksi, ekstraokiiler hareketler, gorme alan1 ve géz dibi bakis1 yapilmalidir.
Yiiz, dil, ¢ene ve damak hareketleri muayene edilmelidir. Motor muayenesinde her
omuz, dirsek, el bilegi, parmaklar, kalcalar, dizler, ayak bilekleri ve ayak
parmaklarindaki her eklemin hareketini saglayan kas gruplarinin fleksiyon ve
ekstensiyon kas giicleri ve hareketliligi degerlendirilmelidir. Ayrica kas tonusu
spastisite, rijidite ve fleksidite acisindan degerlendirilmelidir. Agri, 1s1, vibrasyon,
eklem pozisyonu duyusu degerlendirilmelidir. Derin tendon refleksleri
incelenmelidir. Babinski ve babinski esdegerleri gibi patolojik refleksler
degerlendirilir. Serebellar sistemi degerlendirmek icin degerlendirme yapilmalidir.
Oykii ve muayene ile anatomik lokalizasyon ortaya konmali ve olasi etiyolojik
sebeplerin belirlenmesi i¢in sentezlenmelidir. Hastalarm uygun tedavisinin
belirlenmesi i¢in temel hematolojik ve serum biyokimyas: testlerinin yapilmasi
gereklidir.

Ik klinik degerlendirme ve hizli goriintiileme algoritmasmin baslatiimasi
hastay1 stabil etmede Onemlidir. Her tiirli inmede genel goriintiileme ydntemi
kontrastsiz beyin BT'dir. Kontrastsiz beyin BT'nin birinci amac1 iskemi hemoraji
aywrmmin1 - yapmaktir, tedavi zit oldugundan Onemlidir. Manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) inmede daha spasifik ve sensitif fakat zaman alic1 ve hastalar

tarafindan daha az tolere edilmektedir (2, 72, 74-76).

1.2.2. Ayiric1 Tam

Ayiric1 tan1 hizla yapilmalidir. Hasta yonetimi ani gelisen ndrolojik defisitte,
hasta veya gozlemleyen kisiden dikkatli 6ykii alma ile baglar. Hastaneye basvuru
sirasindaki klinik tablo hastanin mevcut tablosu ve ontanis1 hakkinda bilgi vererek
inme tanisinda yol gosterilir. Oykiiniin detaylandirilmasi, laboratuvar testleri tanry1

daha da kesinlestirmeye yardimci olur. (Tablo 2) (77).
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Tablo 2. Inme Benzeri Yapan Non Vaskiiler Nedenler

Inme Benzeri Yapan Non Vaskiiler Nedenler

Timor

Abse, Ensefalit veya diger enfeksiyonlar

Metabolik Bozukluklar (Hiperglisemi veya hipoglisemi, Hiper-hipokalsemi, Hiper-hiponatremi)
Postiktal Defisit

Travma (subdural hematom, serebral kontiizyon)

Migrene bagh

Demiyelizan Hastalik (6rnegin Multipl Skleroz)

1.2.3. Tedavisi

Iskemik inmenin tedavisinde amag, hasarli beyin dokusunu en az diizeye
indirmek, olusabilecek ikincil hasarlar1 engellemektir. Ayrica akut donemde
olusabilecek komplikasyonlarin Oniine gecmekte tedavinin diger amacidir.
Antiagregan, antikoagiilan, trombolitik, antiddem ve noroprotektif tedaviler bu
yaklagimlari ana basliklarini olusturmaktadir. Akut iskemik inmede tlizerinde en ¢ok
arastirma yapilmis antiagregan ajan aspirindir. Tiklopidin, klopidogrel, dipiridamol
ve glikoprotein IIb/Illa antogonistleri ile akut donemde tedavi konusunda yeterli
bilgi heniiz mevcut degildir (6).

Akut iskemik inme vakalarinda kontrendikasyon yoksa ve Bilgisayarl
Tomografi'de hemorajik inme dislanmigsa, rutin olarak biitiin hastalara aspirinin
baslanmasi Onerilmistir. Akut iskemik inme klavuzlarida aspirin kullanilmasimni
onermektedir (78).

Akut iskemik inmelerde kullanilan tedavi seg¢enegi olan antikoagiilasyon
tedavinin etkinligini kanitlayan bir ¢alisma heniiz yapilmamistir. Heparin tedevisinin
iskemik inmelerde ilerlemeyi engelledigi, embolik kokenli inmelerde tekrarlayan
embolileri azalttig1 ve ileri derecede ateresklerotik biiyiilk damarlarda tikanakligi
onlemede etkin oldugu disiintilmekle birlikte, literatiirde bunu kanitlayan caligmalar
yoktur (6).

Kardiyoembolik inme olgularinda; atrial fibrilasyon, mural trombiis, yeni
gecirilmis miyokard infarktiisii gibi erken tekrarlayan inme riskini artiran kosullar
varsa, intravendz heparin ve warfarini birlikte baslamay1 tercih edenler vardir. Bu
durumda aPTT ve INR degerleri dikkatlice monitdrize edilir. INR yiikselmesi
saglandiktan sonra heparin kesilerek, warfarinle uzun donem sekonder korumaya

devam edilir (19).
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Dogru bir triaj sonras1 semptomlarinin baslangict 3 saat iginde olan hastalar
iv TPA'ya aday kabul edilirler. Bu yapilan randomize ¢aligmalarla plaseboya iistiin

oldugu gosterilmistir (79-81).

1.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller; atomik veya molekiiler yoriingesinde bir veya daha fazla
sayida eslesmemis “elektron” bulunduran molekiil, atom veya iyonlardir. Bagka bir
ifadeyle serbest radikaller, negatif yiiklii elektron sayisinin, pozitif yiikli proton
sayisi ile esit olmadigir molekiillerdir (82, 83).

