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1. GIRIS VE AMAC

Serebrovaskiiler olay (SVO) nedenli 6liimler bir¢ok iilkede halen 3. sirada yer
almaktadir. iInmeye bagl sakatliklar ise biiyiik ekonomik ve sosyal kayiplara neden
olmaktadir (1). Inme tedavisindeki gelismelere ragmen simdiye kadar bulunmus
etkili bir noroprotektif ajan yoktur (2). Serebral iskemi, arteryel kan akiminin
azalmasmna bagli olarak serebral dokular icin gerekli oksijenizasyonun
siirdiiriilememesi durumudur. Iskemi sonrasinda olusan reperfiizyon sonucunda,
iskemik dokuya ulasan oksijen serbest oksijen radikallerini (SOR) artirarak paradoks
sekonder hasarlara neden olur (3,4). Serbest radikal, eslenmemis elektron igeren
atom veya molekiildiir. Genelde atom veya molekiilde elektronlar eslenik olarak
bulunurken hasara neden olmazlar ancak, molekiile bir elektron girmesi yada ¢ikmasi
onu reaktif hale getirir (5). Yapilan caligmalar oksidatif stresin iskemi reperfiizyon
(I/R) sonrasinda olusan noronal hasarda 6nemli bir etken oldugunu gdstermistir.
Stiperoksit radikali, hidroksil radikali, peroksinitrit ve hidrojen peroksit I/ R hasari
sonrasinda noronal dokuda saptanan baslica serbest radikallerdir ve serebral iskemi
sonrasinda olusan ndronal kayipta 6nemli rol oynamaktadirlar (6). Mitokondri i¢ine
dogru olan oksidatif akim sonrasinda mitokondri dig membrani gegirgen hale gelerek
sitozolden mitokondriye bax-2 translokasyonu gerceklesir ve boylece iskemi
reperflizyon hasar1 silirecinde hiicre Oliimiinden sorumlu temel mekanizmalardan

birisi olan apopitozis meydana gelir ( 7,8,9).

Oksidatif metabolizma sirasinda olusan SOR hasarmin engellenmesinde
siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (KAT) gibi
olduk¢a 6nemli hiicre i¢i savunucu enzimler rol oynarlar (4). Hiicre i¢i savunma
mekanizmalarmin eksik veya yetersiz kaldigi durumlarda oksidatif stres meydana

gelir (10).

Deneysel calismalarda, I/R hasarinda antioksidan etkileri oldugu gosterilen
ajanlar arasinda; melatonin, N-asetil sistein, alfa- lipoik asit, zeaksantin, beta glukan

gibi ajanlar sayilabilir.



Curcumin, bir polifenol olup, bir cok Asya iilkesinde yemeklerde kullanilan
Curcuma longa rhizome isimli bitkiden elde edilen bir baharat tiiriidir (11) ve
apopitotik siire¢ ilizerine etkisinden dolay1 anti-oksidan (12), antiinflamatuar(13) ve
antikanserogenik (14) ozellikleri oldugu gosterilmistir. Yine yapilan caligmalar
curcuminin serebral I/ R hasarinda oksidatif hasar1 azalttigin1 ve ndroprotektif

etkileri oldugunu gostermistir (15).

Bu calismada deneysel olarak bilateral kammon karotid arterlerin okliizyonu
(BCCAO) ile olusturulan global serebral iskemi reperflizyon modelinde curcuminin
oksidatif stres parametrelerine, kalsiyum sinyalizasyonuna, transient reseptor
potential- vanilloid 1 (TRPV1) ve hipokampal apopitozis lizerine olan etkilerinin

belirlenmesi amag¢lanmaistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Serebrovaskiiler Hastahklar

2.1.1. insidans

Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) inmeyi; serebral islevlerin hizla gelisen fokal
veya global bozukluguna bagli olarak klinik bulgularm, 24 saat veya daha uzun

siirmesi veya 0liimle sonu¢lanmasi durumu olarak tanimlar (16).

Inme, 6liime neden olan hastaliklar arasinda iigiincii sirada yer almakla birlikte
sakatliga yol acan hastaliklar siralamasinda 1. siradadir. Insidans; belirli bir zaman
periyodunda, belirli bir zamanda ortaya ¢ikan yeni inme vakalarini1 ifade eder.
Malgrem ve arkadaslar1 tarafindan belirlenen insidans kriterleri sunlardir; inmenin
tamimi iyi yapilmali, gecici iskemik atak (GIA) digslanmali, tiim popiilasyon
incelenmeli, kayitlar iyi tutulmali ve ilk atak vakalar1 belirlenerek yaslara gore

incelenmelidir (17).

Inme insidans1 yasla birlikte artmaktadir. Yapilan calismalarda inme insidansi;
55- 64 yas aras1 1000 kiside 1.7- 3.6, 65-74 yas aras1 1000 kiside 4.9-8.9, 75 yas ve
iizerinde ise 13.5-17.9 kisi olarak belirlenmistir (18,19). 45 yas alt1 inme olgular1 tiim
vakalarin %3-5 ini olusturmakla birlikte tam insidans1 belirlemek oldukga zordur. 15-
45 yas aras1 vakalarda yapilan bir calismada inme insidanst 1/10.000 olarak
saptanmistir (20). 55- 64 yas aras1 inme riski, kadin cinsiyet ile karsilastirildiginda
erkeklerde 2-3 kat daha fazla iken, bu oran 85 yasina dogru giderek azalmaktadir

21).

2.1.2. Prevelans

Bir popiilasyonda belirli bir zamanda ortaya ¢ikan eski ve yeni inme
vakalarmin sayisinin, risk altindaki niifusa boliinmesi sonucunda elde edilen orandir.
Bu oran yasa bagh artmakla birlikte yasayabilen hastalara ve inme insidansina gore

degismektedir. Tiirkiye de bu konuda yapilmis saglikli bir calisma olmamakla
3



birlikte (22), inme prevelanst Japonya’ da 20/ 1000 iken Bati iilkelerinde bu oran 8/
1000 olarak belirlenmistir (23, 24).

Inme tipinin belirlenmesine yonelik yapilan bir ¢alismada, tiim inmelerin %
80-90 1 iskemik inmeler olusturmaktadir ve bu inmelerinde % 42 sinde
aterosklerozun rolii oldugu belirlenmistir (25). Kardiyak kokenli inmelerin siklig1 %
22-33 arasinda degisirken, lakiiner enfarkt insidansi %13- 20 arasindadir (26, 27).
1995-1996 yillar1 arasinda Tiirk Beyin Damar Hastaliklar1 Dernegi onciiliigiinde
3100 vakalik bir seride gerceklestirilen cok merkezli inme ¢alismasinda, tilkemizde
iskemik inme % 72 oraninda saptanirken, hemorajik inme %28 olarak saptanmustir.

Ortalama yas iskemik inmelerde 63+12 iken, hemorajik inmelerde 59 +12°dir (28).

2.1.3. Serebral Dolasim

Beyin; iki serebral hemisferin olusturdugu serebrum, beyin sap1 ve
serebellumun bir biitlinlidiir. Serebral hemisferlerin her biri ise derindeki biiyiik
yapilar (bazal gangliyonlar, talamus, assosiasyon yollar1 ve ventrikiiler sistem) ve
onu saran serebral korteksten olusur. Serebral korteks frontal, parietal, temporal ve
oksipital loblara ayrilir. Serebellum; mezensefalon, pons ve medullay: igeren beyin
sap1 ile birlikte arka ¢ukurda yer alir. Beynin arteryel dolasimi; internal karotid
arterler tarafindan olusturulan 6n sistem ve vertebral ile baziller arterler tarafindan
olusturulan arka sistemle saglanir. Vertebrobaziler sistem, beyin sapi, serebellum,
temporal lobun mediali, oksipital lob ve talamusun bir kismin1 beslerken; frontal ve
parietal loblar, temporal lobun lateral kismi, derin serebral yapilar 6n sistem
tarafindan beslenir. Her iki karotid arter birbirine anterior serebral arterlerin arasinda
yer alan anterior komiinikan arter ile baglanir. Ayrica her iki karotid arter posterior
komiinikan arterler aracilifiyla baziler arterin uzantis1 olan posterior serebral

arterlere de baglanir (29).



2.1.4. Smiflandirma

Inmeler; néroradyolojik, hematolojik, biyokimyasal ve kardiyolojik faktdrler
dikkate alindiginda; serebral iskemi (%60-80), intraserebral hemoraji (%10-15) ve
subaraknoid kanama (%3-10) olarak ii¢ temel gruba ayrilir (26).

1993 yilinda yaymlanan “Trial of Organization in Acute Stroke Treatment”
(TOAST) c¢aligmasinda onerilen kriterler (Tablo 1) inme smiflandirmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir (30). Bunun yanisira lokalizasyona gore sendromik bir

siniflandirma da kullanilir (Tablo 2).



Tablo 1. iskemik inmede TOAST smniflandirmasi (12,15).

1. Genis arter aterosklerozu (tromboz ve emboli)
2.Kardiyo-embolizm

3.Kiiciik damar okliizyomu (lakiiner infarkt)
4.Diger belirlenen etyolojiler

5.Sebebi belirlenemeyen etyolojiler

Tablo 2. iskemik inme alt gruplarmm standardize sendromik siniflamasi

(12,16)

1.Total anterior sirkiilasyon infarkt
2.Parsiyel anterior sirkiilasyon infarkt
3.Posterior sirkiilasyon infarkt

4.Lakiiner infarkt

Iskemik inmeler TOAST smiflandirmasinda 5 ana grupta toplanir:

1- Genis Arter Aterosklerozu (Tromboz ve Emboli): Tim iskemik inmelerin
%50’si genis arter sklerozuna baghdir. Ozellikle ekstrakraniyal ve daha nadir olarak
intrakraniyal damarlarda ve bu damarlarin siklikla bifurkasyon boélgelerinde, seneler
icerisinde olusan aterom plaklarinin stabilitelerinin bozulmasiyla olugsan trombozlarin
neden oldugu inmelerdir. Olusan aterotrombotik lezyon damarm stenozuna veya
okliizyonuna yol agarak hemodinamik mekanizmalarla borderline adi verilen smir
alanlarda infarktlara da neden olabilirler. Bu patolojik siiregte proksimal arterin %70-
80 ve lizerindeki darliklar1 s6z konusudur. Bununla birlikte, kolesterol ve trombosit
gibi parcaciklar aterotrombotik plaktan koparak arterden artere emboli yoluyla distal
arterleri okliide edebilirler. Genis arter aterosklerozuna bagli inmelerde, hikayede
siklikla intermittant kladikasyo ve siiresi 15 dakika ile 1 saat arasinda degisen gegici

iskemik ataklar vardir (26,27).



Klinik olarak serebral kortikal disfonksiyon (6rnegin apraksi, afazi, anopi ve
thmal) yada serebeller bozukluk goriilebilir (26). Muayene sirasinda distal nabizlarin
zayiflamas1 yada alimmamamasi ve karotis iizerinde duyulan iiflirim ayirict tanida
olduk¢a onemlidir. Ekstremitelerde giicsiizliik baslica nérolojik defisiti olusturmakla
birlikte, 6zellikle arterden artere emboli olgularinda fokal kortikal bulgular ortaya

cikar (26,27).

Tamisal caligmalar ile potansiyel kardiyak kokenli emboli kaynagi
dislanmalidir. Radyolojik olarak; ultrasonografik yada anjiografik ipsilateral
intrakraniyal veya ekstrakraniyal vaskiiler yapilarda %50 ve {izerinde stenoz veya
iilsere plaklar gosterilmelidir. Ayn1 zamanda bilgisayarli beyin tomografisi (BBT)
yada manyetik rezonans (MRI) goriintillemede saptanan infarkt capi 1,5 cm’den

biiylik olmalidir (31).

2- Kardiyoembolizm: Tim iskemik inmelerin %20’sini olusturur. Arteryel
tikanikligin nedeni kalp kaynakli embolidir. Bazen biling bozuklugunun eslik ettigi
ani gelisen inmeler baslica klinik 6zellikleri olusturur. ilerleyen saatlerde nérolojik
defisit baz1 olgularda hizla diizelebilir. iInme ile birlikte epileptik ndbetler goriilebilir.
(26,27). Kardiyoembolizme neden olan baslica kardiyak patolojiler arasinda; hasta
sinlis sendromu, yakin zamanda gecirilmis miyokard infarktiisii, kardiyak trombiis,
atriyal fibrilasyon ile (AF) birlikte ya da tek basina romatizmal mitral kapak
hastaligi, non valviiler AF, valviiler vejetasyon, prostetik aort ve mitral kapak, sol
ventrikiilde akinetik/ hipokinetik alan, atriyal miksoma, dilate kardiyomiyopati,

parodoksal emboli gibi patolojiler sayilabilir (31).

Beyin BT ve MRI’de, bir arter sulama alanina uyan genis kortikal infarktlar
saptanmakla birlikte, birden ¢ok vaskiiler alanda ¢ok sayida lezyonun varligi yada
sistemik embolizm bulgular1 ayirict tanida yol gosterici parametrelerdir (26).
Ultrasonografide yada anjiografide, proksimal genis arterde %50 ve iizerinde darlik

ya da iilsere plaklar olmamalidir (31).

3- Kiiciik Damar Okliizyonu (Lakiiner Infarktlar): Tim iskemik inmelerin
%25’ini olusturan bu inme tipi genellikle yasl, hipertansiyonu (HT) ve diabetes
mellitusu (DM) olan hastalarda goriiliir. Saf motor, saf sensoriyel, sensorimotor

inme ve ataksik hemiparezi vb baslica klinik 6zellikleri olustururlar. Nororadyolojik
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olarak 1.5 cm den kiiciik, derin bolgelerde yerlesen infarktlarun gosterilmesi ile tani
konulur (17,28). Tanit koyarken kardiyak kokenli emboliler ve genis arter
okliizyonlar1 diglanmalidir (26,27,31)

4- Diger Belirlenen Etiyolojiler: Bu grupta santral sinir sisteminin (SSS)
primer ve sekonder vaskiilitleri, CADASIL ve serebral amiloid anjiopati gibi nadir
goriilen kiiciik damar hastaliklari, konjenital vaskiiler bozukluklar, mitokondriyal
hastaliklar, travma ve diseksiyon ile hematolojik hastaliklar yer alir ve tiim iskemik
inmelerin %5’inden daha azini teskil ederler. Detayli hematolojik, biyokimyasal ve
mikrobiyolojik testler ile birlikte anjiografi ve bazen gerekli goriilmesi halinde
leptomeningeal biyopsi gibi yOntemlerle tani konulur (26,27). Muhtemel

kardiyoembolizm ve genis arter aterosklerozu ekarte edilmelidir (26).

5- Sebebi Belirlenemeyen Etyolojiler: Detayli inceleme yapilmasina ragmen
nedeni saptanamayan serebral infarktlar ve yeterli arastirma yapilamayan vakalar bu
grup i¢cinde degerlendirilir. Ayrica yapilan incelemelerde birden fazla etiyolojik

neden saptanan vakalar da bu gruba dahil edilmistir (26,27).