Serbest radikaller; proteinler, lipidler, karbonhidratlar, niikleik asidler ve
DNA iizerinde hasar yapici etkiye sahiptirler. Bundan dolayi, hiicre i¢i savunma
yollarim1 inaktive edebilir ve belirli bir konsantrasyona ulastiklarinda hiicre ici
bilesenlerle reaksiyona girerek metabolik ve hiicresel bozukluklara sebebiyet
verebilirler (7, 71).

Normal sartlarda insan viicudunda olusan SOR ile antioksidan savunma
sistemi denge halinde bulunmaktadir. Antioksidan savunma sistemi ile serbest
radikal olusumunu hizlandiran faktorler arasindaki denge bozuldugunda oksidatif
stres ortaya ¢ikar (84).

Serbest oksijen radikalleri (SOR) ile antioksidan savunma sistemi arasindaki
dengenin bozulmasi cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda, kanser olusumunda,
diabette, iskemi/reperfiizyon hasarlarinda, inflamatuvar rahatsizliklarda, noro-
dejeneratif hastaliklarda ve yaslanmanmm etyopatogenezinde rol oynadigi
bilinmektedir (8).

Iskemi/reperfiizyon sirasinda beyinde oksidatif ve nitratif stresin kilit rol
oynadig1 son yillarda yapilan ¢alismalar ile gdsterilmistir (85, 86).

Serbest oksijen radikalleri direkt ndron hasar1 disinda ekzitotoksik noron
hasarmi ve apoptotik siireci baslatan yolaklar1 aktifleyerek hiicre 6liimiine neden
olur. Invitro ve invivo global-fokal iskemi/reperfiizyon modellerinde apoptotik
noronal hiicre olimi ¢aligilmistir. Hiicre i¢i yasam/0liim sinyal yolaklarinin
aktivasyonu apoptozise neden olur (87).

Yapilan birgcok ¢alismada iskemik inmede oksidatif hasarin arttigi

gosterilmistir (88, 89).
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Iskemi sirasinda hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler meydana
gelmektedir.

Dokuya gelen kan akimimin azalmasi veya kesilmesi ile hiicresel oksidatif
fosforilasyon azalir ve enerji depolar1 bosalir. Bunun sonucu olarak hiicre zarinda
bulunan Na+K+-ATP az pompast inhibe olur. Oksidatif streste kalsiyum dengeleri
ve mitokondrial membran potansiyeli degisir. Bu degisiklik mitokondriumlarda ve
DNA’da hasara yol agarak hiicreyi programl 6liime yani apoptozise siiriikler (90-

92).

1.4. Hiicre Zarmin Yapisi ve Hiicre Zar Kanallan

Hiicrenin etrafini sararak, onu i¢inde bulundugu ortamdan ayiran ve ona sekil
kazandiran secici gecirgenlik Ozelligi gosteren yapr ‘hiicre zar1’ olarak
tanimlanmaktadir. Hiicre zar1 enzim ve organeller sayesinde canliliklarmi devam
ettirmekte olup elastik, ince ve kivrilabilir bir yapidadir. 7.5-10 nanometre
kalinliginda olup lipit ve proteinlerden olusmustur. Hiicre i¢i siv1 ile hiicreler arasi
sivi arasinda madde gecislerini saglayan protein tabiatindaki yapilara hiicre zari

kanallar1 ad1 verilmektedir (93).

1.4.1. Transient reseptor potansiyel melastatin (TRPM) kanallan

Transient Reseptor Potansiyel (TRP) proteini ilk kez uzun siireli
aydmlatmaya maruz birakilmig ve buna bagli olarak gorme bozuklugunun olustugu
Drosophila melanogaster’in mutan susunda kesfedilmistir (94).

Transient Reseptor Potansiyel (TRP) proteinleri katyon kanallarmin biiyiik
ailesini temsil etmektedir. TRP kanallari, Sodyum (Na'), Kalsiyum(Ca™) ve
magnezyum (Mgﬁ)'a gecirgen olup nonselektif katyon kanallaridir (95). TRP
kanallar1, bobrekte Ca>-Mg iletimi, kan basmcmin regiilasyonu, tat, koku ve sesin
algilanmasi, gen ekspresyonu ve apoptozis gibi énemli hiicresel siireclerde ve iyon
giris ¢ikis1 gibi birgok mekanizma da rol oynamaktadir (96, 97).

Transient Reseptor Potansiyel Melastatin (TRPM) alt ailesinin Memelilerde
ilk olarak tiimor supresdr proteinlerde bulunmasiyla 4 homolog cift halinde
tanimlanmistir. Bunlar; Transient Reseptér Potansiyel Melastatinl/Transient
Reseptor Potansiyel Melastatin3 (TRPM1/TRPM3), Transient Reseptdr Potansiyel
Melastatin2/Transient Reseptor Potansiyel Melastatin8 (TRPM2/TRPMS), Transient
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Reseptor Potansiyel Melastatind/Transient Reseptdr Potansiyel MelastatinS
(TRPM4/TRPMS) ve Transient Reseptor Potansiyel Melastatin6/Transient Reseptor
Potansiyel Melastatin 7 (TRPM6/TRPM7) (98).

Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 1 (TRPM1) kanali disindaki diger
TRPM kanallarinin mekanizmas1 tam alarak agiklanamamis olsa da ADPR
pirofosfataz ile aktif olabilen ve fonksiyonel NUDT9-H (TRPM iizerinde bulunan
enzimatik bolge ) homoloji alan1 igeren TRPM2 Ca™ iyonuna c¢ok gecirgendir.
Bununla birlikte TRPM4 /TRPM5 TRPM6 /TRPM7 CA™ iyonuna gegirgenlikleri
farkli derecelerde olup, TRPM4- TRPM5’in hem 1stya hemde Ca™ iyonuna duyarli
oldugu gosterilmistir (99).

Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 4 (TRPM4) ve TRPMS kanallar1
kalp, bagirsaklar ve damar endotelinde belirgin olarak tespit edilmistir (100).

1.4.2. Transient Reseptor Potansiyel Melastatin2 (TRPM2)

Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2 (TRPM2) kanallar1 baglica kemik
ilig1 ve beyin olmak iizere bagirsak, karaciger, bobrek, pankreas, akciger, iskelet
kasi, testis, prostat, lokositler ve arka kok gangliyonlar1 gibi bir¢ok doku ve hiicrede
ekprese edilmistir (101).

Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2 (TRPM2) Ca™ iyonuna gegirgen
nonselektif ¢ok fonksiyonlu katyon kanalidir. TRPM2 kanali oksidatif stress ile
aktive edilebildigi i¢in, son zamanlarda, diyabet, inflamasyon, miyokardiyal
enfarktiis ve norodejeneratif hastaliklar da dahil olmak tizere, oksidatif strese bagl
ortaya cikan hastaliklara karsi potansiyel bir terapotik hedef olarak goriilmiistiir
(102).

Hidrojen peroksit ile indiiklenen ve dolayisiyla TRPM2 kanali {izerinde
olusan oksidatif strese bagli olarak ADPR olusumunu tetikledigi goriilmiistiir (103).

Oksidatif stres, TRPM2 iyon kanallarinin agilmasina neden olup hiicre ici
Ca™ artisin1 saglamaktadir (104, 105).

Bu ¢alismada Iskemi-reperfiizyon modeli olusturulmus rat beyin dokusunda

TRPM2 katyon kanallarinin ekspresyonu’nun incelenmesi amaglanmaistir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 09.05.2013 tarih ve 63 Sayili
karar1 ile etik yonden uygun bulunarak Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezi (FUDAM) biriminde ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji laboratuvarinda yapildi. Caligma biitgesinin tamanu Firat Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (FUBAP)’ nin TF.1457 proje no’

lu karar1 geregince karsilandi.

2.1. Deney Hayvanlar Ve Beslenmeleri

Deneylerde kullanilan 30 adet 8-10 haftalik erigkin Wistar albino cinsi erkek
siganlar, FUDAM biriminden temin edildi. Hayvanlar FUDAM hayvan
laboratuarinda bulunduklar1 ortamin sicakligi 22-25°C arasinda sabit tutularak 12
saat 151k (07:00-19:00) ve 12 saat (19:00- 07:00) karanlikta takip edildi. Sicanlar 6zel
olarak yaptirilan kafeslerde beslendi ve her giin altlar1 temizlendi. Tiim hayvanlara
ayni standart sican yemi verilerek add libitum su ve yiyecek alimlari saglandi.
Yemler; c¢elik kaplarda, su; cam biberonlarda normal ¢esme suyu olarak verildi.
Hayvan yemleri Elazig Yem Sanayi A.S. Yem Fabrikasi’nda hazirlandi. Yemlerin

terkibi Tablo 3’de gosterildi.

Tablo 3. Deney Hayvanlarina Verilen Sican Yeminin Terkibi

Sican Yeminin Terkibi %
Bugday 15
Misir 10
Arpa 27
Kepek 8
Soya 29,4
Balik Unu 8
Tuz 0,6
Kavimix VM 23-Z* 0,2
Methionin 0,2
DCP ** 1,6

* 1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D;, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2,4 mg B,, 1,2 mg By, 0,006 mg
By, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth. 0,32 mg Folic acid, 0,02 mg D-Biotin, 50
mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2
mg Co, 0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.** % 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan
olusur
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2.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Agirliklar1 200-230 gr arasinda degisen 8-10 haftalik 30 adet Wistar Albino
cinsi disi sicanlar her grupta 6 adet olacak sekilde 5 gruba ayrild:.

Grup I (Kontrol grubu); Deney siiresince herhangi bir iglem yapilmada.

Grup II (Sham grubu 2.saat); Bu gruptaki sicanlar supine pozisyonda
sabitlenenip servikal orta hatta basit bir insizyonla bilateral karotis kommunis
arterler ortaya cikarildiktan sonra ciltleri 3-0 ipek ile kapatilip deneyin 2. saatinde
dekapite edildi.

Grup III (Sham grubu 6.saat); Bu gruptaki sicanlar supine pozisyonda
sabitlenenip servikal orta hatta basit bir insizyonla bilateral karotis kommunis
arterler ortaya ¢ikarildiktan sonra ciltleri 3-0 ipek ile kapatilip deneyin 6. saatinde
dekapite edildi.

Grup IV(Iskemi-reperfiizyon grubu 2.saat); Bu gruptaki siganlar supine
pozisyonda sabitlenenip servikal orta hattan basit bir insizyonla bilateral karotis
kommunis arterler ortaya ¢ikarildiktan sonra anevrizma klip'leri ile 45 dakika siire ile
kliplenip klipler agilarak 2 saat reperflizyonu saglandikan sonra dekapite edildi.

Grup V (Iskemi-reperfliizyon grubu 6.saat); Bu gruptaki sicanlar supine
pozisyonda sabitlenenip servikal orta hattan basit bir insizyonla bilateral karotis
kommunis arterler ortaya ¢ikarildiktan sonra anevrizma klip'leri ile 45 dakika siire ile

kliplenip klipler agilarak 6 saat reperflizyonu saglandikan sonra dekapite edildi.

2.3. Doku Orneklerinin Ahinmasi

Deneyin sonunda tiim gruplardaki sicanlar ketamin (75mg/kg) + xylazine
(10mg/kg) 1.p uygulanarak anestezi altinda dekapite edildi. Dekapitasyonun ardindan
siganlarin beyin dokular1 hizla ¢ikarildi. Beyin dokulart MDA ve TRPM2 mRNA
diizeyleri i¢in ¢alismanin sonuna kadar — 80°C de saklandi. Histolojik ¢alisma igin
her gruptan alinan beyin dokular1 formol soliisyonunda tespit edildikten sonra rutin
histolojik takip serilerinden (Tablo 4) gecirilerek dehidrate edildi. Dokular daha

sonra ksilolde parlatilip parafin bloklara gémiildii.