2.1.5. inme Risk Faktorleri

Koruyucu ve sagaltict hekimlik acisindan inme risk faktorlerinin saptanmasi
biiyiik énem tasimaktadir. inmede risk faktdrleri multifaktdriyel bir siirec olmakla
birlikte (32) aterogenezde rol oynayan patolojiler ile bliyiik 6lgiide Ortiismektedir.

Degistirilebilir ve degistirilemeyen olmak iizere baslica iki gruba ayrilir (Tablo3).



Tablo 3. Inme Risk Faktorleri

Degistirilemeyen Degistirilebilir Faktorler
Faktorler
Kesinlesmis Kesinlesmemis/ Yeni
Faktorler Risk Faktorleri
Yas HT Asir1 Alkol Kullanimi
Cinsiyet Diabetes Mellitus, Obezite
Irk, Etnik Koken Hiperinstilinemi, Fiziksel Inaktivite
Herediter, Ailesel | Glikoz Intolerans: Beslenme Aligskanliklar1
Ozellikler Kalp Hastaliklar Hiperhomosisteinemi
Hiperkolesterolemi, Oral Kontraseptif
Hiperlipidemi Kullanimi
Gegici Iskemik Ila¢ Kullanim1 ve Madde
Atak (TIA) Bagmlilig
Asemptomatik Migren
Karotis Stenozu Fibrinojen Eksikligi
Hiperkoagiilabilite
Enflamasyon (Fibrin
olusumu ve Fibrinoliz,

Antikardiyolipin Antikorlar1)

Degistirilemeyen Risk Faktorleri;

a) Yas: Yas ilerledik¢e inme riskinin arttigi bilinmektedir (26). SVO genel

olarak yasli niifusta goriilen bir hastaliktir ve olgularin %75'1 65 yas ve tizerindedir.

Elli bes yasindan sonraki her 10 y1l i¢cin inme orani ikiye katlanmaktadir (33).

b) Cinsiyet: inme kadinlara gore erkeklerde daha fazla goriilmektedir. Ancak,

kadinlarda inme nedenli 6liim hiz1 daha yiiksektir (26,34). Her 10 yas artigla inme,
kadinlarda 1,93 kat artarken erkeklerde 1,66 kat artmaktadir (34).

¢) Irk: inme insidansi, beyazlara oranla zencilerde, Cinlilerde ve Japonlarda

daha yiiksektir (26).

d) Aile Oykiisii: Aile dykiisiiniin risk faktorii olusunda cesitli etmenler rol

oynamaktadir. Bunlar; benzer yasam tarzlari, beslenme aligkanlhiklar1 ve bazi

herediter 6zellikler olabilir (26).

Degistirilebilir Risk Faktorleri;




a) Hipertansiyon: Tim inme tipleri i¢in birincil risk faktoriidir, degisik
faktorlerle hemorajik ya da iskemik inmeye neden olmaktadir (26). Hipertansiyon,
endotel disfonksiyonuna neden olarak endotelin lipoproteinlere geg¢irgen hale
gelmesini saglar ve boylece ateroskleroz olusumuna katkida bulunur (35). Hastalarin
sistolik kan basinc1 160 mmHg, diastolik kan basinc1 90 mmHg iizerinde oldugunda,
rolatif inme riskinin 4 kat arttig1 diisiiniilmektedir (34). Inme riski; kan basmci 130-

139/85-89 mmHg olanlarda 1,5 kat artmustir (36).

b) Diyabetes Mellitus (DM): Diyabet iskemik inme riskini 2-6 kat artirirken
ISK riskini degistirmez (27,37). Diyabeti olan hastalarda, uzun siireli sik1 kan sekeri
kontroliiniin mikrovaskiiler komplikasyonlarda azalma sagladigi ancak inme riskinde
bir azalma olmadig1 saptanmustir (38). Bir calismada, gecici iskemik atak ve vaskiiler
inme risk faktorleri karsilastirilmis ve diyabet hastaliginin inme grubunda anlamli

olarak yiiksek oldugu bulunmustur (39).

c) Kalp Hastaliklar: Iskemik inmelerin %20 sinin nedeni kardiyak
embolilerdir. Ozellikle genglerde kriptojenik inmelerin %40’inda potansiyel bir
kardiyak emboli kaynagi vardir. Miyokard infarktiisii (MI), orta yas iistiinde en sik
goriilen kardiyoemboli nedenidir. inme gelisme riski MI’den sonraki ilk 2 hafta
icinde en yiiksek degere ulasir. ileri yaslarda ise emboli riskinin en énemli nedeni
non valviiler atrial fibrilasyondur (26). Retrospektif ¢calismalarin meta analizinde 55
yasin altindaki kriptojenik inmeli hastalarda patent foramen ovale (PFO) prevelansi,

nedeni bilinen inmeli hastalara gore 6 kat daha fazla bulunmustur (40).

d) Hiperlipidemi: Ulkemizde 40 noroloji merkezinin katildig1 bir calismada,
3100 inme vakasinin hastane tabanlar1 verileri incelenmis ve hem hemorajik hem de
iskemik inmede hiperkolesteroleminin bagimsiz bir risk faktérii oldugu
gosterilmistir (41). HDL kolesteroliin 35 mg/dl altinda olmasi ateroskleroz igin
bagimsiz bir risk faktoriidiir. HDL kolesterol diisiikliigii ile birlikte TG seviyelerinin
yiliksek olmas1 kardiyovaskiiler hastalik agisindan bir risk faktoriidiir (42). Diistik
HDL kolesterol diizeylerinin rekiirren inme ile iliskili oldugu SPARCL ¢alismasinda
bildirilmistir (43).

e) Sigara: Sigara; karbon monoksit diizeylerini artirarak endotel

disfonksiyonuna neden olur. Ayrica fibrinojen seviyesini artiwrir ve trombosit
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aktivasyonuna yol acarak koagiilasyona zemin hazirlar. Iskemik inme risk
faktorlerinin arastirildigi bir ¢alismada, sigara icmeyenlere gore sigara igenlerde 1,8
kat artmis olarak bulunmugken, sigara birakildiktan 5 yil sonra bu risk igmeyenlerle

ayni diizeye inmektedir (26).

f) Karotis Ufiiriimii ve Asemptomatik Karotis Stenozu: Stenozun derecesinin
artmastyla inme riski de ylikselmektedir (26). %75’in altinda darligi olan
asemptomatik hastalarda inme riski %1’ den azdir. Ancak %75 ve {izerinde olan
darliklarda bu oran %2 ile 5 arasinda degismektedir. Risk semptomatik yani gecici
iskemik atak ve/ veya inme geciren olgularda ilk yilda % 10 iken takip eden ilk 5
yilda bu oran %30-35 lere kadar yiikselmektedir.

g) Gegici Iskemik Atak ve Tamamlanmamis Inme: Inmelerin tiimii i¢in dnemli
bir risk faktoriidiir (44). Inme riski gegici iskemik atak geciren hastalarda ortalama

%A4'tlr (43).
Kesinlesmemis Risk Faktorleri;

a) Obesite: Viicut kitle indeksi >30 kg/m? olan hastalarda ve 6zellikle
erkeklerdeki abdominal obezitenin inme riskini 1.75- 2.37 kat artirdig1 saptanmistir

(26).

b) Alkolizm: Bir alkolik epizodun yada kronik alkol kullaniminin 6zellikle
hemorajik inmelerde olmak iizere tiim inmelerde onemli bir risk faktorii oldugu

bildirilmistir (26).