23



Tablo 4. Histolojik Takip Serileri

1 %70 Alkol 2 saat

2 %80 Alkol 1,5 saat

3 %96 Alkol 1 30 dakika
4 % 96 Alkol 11 30 dakika
5 %100 Alkol I 30 dakika
6 %100 Alkol 1T 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol 1 15 dakika
9 Xylol I 15 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 saat

12 Yumusak parafin + Sert parafin 1,5 saat
13 Sert parafin 3 saat

14 Gomme

2.4. Malondialdehid (MDA) Calismasi

0.42 gr Tris-Base + 1.43 gr Tris-HCI 1 3 gr KCI ve 0.5 ml Tween 20, 250 ml
distile suda hazirlandi. Hazirlanan bu tampon 6rneklerin homojenatinda kullanildi.
X gr doku tizerine 5 ml tampon ilave edildi ve par¢alandi. Homojenat 5000 rpm de 5
dakika santrifiij edildi ve siipernatant kisimdan 1 ml baska bir tiipe alindi. Alman
Iml 6rnek tizerine Iml %10 ‘luk TCA (10 gr TCA 100 ml distile suda hazirland1 )
ilave edildi. Uzerine 1ml %0.6 TBA (0.6 gr TBA 100 ml distile suda hazirlanir
hazirlanan TBA +4 en fazla bir giin saklanabilir) ilave edildi. Uzerine 1ml distile su
ilave edildikten sonra, son olarak 0.5 ml %4 HCI ilave edildi.( 4ml HCI 100 ml
distile suda hazirlanir, asit ve su siddetli reaksiyona girdigi i¢in miimkiinse asit
damlalar seklinde suya ilave edilmelidir). Hazirlanan karisim 90-95°C de 120 dk
inkiibasyona birakild1 Inkiibasyon sonrasi tiipler oda sicakliginda sogutuldu ve
iizerine 3 ml biitanol ilave edilip vortekslendi. Daha sonra tiipler 5 dk 5000 rpm de
santrijiij edilir ve olusan (biitanol faz) Siipernatanttaki kirmizi-pembe renk spekro
kiivetine pipet yardimiyla alinir ve biitanole kars1 532 nm de okundu. Okunan
absorbans degeri x: (okunanags +0.0344)/0.0492 formiiliiyle hesaplandi. Bulunan
deger 5 ile ¢arpildi ( nedeni doku homojenati1 Sml tamponda hazirlandi) ¢ikan sonug

homojenatta kullanilan doku agirligi kadardir.
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2.5. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 um kalinliginda aliman kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi.

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden gecirilerek
phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. 0.05% ‘lik proteinase K ile 10 dakika
inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in % 3 hydrogen
peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 6 dakika
Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37°C’ de nemli ortamda c¢alisma soliisyonu
(%70 ul Reaction Buffer+%30 TdT Enzyme) ile 60 dakika inkiibe edildi. Stop/Wash
Buffer da 10 dakika bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-Perosidaz ile 30 dakika
muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB) substrati ile apoptotik hiicreler
goriintiilendi. Harris hematoksilen ile zit boyasi yapilan kesitler uygun kapatma
soliisyonu ile kapatildi. Pozitif kontrol i¢in meme dokusu kullanildi. Negatif kontrol
dokusunda Tdt enzimi yerine Reaction Buffer kullanildi.

Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde Harris
hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma
gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi. Kesitlerde 10'luk biiylitmede
rastgele seg¢ilen alanlarda, normal ve apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik
hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere oranlanmasi ile Apoptotik indeks
(AI)’1 hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi. Boyama metodu asagidaki tabloda
ayrintili olarak verilmistir (Tablo 5).
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Tablo 5. TUNEL Boyama Prosediirti.

Islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri smirlayici kalem ile ¢izilie. ...
6 1:500 d iliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8 Endojen peroksit blokaji (% 3 H,O,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Caligsma soliisyonu (%70 ul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) 37°C’de 60 dakika
12 Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14  PBS 3X5 dakika
15  DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16  PBS 3X5 dakika
17  Distile su 5 dakika
18  Harris hematoksilen 1-5 dakika
19  Distile su 5 dakika
20 %380, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2XS5 dakika
22  Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ..

2.6. Immiinohistokimyasal inceleme

Beyin dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesinin belirlenmesi i¢in Avidin-
Biotin-Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. (Tablo 6).

Parafin bloklardan 5-6 pum kalinliginda alman kesitler polilizinli lamlara
alindi. Endojen peroksidaz aktivitesini dnlemek icin H,O, ile muamele edildi.
Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden geg¢irilip antigen retrieval i¢cin
sitrat tampon soliisyonunda pH: 6’da mikrodalga firinda (750W) 12 dakika
kaynatildi. Zemin boyasini engellemek icin Ultra V Block (TA-125-UB, Lab Vision
Corporation, USA) soliisyonu ile 5 dakika muameleden sonra primer antikor (Rabbit
Anti-TRPM2 antibody, ab101738, Abcam, Cambridge, UK ) ile 60 dakika inkiibe
edildi. Dokular,
(biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-mouse/rabbit IgG), TP—125-BN, Lab
Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1s1sinda inkiibe edildi.

primer antikor wuygulanmasindan sonra sekonder antikor
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Sekonder antikor uygulanmasindan sonra Streptavidin Alkaline Phosphatase
(TS-060-AP, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda
isisinda inkiibe edildikten sonra distile su igerisine alindi. Dokulara Fast Red
Substrate System (TA-125-AF, Lab Vision Corporation, USA) solusyonu damlatilip
151k mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan sonra es zamanl olarak distile su ile
yikamaya alindi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular distile
sudan gegirilerek uygun kapatma solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-125-
UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi. Pozitif kontrol i¢in, meme dokusu
ile karsilastirildi. Negatif kontrol i¢cin hazirlanan dokularda primer antikor yerine
PBS kullanildi, diger basamaklar ayni sekilde uygulandi. Hazirlanan preparatlar
Novel N-800M mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi.
Immiinohistokimyasal ~boyanmanin  degerlendirilmesinde; —immiinreaktivitenin
yaygmligr (0.1: <%?25, 0.4:%26-50, 0.6:%51-75, 0.9:%76-100) ve siddeti (0:yok,
+0.5: ¢ok az, +1: az, +2: orta, +3: siddetli) esas alinarak histoskor olusturuldu.