c¢) Hiperhomosisteinemi: Homosistein diizeyi yliksek olan hastalarin
homosistein diizeyi diisiik olan hastalar ile karsilastirildigt Framingham
calismasinda; rolatif inme riski orani, homosistein diizeyi yliksek olan hastalarda

1,82 olarak bulunmustur (26).

d) Fiziksel Inaktivite: Her giin en az 30 dakika yapilan orta diizeydeki bir

fiziksel aktivitenin inme riskini azalttig1 tespit edilmistir (45).

e) Hormon Tedavisi: Yapilan prospektif ve kontrollii ¢alismalarda; oral
kontraseptif kullanan hastalarda kullanmayanlara gore iskemik inme riskinin goreceli

olarak 5-26 kat arttig1, subaraknoid kanama (SAK) gecirme riskinin ise 3-6 kat artt1g1
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gosterilmistir (26). Hormon replasman tedavisi yapilan kadinlarda, aterotrombotik
inme riski 2,6 olarak bulunmustur (26), ancak daha sonra yapilan caligmalarda bu

dogrulanamamaistir (46).

f) Madde Bagimhiligi: Bagimlilik yapict madde kullaniminin (kokain, eroin,
amfetamin gibi) hemorajik ve iskemik inme sikligin artirdig1 bilinmesine ragmen, bu
konuda yapilmis genis 6lgekli herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir. Amfetamin ve
psikostimiilan ilaglar vaskiilite neden olarak inmeye sebep olurlarken, kokain daha
cok hemorajik inmeye neden olur (47). Ve yine kokain inmeye neden olan en sik

kullanilan maddedir (31, 48).

g) Inflamasyon: Hiicreler aras1 adezyon molekiillerinin aterosklerozlu bolgede
endotel tarafindan eksprese edilmesi ve endarterektomi preparatlarinda, aktive T
lenfositler ve makrofajlarin bulunmasi, akut inflamatuar cevabm, plak
destabilizasyonu ve semptomlarin ortaya ¢ikisini kolaylastiran bir etken oldugunu
diistindiirmektedir. Lokosit sayisi ilk kez miyokard infarktiisii veya iskemik inme i¢in
sigaradan ve diger vaskiiler risk faktorlerinden bagimsiz bir risk faktorii olarak meta
analizlerde gosterilmistir. Notrofil sayis1 6zellikle artmis risk ile en iligkili olanidir.
Yapilan c¢aligsmalarda, o6zellikle rekiirren olaylarda bir hafta Oncesinde lokosit

sayisinda artis oldugu saptanmistir (32).

h) Fibrinojen Yiiksekligi: Karotid arter stenozu ve tekrarlayan inmelerde bir

risk faktérii oldugu belirtilmistir (33).

i) Hiperkoagiilabilite: Protein C, protein S, anti-trombin III eksikligi, faktor V
Leiden mutasyonu, protrombin 20210 A mutasyonu ve antifosfolipid antikor
pozitifligi gibi hiperkoagiilabiliteye neden olan trombofililerde daha c¢ok vendz

trombozlar goriilmekle birlikte iskemik inmelerde ortaya ¢ikabilir.

2.1.6. Fizyopatoloji

Serebral kan akimmmmn otoregulasyonu, kan basinct ve kafa i¢i basing
degisiklikleri karsisinda beyin kan akiminin kesintisiz, sabit, fizyolojik diizeylerde

siirdiirilebilmesini saglar (49). Otoregiilasyon sayesinde, ortalama arteryel basincin
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50- 150 mmHg arasindaki degerlerinde serebral kan akimi oldukcga iyi bir sekilde

korunmus olur (26).

Beyin damar tikanikliklarinda iskemik bolgenin merkezi periferdeki alanlara
gore daha fazla etkilenmektedir. Iskemik alanda 3 ayr1 komponent tanimlanmistir
(50). iskeminin merkezinde yerlesen, geri doniisiimsiiz hiicre hasar1 ve hiicre
Olimiiniin meydana geldigi ‘kor’ bdlgesi, bu bolgenin hemen periferinde bulunan ve
reperflizyonun saglanmasi halinde kalic1 hasar gelismeden kurtarilabilme 6zelligine
sahip olan ‘penumbra’ ve penunbranin disindaki alan ise ‘oligemi’ bolgesi olarak
adlandirilir (50). Penumbra ilk defa 1981 yilinda Astrump ve arkadaslar1 tarafindan
tarif edilmistir (51).

Penumbra, iskeminin siire ve siddetine baglh olarak iskeminin infarkta dogru
ilerledigi dinamik bir siirectir. Penumbra, bir anatomik lokalizasyonu tanimlamaz
(52). Iskemik bolgedeki dokunun iskemiden nasil etkilenecegi iskeminin siiresine ve
siddetine baghdir (53). Serebral kan akimmin 5 ml/100gr/ dk oldugunda 30 dakika
sonra, 10 ml/100gr/dk oldugunda 3 saat, 15 ml/100gr/ dk oldugunda 3.5 saat, 18
ml/100gr/ dk oldugunda ise 4 saatte infarkt gelismektedir (54).

Genellikle, inme baslangicindan saatler sonra, iskemik penumbra bu progresif
olaylardan etkilenir. iskemik beyin bdlgelerinde otoregiilasyon mekanizmas: bozulur
ve sonu¢ olarak penumbradaki kan akimi, sistemik arteryel basinca ve kan
vizkozitesine bagimli hale gelir. Boylece, sistemik arteryel basingtaki azalma
iskemik bolgenin genislemesinde 6nemli bir artisa neden olabilir (26).

Akut iskemik inmenin noropatogenezinde fokal hipoperflizyon, eksitotoksite,
oksidatif stres, kan-beyin bariyerinin bozulmasi, mikrovaskiiler hasarlanma,
hemostaz, post iskemik inflamasyon ve apopitozis yer alir. Iskemik kaskad saatlerce

veya gilinlerce devam eder (3).
2.1.7.Noropatogenezde Rol Alan Mekanizmalar (Sekil 1):
1- Serebral Hipoperfiizyon: Normal sartlarda 50-55 ml/100gr/dk diizeyinde

olan serebral kan akimi, ndronlarin ve diger serebral hiicrelerin fonksiyonlarinin

kesintisiz olarak devam etmesi i¢cin hassas bir regiilasyonla sabit tutulur (26).
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Kortikal serebral kan akimimnin global olarak 20 ml/100gr/dk diizeylerine diismesi
biling kaybma ve elektroensefalografide dalga frekansinda azalmaya neden olur.
Ancak hiicre 6liimii olmadan bir siire daha bu durum tolere edilebilir (49). Kan akimi
18 ml/100gr/dk ya distiigiinde ise iyon homeostazisi tehlikeye girer ve noronlar
anaerobik mekanizmalar1 kullanarak canliliklarmi siirdiirmeye calisirlar (55). Kan
akimi 10 ml/100gr/dk nm altina distiigiinde hiicre zar1 biitlinliigli tamamen
kaybolarak kalsiyum hizla hiicre igine gecer ve geri doniislimsiiz hiicre hasar1

gergeklesmis olur (49).

Hipoperflizyon; tromboz, trombo veya kardiyak emboli, rolatif hipoperfiizyon
gibi farkli nedenlerle olusabilir. Cogu olguda neden, biiylik servikal veya
intrakraniyal arterlerin aterotrombozudur. Diger etyolojiler ise kii¢iik penetran
arterlerin tikanmasi (lakiiner inme), arterit, arteryel diseksiyon, degisik genetik ve
hematolojik hastaliklardir (3). Tim infarktlarin yaklasik %99’u trombotik ya da
embolik olaylarin sonucunda gelisir ve hemen hepsi arter okliizyonu sonucunda
olusur. Bazen infarkt lokal vazospazm, bir aterom plagi i¢ine kanama yada bir

damarin distan basiya ugramasi sonucunda olusabilir (30).
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Sekil 1. Noropatogenezde rol alan mekanizmalar (3)

2- Hiicresel Biyoenerjik Yetmezlik: Lokal hipoperflizyon sonrasinda enerji
bagimli iyon transport pompalar1 hizla bozulur ve noronlar depolarize olmaya baslar.
Somatodendritik ve presinaptik voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 aktive olarak
eksitator aminoasitler ekstraselliiler alana gecer. Ayrica enerji bagimli presinaptik
eksitator aminoasitlerin geri aliminin gecikmesi sonucunda ekstraselliiler alanda

glutamat diizeyi artar (3). Fizyolojik kosullarda hiicreler fazla Ca*?’

u atarak hiicre i¢i
Ca'? artigin tolere ederler. Ancak enerji azlig1 durumlarinda, pompa ve sekestrasyon
mekanizmalar1 ¢alisamaz hale gelir ve hiicre i¢inde biriken Ca*? seviyesindeki ani
artiglar lipazlari, proteazlar, endoniikleazlar1 aktive ederek serbest radikal
olusumuna neden olurlar ve noronal 6liimii tetikleyebilirler (52). Proteolitik enzimler
plazma zarmin ve hiicre iskeletinin yikilmasina neden olurlar. Immun sistem
hiicrelerin aktivasyonunu takiben hiicre i¢inde artan kalsiyum, fosfolipaz A2 yi

aktive ederek arasidonik asit kaskadmi baslatmis olur (49). Bu dongiide arasidonik

asit siklooksijenaz yolu ile tromboksan A2 ve prostoglandinlere metabolize olurken,
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lipooksijenaz yolu ile 16kotrienlere metabolize olur (49). Siire¢ serbest radikal ve
lipid hidroksiperoksidlerin yapimiyla kisir bir dongii i¢ine girer ve bu sayede noron

olimii gergeklesir (56).

3- Eksitotoksisite: Glutamat ve aspartat major eksitator aminoasitler olmakla
birlikte santral sinir sisteminin primer eksitator norotransmitteri glutamattur.
Watkin’s ve arkadaslar1 farmakolojik ve elektrofizyolojik metodlar kullanarak
spesifik glutamat agonistleri olan 3 farkl reseptor alt tipi oldugunu bulmuslardir.
Bunlar; N-metil-D-aspartat (NMDA), amino-3-hid- roksi-5-metiloksazol-4-
propiyonik asit (AMPA) ve kainik asite duyarhidirlar (49). Genel olarak, eksitotoksik
hiicre olimii akut ve gecikmis olmak iizere ikiye ayrilir. Buna gore akut
eksitotoksisite, dakikalar veya saatler icerisinde olusan ve hiicrenin sodyum, klor ve
su alarak sismesi sonucunda lizisin gerceklestigi bir siirectir. Gecikmis
eksitotoksisite ise; kalsiyum bagimli NMDA reseptorii araciligiyla hiicrenin 16-24
saat i¢cinde Oliime gitmesi olarak tanimlanir. Eksitotoksinlere maruz kalan
mitokondriye biiylik oranda kalsiyum gegisi olur ve bu gecisin enerji eksikligi,
sitokrom ¢ salimimi ve artmig siiperoksit salmimi araciligi ile hiicre Slimiini

tetikleyebilecegi diisiiniilmektedir (57).

4- Oksidatif Stres: Serbest radikaller normal fizyolojik kosullarda da rol
oynarlar. Bir ¢ok hiicresel enzim ve tasima sisteminde smirli miktarda ara iiriin
olarak olusan serbest radikaller, fizyolojik kosullarda biyolojik korunma
mekanizmalar1 ile ortamdan uzaklastirilirlar; SOD, GSH-Px ve KAT gibi enzimlerle

zararsiz hale getirilebilirler (52).
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Sekil 2. Serbest radikallerin olusumu ve detoksifikasyonu (58)

Endojen hiicresel antioksidan mekanizmalarin asildigi durumlarda oksidatif
stres meydana gelir (52). Serbest radikaller serebral kan akimini etkileyerek NO ile
stiperoksitin etkilesmesi sonucunda CO2’ye olan vaskiiler yanitin gecikmesine neden
olurlar ve vazodilatasyon olusmaz. Aksine vazokonstriksiyon yaparlar. Buna ilaveten
platelet agregasyonunu arttirirlar (2). Post iskemik dokularda major serbest oksijen
radikalleri kaynagi ksantin oksidaz enzimidir. Bu enzim, reperflizyon sonrasinda

molekiiler oksijeni kullanarak hipoksantini ksantine gevirir (59).

Baglica serbest oksijen radikalleri siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil

radikalleridir.

Superoksit Radikali (O>): Oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur
(60) (Sekil 2). Siiperoksit radikali, hidrojen peroksit olusumunda primer radikaldir
3.

Stiperoksit radikali kendisi direkt olarak fazla zarar vermeyen bir serbest
radikaldir. Asil 6nemli olmasmin nedeni, hidrojen peroksit kaynagi ve gecis metal
iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir (58). Siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit
zayif reaktiflerdir ve dokularda direkt hasar olusturmazlar. Demir gibi maddelerin

varliginda daha giiclii reaktiflere doniiserek hiicre hasarmi artirirlar (59).
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Hidrojen peroksit Radikali: Stperoksit dismutaz serbest radikal hasarina kars1
koruyucu bir enzimdir ve oksidan hasar ile birlikte artan sgperoksit SOD sayesinde
hidrojen peroksite indirgenir (60). (Sekil 2). Siiperoksit radikali tiretildigi bolgelerde
kalirken hidrojen peroksit aksine membranlar1 gecerek sitozole diffiize olur ve uzun
omiirlii bir oksidandir. Siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici
radikal olan hidroksil radikaline yikilabilir. Hidrojen peroksit ayn1 zamanda serbest
demir ile de reaksiyona girebilme potansiyeline sahiptir. Bu reaksiyonun sonucunda

demir okside olurken hidroksil radikali ortaya ¢ikar (58).

Hidroksil (OH) Radikali: hidroksil bilinen en reaktif radikaldir. Gegis
metallerinin varhiginda hidrojen peroksit toksik hidroksil radikaline doniisiir (58)

(Sekil 2).

Yiiksek toksik peroksinitritin  (ONOO’) NO ve siiperoksitten olusumu
onemlidir (3) (Sekil 2). NO bazi durumlarda bir antioksidan gibi davranarak lipid
peroksidasyonunu engeller. Bununla birlikte siiperoksit diizeylerinin arttig1
durumlarda siiperoksit ile reaksiyona girerek prooksidan bir madde olan peroksinitriti
olusturur (58). NO’ e bagl hiicre dliimiinden sorumlu temel mekanizma, NO’ in

siiperoksit anyonu ile reaksiyona girmesiyle olusan peroksinitrit anyonu olabilir (52).

Serbest oksijen radikallerinin intraselliiler depolardan Ca*? salinimimni artirarak
proteinlerin denatiirasyonuna ve lipid peroksidasyonuna neden olmasi sonucunda

hiicre iskeleti ve DNA’da hasar meydana gelir (3).