(Histoskor= yayginlik x siddet).
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Tablo 6. immiinohistokimyasal boyama prosediirii

Sira islem Siire

1 Xylol I 10 dakika
2 Xylol II 10 dakika
3 Xylol 10 dakika
4 % 100 Alkol 10 dakika
5 % 96 Alkol 10 dakika
6 % 80 Alkol 10 dakika
7 Distile su 5 dakika
8 Mikrodalga 7+5 dakika
9 Oda 1s1sinda sogutma 20 dakika
10 PBS (Phosphate Buffered Saline) 3X5 dakika
11 H,0, 10 dakika
12 PBS 3X5 dakika
13 Normal blok soliisyonu 5 dakika
14 Primer antikor 60 dakika
15 PBS 3X5 dakika
16 Sekonder antikor 30 dakika
17 PBS 3X5 dakika
18 Streptavidin Alkaline Phosphatase 20 dakika
19 PBS 3X5 dakika
20 Fast Red Substrate 5 dakika
21 Distile su 5 dakika
22 Zit boya olarak Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Akarsu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma e

2.7. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) Metodu

Testis dokusunda RNA izolasyonu i¢in PureLink™ RNA Mini Kiti
kullanildi. Caligma prosediirii asagidaki gibidir:

Kit igerisindeki lizis buffer’dan 1ml ve 2-merkaptoetanol’dan 10 ul falkon
tiiptine almip karistirillarak Lizis tampon ¢ozeltisi elde edildi. Testis dokusu ile esit
miktarda homojenizator boncugu ve hazirladigimiz ¢ozeltiden 600ul alnarak kilitli
eppendorf tiiplere birakildi. Homojenizatérde 6 dakika (dk) 9. hizda parcalama
islemi yapildi. Ornekler 12.000xg’de 2 dk oda sicakhiginda santrifiij edildi. RNA
iceren siv1 fazin hepsi yeni bir ependorfa alinarak iizerine 500 pl %70’lik etanol
eklendi ve vortekslendi. Orneklerden 700 pl almarak kit igerisindeki kolonlara
aktarildi ve 12.000xg’de 15 saniye oda sicakliginda santrifiij edildi. Kalan 6rneklerde
kolonlara aktarilarak ayni sekilde santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipiiniin
altinda biriken siv1 bosaltildi. Yikama islemleri kitin i¢indeki Wash I ve Wash II ile
yapildi. Orneklere 700 ul Wash 1 eklenerek 12.000xg’de 15 sn santrifiij edildi.
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Toplam tiipii degistirildi. Orneklere 500 pul Wash II eklenerek 12.000xg’de 15 sn
santrifiij edildi ve bu islem iki defa tekrarlandi. Tiiplin altindaki sivi bosaltilarak
hicbir sey eklenmeden 12.000xg’de 2 dk santrifiij edildi. Kolonlar alinarak yeni
ependorf tiiplere birakildi ve iistiine 30 pul RNase igermeyen su eklenerek oda
sicakliginda 1 dk bekletildi ve 12.000xg’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij edildi.
Ependorf tiipiin dibindeki sivi kisim bu asamadan sonra RNA icermektedir. RNA
rnekleri kullanilincaya kadar -80°C’de saklandu.

Spektrofotometrik RNA Ol¢iimii

Bu ¢aligmada RNA 6l¢iimii i¢in Qubit® RNA Assay Kit For Use With The
Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen/Molecular Probes) kullanildi. RNA miktar
pug/ml olarak 6lciildii. cDNA sentezi icin RNA miktarlarinin esitlenmesi amaciyla
okunan en diisiik RNA degeri standart alindi. Komplementer DNA sentezi (cDNA)
icin her bir gruptaki 6rneklerden RNA havuzu hazirlandi.

Komplementer DNA Sentezi

Calismamizda cDNA sentezi i¢in havuz yapilan RNA Orneklerinden 10 pl
kullanildi. cDNA sentezi toplam 20ul hacimde gercgeklestirildi. Sentez i¢cin 10ul
RNA o6rnegi, 2 pl 10XRT random primer, 2 pl 10XRT buffer, 0.8 pul 25XdNTP mix,
4.2 pl niikleaz icermeyen su ve en son olarak 1ul MultiScribe™Reverse
Transcriptase enzimi kullanildi. Ornekler termal dongii cihazina yerlestirildi.
25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve 4°C’de « olacak sekilde cihazda
bekletildi. Olugan cDNA 6rnekleri -20°C’de sakland.
Tablo 7. cDNA karigim miktari

Bilesik Hacim (pl) Katalog No
10X RT Tamponu 2.0 4319981
25X dNTP karisimi (100mM) 0.8 4367381
Multi Scribe™ Revers Transkriptaz 1.0 4319983
10XRT Random Primer 2.0 4319979
Niikleaz icermeyen H,O 4.2

Reaksiyon toplami1 10.0
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Tablo 8. cDNA sentezi i¢cin uygulanan PZR programi

PZR 1. Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dk 120 dk 5 dk 0

Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile cDNA Amplifikasyonu:

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varliginda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile amplifiye edildi.
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) ve TRPM2 genlerinin belirlenmesi
icin asagidaki tabloda verilen primerler kullanildi.