5- Kan Beyin Bariyerinin (KBB) Bozulmasi: Serebral arterlerde kan akimi
kesildiginde mikrodamarlar etkilenerek KBB de hasarlanma baslar (49). iskemide;
mikrodamarlarda  gegirgenlik  bozulur, mikrovaskiiler endotelden adezyon
molekiilleri olusmaya baglar, zamanla bazal membran ve ekstraselliiler matriks
bilesenleri kaybolur ve hiicre matriks adezyonu bozulur (61). Reperflizyon ile birlikte
olan iskemide noron hasar1 tek basina olan iskemiden daha fazladir. Burada
belirleyici etmen iskeminin siddeti ve siiresidir. Deneysel hayvan modellerinde 2-3
saatlik iskemiyi takiben reperflizyon gerceklestirilen ratlarda reperflizyon
gergeklestirilmeyen ratlara gore daha fazla hasar olustugu gosterilmistir. Bu hasar
‘reperfiizyon hasari’ olarak adlandirilmaktadir (49). Bu olay trombolitik tedavi

kullaniminda belirgin kisitlamalara yol acar. Gecikmis reperfiizyon, iskemi ile olusan
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arter duvar1 ve ndrondaki hasarlarin daha da artmasina neden olur (62). Bu olaymn
patofizyolojisinde KBB nin bozulmasi énemli rol oynamaktadir. KBB yikimindaki
esas faktorlerin serebral iskemi ve reperflizyon sonrasinda ortaya ¢ikan nitrdoz oksit
ve siiperoksitin reaksiyona girmesiyle olusan peroksinitritin oldugu gosterilmistir

(52).

6- Iskeminin Indiikledigi Mikrovaskiiler Hasar: Akut iskemide, endotel hasar1
sonucunda serebral otoregiilasyon bozulur. Endotel hasar1 sonucunda, nitrdz oksit ve
prostosiklin salinimi azalirken endotelinl {iiretimi artar. Boylece vaskiiler tonus
artarak infarkt alanina olan kollateral kan akimi azalir. Bu sayede iskemik
hasarlanma daha da artar. Vazokonstruksiyonun ve otoregiilasyonun bozulmasi

penumbranin kan basinci degisikliklerinden korunamamasina neden olur.

7- Hemostazin Aktivasyonu: Endotel hasar1 sonucunda doku faktorleri kan
dolasimina gecer. Vaskiiler tikanmadan 2 saat sonra aktive plateletler mikro
damarlarda birikirler. Trombositlerden salinan tromboksan A, vazospazma neden

olur ve 10kosit migrasyonu ile de inflamasyon siddetlenir (3).

8- Iskemi Sonrast Inflamasyon: Her hasarlanmada oldugu gibi serebral iskemi
ve reperflizyon sonrasinda da néronal harabiyete neden olan inflamatuar yanit ortaya
cikar. NoOronlar, astrositler, mikroglia ve hepsinden 6nemlisi endotel hiicreleri

iskemiye yanit olarak sitokinler salgilarlar (63).

Ik olarak mikroglia ve astrositler reaktif oksijen iiriinleriyle temas sonrasi aktif
hale gelirler. Astrositler; sitokin, kemokin ve indiiklenebilen nitréz oksit semtetaz
(iNOS) salgilayarak inflamasyonu artirirlar. Iskemiden 46 saat sonra damar
duvarina 16kosit migrasyonu baslar ve daha fazla proinflamatuar mediator salinarak

penumbranin sekonder hasarlanmasi ger¢ceklesmis olur.
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Sekil 3. Serebral iskemiyi takiben gelisen inflamatuar silire¢ ve sonuglari
(64)

Iskemik beyin hiicrelerinde, inflamasyonla iliskili en ¢ok calisilmis sitokinler
TNF a, IL1, IL6 ve IL10 dur (3). Bu sitokinler ates, C-reaktif protein (CRP) ve
fibrinojen gibi akut faz reaktanlarinin artisi, lokosit agregasyonu ve hiicre adezyon
molekiillerinin saliniminda 6nemli rol oynarlar (63). Proinflamatuar sitokin artig1 ve
antiinflamatuar 6zellikte olan IL 10 diizeyindeki azalma daha biiytlik infarkt ve daha
kotii klinik ile iliskili bulunmustur (3). inflamatuar sitokinler 6zellikle IL6 ve TNF-a.
ile birlikte hiicre adezyon molekiilleri erken ndrolojik kotiilesme ve infarkt hacminde
biiylimeyle  iligskilidir. ~ Hemorajik  transformasyon  gelisiminde  matriks
metaloproteinazlar (MMP) 6nemli rol oynarlar. Ozellikle yiikksek MMP-9 diizeyleri

ile hemorajik transformasyon riski arasinda anlamli bir iligki oldugu gosterilmistir
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(63). MMP-9 ile endotel duvara yapisal destek saglayan vaskuler bazal laminanin
yikilmasi, iskeminin 2-6. saatinde baslayip reperfuzyonun 24. saatinde en yiiksek

diizeyine ulagir (65).

IL-1p (inaktif) TNF-cx
Caspase-1 ¢
IL-1p (aktif)

¢ 1

Selektinler, ICAM ve integrinler

Y

MNéatrofil adezyonu

T

Mikrovaskiler tikanmi Lokosit infiltrasyonu
sekonder iskemi Yangisal toksisite

Sekil 4. Inflamatuar kaskad ve sonuglar1 (66)

9- Iskemiyle Indiiklenen Apopitozis: Fokal iskemi olustugunda baz1 hiicreler
eksitotoksik sisme, osmotik parcalanma ve nekrozla hizla Olirken bazilar1 da
apoptotik mekanizmalarla yavas yavas Olmektedir. Baz1 hiicrelerde ise oOzellikle
apopitoz ve nekroz birlikte gozlenmektedir. Cok kisa stireli (10-20 dk) iskemiden
sonra dokuya kan saglandiginda, néronlar canliliklarim1 baslangigta kazansalar da
yaklasik 3 giin i¢inde yavas yavas Oliirler. Bu durum ‘gecikmis hiicre oliimii’ olarak
adlandirilir (52). Gecikmis hiicre 6liimii, hiicre igine NMDA reseptorleri ile asiri

Ca*? girisi sonucu gerceklesir. Fospolipaz A, kalpain gibi Ca™ bagimli enzimlerin
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aktivasyonu ve serbest radikal olusumu gecikmis hiicre 6liimiine yol agar (52).

C. glegans Memeliler D melanogaster
EGL-1 Bik Bak Bax dBOK

\ 1/ 1

Eeod Bod 23
|

1 1

CED-4 Apaf-1 ~ Grim DARK

! ! 1

CED-3 I(aﬂ:fz-ﬂ -H.@ @,ﬁ ¢

Apopitoz Apopitoz Apopitoz

TRENDS in Genetics
Sekil 5. Apopitotik hiicre 6liim kaskad1 (49)

2.1.8. iskemi Reperfiizyon Hasar1

Yapilan ¢aligmalar beyinde iskemik hasarin 10 dakika gibi kisa bir siirede

olustugunu ve reperflizyon hasar1 i¢in 15 dakikalik bir siirenin yeterli oldugunu

gostermistir (67). Kan akimmin hizla saglanmasi, penumbra alanmnm hizla

kurtarilmasini saglayabilirse de bu durum paradoks olarak hasar1 arttirabilir.