Tablo 9. RT-PZR’da kullanilan primerler

TagMan Gene Expression Assay Gex: AB Applied Biosystems, ABD, 250ul

Test Katalog Numarasi
Gapdh Rn-01775763-g1
TRPM2 Rn-01429417-m1

Real Time PZR 3 tekrarl olarak gerceklestirildi. RT-PZR Plate hazirlanirken
cDNA orneklerinde her bir kuyucuga 2l kondu. Buz iizerinde her bir 6rnek i¢in Spl
TagMan Master Mix, 2.5 pl niikleaz i¢cermeyen su ve 0.5 pl primer hibridizasyon
probu olacak sekilde ornek sayisina gore hesaplanan bilesen miktarlar1 ependorflara
kondu ve vortekslendi. Plate’deki ¢cDNA Orneklerinin tlizerine 8ul hazirlanan
karisimdan birakilarak plate’in lizeri optik yapistirict filmle kapatildi. Plate
orneklerin tamamen dibe ¢okmesi ve olusan kabarciklarin yok edilmesi amaciyla
Mini plate spin cihazinda 1 dakika santrifiij edildi.

Tablo 10. RT-PZR i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler

Bilesikler Hacim(ul)X Ornek Sayist
cDNA 2.0
Primer 0.5
TagqMan Mix 5.0
Niikleaz icermeyen H,O 2.5
Toplam 10.0

Gen ekspreyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PZR sistemi
ile ol¢iildii. Calismada GAPDH kontrol gen (housekeeping) olarak kullanildi. Isi
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kosullar1 50°C’de 2 dakika, 95°C’de 10 dakika, 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 1

dakika olacak sekilde ayarland.
Tablo 11. Uygulanan RT-PZR programi

RT-PCR X 40 dongii

1. Adim 2.Adim 3.Adim 4.Adim
Sicaklik 50°C 95°C 95°C 60°C
Zaman 2dk 10dk 15sn 1dk

2.8. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma olarak belirlendi. Istatistiksel

analiz i¢cin SPSS version 22 programi kullanildi. Gruplar aras1 degerlendirme One-

way ANOVA ve Posthoc Tukey testi ile yapildi. p<0.05 degerler istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. MDA Bulgular

Spektrofotometrik olarak Olciilen doku MDA diizeyleri; kontrol, Sham2 ve
sham6 gruplarinda benzerdi. Kontrol gruplartyla kiyaslandiginda I-R2 ve I-R6
gruplarinda MDA diizeyleri anlamli olarak artmis bulundu (p<0.05). I-R2 ve I-R6
gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik izlenmedi. (Tablo 12).

Tablo 12. Doku MDA degerleri

GRUP MDA (nmol/g protein)
Kontrol 117.60+ 3.00

Sham 2 116.53+ 4.56

Sham 6 120.86+ 2.95

I-R2 142.38+ 4.98*

I-R6 14411+ 11.79*

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

3.2. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi beyin dokusunda
norogliyal hiicrelerde gozlendi. TUNEL pozitifligi; kontrol (Sekil 1), Sham2 (Sekil
2) ve Sham6 (Sekil 3) gruplarinda benzerdi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
I-R2 (Sekil 4) grubunda anlamli bir degisiklik gdzlenmezken I-R6 (Sekil 5)
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis izlendi (p<0.05). Negatif kontrolde
(Sekil 6) TUNEL pozitifligine rastlanmadi. Pozitif kontrol (Sekil 7) i¢in sican meme
dokusu kullanildi. (Tablo 13). Skala bar: 50pm.

Tablo 13. Apoptotik indeks (%)

GRUP Apoptotik indeks (%)
Kontrol 0.83+0.40

Sham?2 1.16+ 0.40

Sham6 0.83+0.40

i-R2 1.16+ 0.40

i-R6 2.16+ 0.40%

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
® {-R2 grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).
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L=50.000um

L=50.000um

Sekil 2. Sham I grubuna ait beyin dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—).
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L=50.002um

L=50.000um

Sekil 4. I-R2 grubuna ait beyin dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—).
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L=50.000um

&

Sekil 6. TUNEL negatif kontrol.
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Sekil 7. TUNEL pozitif kontrol. Meme dokusu. (—).

3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Bulgulan

Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2 (TRPM2) mRNA diizeyileri i¢in
yapilan PZR c¢alismast sonucu; beyin dokusunda kontrol, sham2 ve sham6
gruplarinda TRPM2 mRNA diizeyileri benzerdi. Kontrol gruplariyla kiyaslandiginda
[-R2 grubunda TRPM2 mRNA diizeyilerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
gbzlendi (p<0.05). I-R2 grubuyla karsilastirildiginda ise 1-R6 grubunda anlaml bir
azalma izlendi (p<0.05) (Tablo 14).
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Tablo 14. TRPM2 mRNA diizeyleri.

&b

1.5

0.5

Trpm2
i i b
Kontrol Sham-2 Sham-6 iR-6

B Trpm2

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,

® {-R2 grubuna gre karsilastirildiginda, (p<0.05).
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3.4. TRPM2 immiinreaktivitesi

Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2 (TRPM2) immiinreaktivitesi i¢in
yapilan immiinohistokimyasal boyamanin 151k mikroskopi altinda incelenmesi
sonucu; TRPM2 immiinreaktivitesi beyin dokusunda noronal (kirmizi ok) ve
norogliyal (siyah ok) hiicrelerde goriildii. TRPM2 immiinreaktivitesi; kontrol (Sekil
8), Sham2 (Sekil 9) ve Sham6 (Sekil 10) gruplarinda benzerdi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda I-R2 (Sekil 11) ve I-R6 (Sekil 12) gruplarinda istatistiksel olarak
anlamli bir artis izlendi (p<0.05). I-R2 grubuyla karsilastirildiginda ise I-R6
grubunda anlamli bir artis gozlendi (p<0.05). Negatif kontrolde (Sekil 13) TRPM2
immiinreaktivitesine rastlanmadi. (Tablo 15). Skala bar: 50pm.