Reperflizyon hasar1 multifaktoriyel etiyolojiye sahiptir (3). Bu etiyolojiler arasinda 4

temel mekanizma iyi bilinmektedir. Bunlar; hidrostatik hasarlanma, immun sistem ve

22



platelet kaynakli mediatorlere bagli zedelenme, peroksinitrit olusumu ve

eksitotoksisitedir.

a) Hidrostatik Zararlanma: Iskemi noral dokular ile birlikte yapisal biitiinliik
ve direnci bozarak reaktif vaskiiler yatagin da hasarlanmasina neden olur.
Reperfiizyonla birlikte artan intravaskiiler basing vazokonstriiksiyon yapilamamasi
nedeniyle  dengelenemez. Bu durum reperfiizyon sonrasinda ortaya ¢ikan

intraserebral kanamanin ana sebebini olusturur (1).

b) Immiin Sistem Hiicreleri ve Platelet Kaynakli Mediatérlere Ikincil
Hasarlanma: Lokositler; reperflizyon hasari, endotel hasari, kiigiik damarlarin
tikanmasi, KBB’nin bozulmasi ve inflamasyonda 6nemli rol oynarlar. Plateletler ise
reperflizyon hasar1 esnasinda oksidatif stres tirlinlerinin aciga ¢ikmasima katkida
bulunarak inflamasyonun alevlenmesine neden olan biyokimyasal mediyatorleri

sentezlerler (3).

¢) Nitréz Oksite Ikincil Zararlanma: Nitrdz oksitin ge¢ ama uzun siireli artis1
iskemi sonras1 24-72 saatte ortaya ¢ikar ve nitroz oksit sentezi ile ilgili 3 temel
izoenzim vardir. Bunlar; endotelyal (eNOS), noronal (nNOS) ve indiiklenebilir
(INOS) tur. Bunlar arasinda inflamatuar siire¢ ile iliskili olan iNOS olup nitrdz oksit
aracilt hasara katkida bulunur. Sadece dolasimdaki astrosit, mikroglia ve lokositler
INOS ekspresyonu yapabilirler (49). Beyinde iskemi sonrasinda olusan NO
peroksinitrit olugsmasma katkida bulunarak DNA hasarina neden olur (68).
Peroksinitrit ayn1 zamanda iskemik beyin dokusunda olusan kan beyin bariyeri

bozuklugunun temel nedenidir (3).

d) Eksitotoksisite: Asir1 glutamat salimimina bagh gelisen eksitotoksisite,
serebral iskemide en 6nemli ndron 6lim mekanizmalarindandir (1). Eksitator
norotransmitter toksisitesi baslica 2 sathadan olusur. ‘akut sisme ve geg
dejenerasyon’. Akut degisiklikler hemen daima néronun depolarize olmasiyla baglar.
Sonug olarak olusan elektrokimyasal ¢ekim nedeniyle hiicre disindaki klor hiicre

icine girer ve bunu iyon dengesinin siirdiiriilebilmesi igin bir katyon (siklikla Na")
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girisi izler ve siire¢ hiicre sismesiyle sonuclanir. Hiicre icine asir1 Ca™ girisiyle
ikinci faz baslar (56). Glutamat hem NMDA grubu voltaj bagimli Ca*? kanallarin
acik tutarak hiicre ici Ca™ konsantrasyonunun hizla yiikseltir, hem de ikincil
mesajcilar  yoluyla NOS enzimini arttirarak penumbradaki  néronlarin

dejenerasyonuna neden olur (1).

2.2. Transient Reseptor Potansiyel (TRP) Kanal Ailesi

TRP kanal st ailesi memelilerde bulunan, voltaj bagimli olmayan, kalsiyum,
sodyum ve potasyuma gecirgen, katyon kanallaridir (69). TRP proteini ilk defa
Drosophila Melanogaster tiirii sirke sine8i fotoreseptdrleri tiizerine yapilan
arastirmalar sirasinda kesfedilmistir (70, 71). TRP mutant genindeki eksik proteinin,
Ca'? iyonunun hiicreye baslica giris yollarindan biri olabilecegi sonucuna varilmigtir

(72).

TRP kanallar1 dokunma, duyma, tat alma, gorme, termal hassasiyet gibi
duyularin algilanmasinda ¢ok Onemli bir role sahiptir. Genel olarak N-terminal,
transmembran bolgesi ve C-terminal olmak iizere 3 ana bolgeden meydana gelmistir.
Tekrarlanan ankrin ve coiled-coil (cc) diye adlandirilan yapilar N-terminal {lizerinde
bulunurken, TRP homoloji ve enzimatik Nudiks boks segmentleri C-terminal bolgesi
iizerinde yer almaktadir. C-terminal bolgesinde enzimatik bir bdlge bulunmasi ayni
zamanda kanal vazifesi gormesi nedeniyle ‘chanzyme’ olarak da
adlandirilabilmektedirler. Iyonlarm bir taraftan digerine gecisi, transmembran

bolgesindeki bes ve altinci segmentler arasindan gerceklesmektedir (Sekil 6)
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domains PLIK kinase

Ca2-l- K=

Sekil 6. TRP Kanallarinin hiicre zarindaki yerlesimi ve gecirgenligi

TRP kanallar1 insan ve fareler gibi omurgalilar disinda sinek ve solucan gibi
hayvanlarda da bulunmaktadir (73). TRP kanallar1 sekans smiflandirmasmna gore
yedi alt aileden olusmaktadir. Bu alt ailelerden alt1 tanesi; canonical veya klasik tip
olarak adlandirilan (C), wvanilloid reseptor (V), melastatin (M), ankrin (A),
mukolipin (ML) ve polisistin (P) memelilerde bulunurken sadece omurgasizlarda

bulunan ve TRP bdlgesi icermeyen TRPN, memelilerde bulunmamaktadir (Sekil 7).
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Sekil 7. TRP ailesi

2.2.1.TRPV1

TRPV1, ilk olarak goriintiileme temelli kalsiyum ekspresyon metodu ile ortaya
konulmustur (74). Kapsaisin ( ac1 biber ekstresi), vaniloid bilesikleri, asidoz ve
sicaklik (43>C) tarafindan aktive edilir. Ayrica hiicre membran depolarizasyonu ile
de aktive olabildigi gosterilmistir (75,76). Anandamid, TRPV1 kanallarinin
aktivitesini diizenler ve endojen bir CB reseptor agonistidir (77). Ayrica TRPV1 in,
hiicre Oliimii/ yasam siiresinin belirlenmesinde, nodronal hiicre tiplerinin
farklilagsmasinda, noral prekiirsorlerin proliferasyonunun diizenlenmesinde rol

oynadig1 gosterilmistir (78).
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Sekil 8. TRPV1 kanali ligandlar:

TRPV1, sinirli kalsiyum selektivitesi olan nonselektif bir katyon kanali
proteinidir. Temel olarak tetramerik homomer yapisinda olup 6 adet transmembran
segmenti igerir (79). Reseptor aktivitesi protein kinaz A, C ve fosfolipaz C gibi
cesitli intraselliiler sinyal proteinleri tarafindan module edilir (80). Inflamatuar
mediyatorlere ve proinflamatuar sitokinlere (bradikinin, serotonin, histamin vb.)
duyarhdir (81). TRPV1 proteini, ATP bagimli fosforilasyon ile aktive olurken

defosforilasyon ile inaktive olur (82).
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Sekil 9. TRPV1 kanalinin molekiiler yapisi ve agonistleri