Tablo 15. Histoskor

GRUP Histoskor (TRPM2)
Kontrol 0.02+0.008

Sham?2 0.018+0.004

Sham6 0.016+0.005

I-R2 1.067+0.20°

i-R6 1.50+£0.32*

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
® {-R2 grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).
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S,

#E=50.000um

L=50.000um

Sekil 9. Sham I grubuna ait beyin dokusunda TRPM2 immunreaktivitesi (—).
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=50.000um

3 g L=50.204um
Sekil 11. [-R2 grubuna ait beyin dokusunda TRPM2 immunreaktivitesi (—).
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L=50.000um

Sekil 13. TRPM2 negatif kontrol.
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4. TARTISMA

Iskemik Inme; vaskiiler neden disinda baska bir neden olmaksizin, hizli
olarak yerlesip fokal veya global serebral fonksiyon bozukluguna yol agan 24 saat
veya daha uzun stirebilen bunanla beraber bazen 6liimle de sonuglanabilen klinik bir
durumdur (10).

Inme'nin % 80-85’ini iskemik inme olusturmaktadir ve ndrolojik hastaliklarmn
en sik goriileni ve en ¢ok dliime neden olanidir. Iskemik inme; kisi, aile ve toplum
iizerinde psikososyal problemlere yol agmaktadir, bunun disinda ekonomik yonden
de yiik olusturmaktadir. Bu nedenle inmenin 6nlenmesi ve tedavisi, ¢ok dnemli bir
halk saglig1 sorunudur (2).

Ulkemizde inme hastalarmimn genel 6zellik ve risk faktorlerinin arastirildigs
hastane tabanli cok merkezli bir calismada; hemorajik inme %28, iskemik inme %72
oraninda bulunmustur (3).

Inme insidansmin toplumlar arasinda farklilik gdstermesi degisen sosyo
ekonomik faktorler, diyet, yasam tarzi, aligkanliklar ve c¢evresel kosullar ile
aciklanabilir. En az ¢evresel faktorler kadar homeostatik sistemdeki bozukluklarin da
onemli oldugunu gosteren veriler mevcuttur (20).

Beyin hasarina neden olan inmenin iki temel mekanizmasi iskemi ve
hemorajidir. Inmelerin yaklasik %80'inin nedeni olan iskemik inmede kan
dolasiminin azalmasiyla noronlar kendileri icin gerekli maddelerden yoksun
kalmaktadir. Iskeminin etkisi beyinde olduk¢a hizhdir. Ciinkii kendisi icin primer
enerji kaynagi olan glukozu saklamaz ve anaerobic metabolizmaya maruz kalir (5).
Emboli veya trombiis serebral arterde tikanikli§a yol acarak damarin suladigi alanda
iskemiye neden olur. Hiicresel diizeyde ndoronal hasara neden olan mekanizmada
hipoksi veya anoksi rol oynar. Ilerlemeyi ve iskemik hasar1 belirleyen birgok faktor
mevcuttur (41-43).

Serebro vaskiiler hastalikda gelisen klinik sendrom damar tikanmasiyla
etkilenen beyin bolgesinin fonksiyonlarinin kaybina bagli olarak degisir (56).

Gegici iskemik ataklar: Iskemik inmelerin yaklasik olarak %75-80' karotid
dolagimindan, %20-25'i vertebrobaziler sistemden kaynaklanir. Inme igin prognostik
belirteg olan GIA tedavi edilmediginde hastalarin 1/3'ii 3 ay i¢inde inmeye maruz

kalir.GIA, 24 saatten kisa siiren, gegici, ani baslangicly, ilerleyici olmayan, beyin,
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retina veya kohleanin fokal iskemisine bagli olarak meydana gelen norolojik defisit
olarak tanimlanir (57, 59).

Inme tipinin ve hastanin klinik durumunun belirlenmesinde hastasmin ilk
klinik degerlendirmesi hayati 6nem tasir. Klinik ndrolojik muayene inmenin
boyutunun belirlenmesinde dnemlidir ve sik olarak inmenin 6ziinii belirleyebilir.

Oykiiniin almmmas1 inme hastalarinin degerlendirilmesinin ilk basamagin1
olusturur. Ik semptomlar, baslangic zamanu, siiresi ve progresyonu yada iyilesmenin
bulunup bulunmadigi hekim tarafindan sorgulanmalidir. Oykiiden viicudun bir
tarafinda giigsiizlilk, konugsma bozuklugu, biling bulanikligi, ¢ift gérme, duyusal
yakinmalar, denge kaybi, bas agris1 veya bas donmesi gibi semptomlarin olup
olmadig1 belirlenebilir. Hasta uyaranlara tepki veremiyor veya afazi nedeni ile
konusamiyorsa yakini veya olay1 gdzleyen bir kisiden yardim alinmalidir (2).

Ayiric1 tan1 hizla yapilmalidir. Hasta yonetimi ani gelisen ndrolojik defisitte,
hasta veya gozlemleyen kisiden dikkatli 6ykii alma ile baglar. Hastaneye basvuru
sirasindaki klinik tablo hastanin mevcut tablosu ve ontanis1 hakkinda bilgi vererek
inme tanisimda yol gosterilir. Oykiiniin detaylandirilmasi, laboratuvar testleri taniy1
daha da kesinlestirmeye yardimei olur (77).

Iskemik inmenin tedavisinde amag, hasarli beyin dokusunu en az diizeye
indirmek, olusabilecek ikincil hasarlar1 engellemektir. Ayrica akut donemde
olusabilecek komplikasyonlarin Oniine gecmekte tedavinin diger amacidir.
Antiagregan, antikoagiilan, trombolitik, antiddem ve noroprotektif tedaviler bu
yaklagimlarm ana basliklarini olusturmaktadir. Akut iskemik inmede tlizerinde en ¢ok
arastirma yapilmis antiagregan ajan aspirindir. Tiklopidin, klopidogrel, dipiridamol
ve glikoprotein IIb/Illa antogonistleri ile akut donemde tedavi konusunda yeterli
bilgi heniiz mevcut degildir (6).

Serbest oksijen radikalleri (SOR) direkt noron hasar1 disinda ekzitotoksik
noron hasarmi ve apoptotik siireci baslatan yolaklar1 aktifleyerek hiicre 6liimiine
neden olur. Invitro ve invivo global-fokal iskemi/reperfiizyon modellerinde
apoptotik noronal hiicre Olimi calisgilmistir. Hiicre i¢i yasam/0liim sinyal
yolaklarinin aktivasyonu apoptozise neden olur (87).

Serbest oksijen radikalleri (SOR) ile antioksidan savunma sistemi arasindaki

dengenin bozulmasi cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda, kanser olusumunda,
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diabette, iskemi/reperfiizyon hasarlarinda, inflamatuvar rahatsizliklarda, noro-
dejeneratif hastaliklarda ve yaslanmanm etyopatogenezinde rol oynadigi
bilinmektedir (8).

Iskemi/reperfiizyon sirasinda beyinde oksidatif ve nitratif stresin kilit rol
oynadig1 son yillarda yapilan caligmalar ile gosterilmistir (85, 86, 88, 89).

Beyin Iskemi/reperfiizyon hasarinmn yaygin gdzlenmesi ve etyopatolojisi
yukarida belirtilen genis kapsamli caligmalara ragmen heniiz tam olarak ortaya
koyulamadigindan bu caligma beyin iskemi/reperfiizyonun etyopatolojisi ne katki
yapabilmek amaciyla dizayn edilmistir.

Calismamizda, ilk olarak tiim gruplara ait beyin dokularinda
spektrofotometrik olarak MDA diizeyleri 6l¢giildii. Doku MDA diizeyleri; kontrol,
Sham2 ve sham6 gruplarinda benzer olarak izlendi. Kontrol gruplariyla
kiyaslandiginda I-R2 ve I-R6 gruplarinda MDA diizeylerinde anlamli olarak artmis
bulundu.

Malondialdehid (MDA) lipid peroksidasyonunun son {iriini olup ayni
zamanda oksidatif hasarin temel gostergesidir (106).

Oksidatif stress serebral iskemi hasarini siddetlendiren primer faktdrlerden
biri olarak kabul edilir (107-110).

Diger organlarla karsilastirildiginda beyin diisiik rejenerasyon kapasitesi ve
yiiksek metabolik hizindan dolay1 SOR'un zararlarina kars1 savunmasizdir (111)

Abd-Elsameea ve ark. (112). 2014 yilinda calismamiza benzer sekilde
ratlarda deneysel iskemi olusturmus olup I-R grubunda MDA seviyesini belirgin
olarak artigin1 tedavi olarak verilen metforminin MDA seviyesini azalttigini
gostermislerdir. Bu calismada 30 dakika iskemi ve ardindan 60 dakika reperflizyon
sonrast ratlar dekepite edilmistir.

Bununla birlikte yapilan bir¢ok ¢alismada iskemide mda arttigini
gostermiglerdir (113-114).

Yapilan deneysel ¢alismalar iskemi sirasinda meydana gelen serebral hasarda
oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadigmi dogrulamislardir (117, 118).

Son c¢aligmalarda akut iskemik strok patogenezinde mitokondrial

disfonksiyon ve oksidatif stresin ana rol oynadig1 vurgulanmstir (119, 120).
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Calismamizda IR 6 grubundaki artmis TUNEL pozitifligi Oksidatif stresin
DNA hasarina neden oldugunun bir gdstergesi olarak kabul edilebilir. Zira Iskemi
sirasinda hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler meydana gelmektedir. Dokuya
gelen kan akimiin azalmasi veya kesilmesi ile hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir
ve enerji depolar1 bosalir. Bunun sonucu olarak hiicre zarinda bulunan Na+, K+-ATP
az pompast inhibe olur. Oksidatif streste kalsiyum dengeleri ve mitokondrial
membran potansiyeli degisir. Bu degisiklik mitokondriumlarda ve DNA’da hasara
yol acarak hiicreyi programli 6liime yani apoptozise siiriikler (90-92).

Calismamizda TRPM2 immiinreaktivitesi kontrol grubuyla kiyaslandiginda
IR2 ve IR6 gruplarinda anlamli olarak artmis bulundu.

Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2 (TRPM2) katyon kanallarinin
aktive olmasinda bazi hiicre dis1 etkenlerin oldugu bilinmektedir. Bunlar; oksidatif
stres, ADPR/NAD+ metabolizmasi ve tiimor nekroz faktorii alfa’ dir (104).

Oksidatif stres, TRPM2 iyon kanallarinin agilmasina neden olup hiicre ici
Ca'? artisin1 saglamaktadir (104, 105)

Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2 (TRPM2) kanali oksidatif stres ile
aktif oldugu icin son yillarda, diyabet, enflamasyon, miyokard enfarktiisii ve
norodejeneratif hastaliklar da dahil olmak iizere, oksidatif stresle ilgili hastaliklara
kars1 terapotik bir hedef olarak ortaya ¢ikmustir (9, 121).

Norolojik hastaliklarda oksidatif stress olustugu rapor edilmistir. Olusan bu
stresin beyindeki fosfolipitlerin oksidasyonundan kaynaklandig diistiniilmektedir.

Calismamizdaki artan MDA diizeyleri beyindeki fosfolipitlerin bu yolla
okside olabilecegini gostermektedir. Ayrica beyindeki TRPM?2 ekspresyonlarindaki
artigda bu bilgiyi dogrulamaktadir. Ciinkii  yapilan bir¢ok calismada oksidatif
hasara bagli TRPM2 nin arttigit ve bunundan dogrudan MDA ile ilgili oldugu
bildirilmistir (9, 97, 122-126).

Sonug¢ olarak; deneysel iskemi-reperfiizyonun beyin dokusunda MDA,
apoptozis ve TRPM2 seviyelerini arttirdigi, iskemi-reperfiizyonun beyin dokusunu
etkilemesinin patofizyolojisinde TRPM2’nin onemli bir rol oynayabilecegi ve
TRPM2 blokerleri ve/veya inhibitorleriyle ileride daha genis ¢aligmalarin yapilmasi
ile klinik olarak iskemik inmede TRPM2 ile ilgili tedavi segeneklerinin

kullanilabilecegi kanaatine varilmistur.
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