2.2.2 TRPV1 Ekspresyonu ve Fonksiyonlar :

TRPVI1, esas olarak dorsal kok ganglionlarinin afferent nosiseptorlerinde,
trigeminal ve nervus vagusun kaudal gangliyonu olan nodosa gangliyonunda bulunur
ve termal uyaranlar ile zararli kimyasallarin saptanmasinda 6nemli rol oynar (83).
TRPV1 kanal aktivasyonu, duysal néronlarda kalsiyumun hiicre i¢ine gecisine neden
olarak substans P, kalsitonin gen related peptid (CGRP) ve glutamat gibi
noropeptidler ile proinflamatuar sitokinlerin gegisini artirr ve bodylece periferik
sinirlerden santral sinir sistemine agr1 sinyali iletilmis olur (84). Yapilan ¢alismalarda
TRPV1 in epitelyal hiicreler, makrofajlar, mast hiicreleri, notrofil, diiz kas hiicreleri
ve fibroblast gibi noronal olmayan dokularda da oldugu saptanmistir (85). TRPV1 ,

hipokampus ve striatum dahil bir ¢cok beyin bdlgesinde dnemli fonksiyonlara sahiptir

28



(86).  Calismalar, periakuaduktal gri madde gibi agr1 transmisyonunda ve
modiilasyonunda etkili olan bolgelerde TRPV1 in daha fazla eksprese edildigini
gostermistir (87). TRPVI1, glutamat salinuin1 kontrol ederek sinaptik transmisyona
yardimc1 olur (74). TRPVI1 aktivasyonu sonucunda  periferde serbest sinir
uclarindan (74), santralde ise bazal gangliyonlar, hipotalamus, periakuaduktal gri
madde ve hipokampusta glutamat saliniminda artis meydana gelir (88,89). GABA
erji sistem ise TRPV1 aktivasyonundan etkilenmez (90). Hipokampusta hafiza ve

ogrenmede rol oynadigi gosterilmistir (91).

TRPV1 in sadece fizyolojik olaylarda degil ayn1 zamanda inflamatuar barsak
hastaliklar1 (92), migren (93), otoimmun diyabet (94) ve obezite (95) gibi patolojik

siireclerde de arttig1 gosterilmistir.

TRPV1 ekspresyonu biiyiime faktorlerinin varligma veya yokluguna bagh
olarak degisir. Ozellikle, ndronal biiyiime faktdrii (NGF) ve glial hiicre kaynakli
norotrofik faktdor (GDNF) dorsal kok gangliyonlarinda TRPV1 ekspresyonunun

diizenlemesinde 6nemli rol oynarlar (96).

2.3. Hipokampus

Hipokampus bir gri cevher tabakasi olup, lateral ventrikiiliin alt boynuz tabani

boyunca uzanir. Filogenetik olarak en eski beyin kisimlarindandir.

Hipokampusa tiim duyularla ilgili dogrudan yada dolayl olarak cok sayida
afferent lif gelir. Bu duyular forniks yoluyla hipokampusu terk eder. Miyelinli
liflerden meydana gelen forniks; talamus, hipotalamus ve septal sahada sonlanir. Bu

da hipokampus ile subkortikal alanlar arasindaki ¢esitli devrelerin varligini gosterir.

Hafiza ve Ozellikle de kisa siireli hafiza iizerinde rolii olan hipokampusun

yoklugunda, verbal veya sembolik anilarin saklanmasi miimkiin olmayacaktir.

Yakin hafiza olarak tutulan bilgilerin saglamlastirilmast uykunun REM sathasinda
meydana gelir. Bu safthada, hipokampusa isaret eden serotonerjik rafe nukleuslar: ak-
tiftir. (97). Hipokampus; uzun siireli bir sinaptik iligki tiirii olan LTP (long term
potentiation) ve iskemiye secici duyarlilik gibi konularda oldukca dikkat ¢eken bir
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yapidir. Ayrica hipokampusun bir diger 6zelligi de hipereksitabilitesidir. Ornegin
hafif elektriksel uyarilar, hipokampus bdlgelerinde uyar1 kesildikten sonra saniyeler
siiren lokal epileptik ndbetlere neden olur. Bu da hipokampusun normal kosullarda

bile uzun siiren sinyaller yaydigmni gosterir (98).

2.4. Kaspaz Sistemi

Yapilan calismalar, kaspaz adi verilen intraselliiler proteazlarin apoptosisin
gerek direkt, gerekse indirekt morfolojik ve biokimyasal degisikliklerinden sorumlu

oldugunu gostermistir.

Kaspazlar apoptotik hiicre oliimii siirecinde 6nemli rol oynayan sistein-
proteaz grubu enzimlerdir. Kelime olarak "Cysteine Aspartate Specific ProteASEs-
CASPASE" olarak tiiretilmistir. Hiicre 6liimii sirasinda meydana gelen pek g¢ok

selliiler ve morfolojik degisimler, bu enzimlerin rolii oldugu gosterilmistir (99).

Kaspaz-1, kaspaz ailesinin prototipidir ve dnceleri prointerlokin-1-betanin
biyolojik aktif formuna doniisiimiinden sorumlu, ICE (interlokin-1-beta doniistiirticii
enzim) olarak da adlandirilan, bir sistein proteaz olarak tanimlanmistir (100).
Memelilerde en az 14 kaspaz tanimlanmistir. Filogenetik analiz sonucunda gen
ailesinin ICE (kaspaz-1) ile iligkili ve ced-3 benzeri olmak iizere iki subgrubu oldugu
gortliir. Proenzimlerin kisa (kaspaz 3,6,7) veya uzun prodomain barmdirmalarma

gore de kaspazlar1 daha alt gruplara ayirmak miimkiindiir.

Kaspazlar tetrapeptit motiflerini aminoasit spesifitelerine gore tanir ve p4
pozisyonundaki aminoasitlere gore ii¢ spesifik gruba ayrilir. Grup 1 kaspazlar
(kaspaz-1, 4, 5, 13) P4 pozisyonunda hidrofobik aminoasitleri tanirlar ve sitokinlerin
maturasyonuna aracilik ederler. Grup 2 kaspazlarin yegledikleri ayirma noktasi hiicre
olimi sirasindaki pek cok proteinlerde gozlenir ve bununla baglantili olarak da grup
2 kaspazlar (kaspaz-2, 3, 7) apoptosisin major efektorleri olarak bilinirler. Grup 3
kaspazlar (kaspaz-6, 8, 9, 10) ise P4 pozisyonunda alifatik aminoasitleri tanir ve grup

2 kaspazlarin aktivasyonunda gorev alir.
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2.5. Kalsiyum Sinyalizasyonu

Cevresel kosullardaki ani degisiklikler hiicre i¢in stres kaynagidir. Hiicre ic1
stres kaynaklar1 arasinda UV, 1s1 soku, radyasyon, ozmotik sok, metaller, oksidatif
stres, distik pH, glukoz eksikligi, ksenobiyotikler, iskemi, bakteriyel ve viral
enfeksiyonlar sayilabilir (101).

Cevresel ve genetik faktorler her canlinin yasam siiresini belirler. Hiicrelerin,
herhangi bir stres ile karsilastiklari zaman yasamlarim1 devam ettirebilmeleri i¢in
gerekli bazi proteinlerin sentezine son verirler ve karsilastiklar: stres ile miicadele
edebilecekleri proteinleri sentezlemeye baslarlar (102). Stres ile karsilagildiginda
yeni proteinlerin  sentezlenebilmesi icin  mRNA metabolizmasinin  yeniden

programlanmasi gerekir.

Translasyonun ertelenmesinde veya sonlandirilmasinda birgok protein rol
oynar. Bunlardan bir tanesi de stres altindaki hiicrede mRNA’larin RNA graniilleri
formuna c¢evrilmesi ile proteinlerin translasyonunun ertelenmesi yoludur (103).
Cesitli stresler ile olusan RNA graniilleri ‘processing body’ (PB) veya stres
graniiller1 (SG) olarak adlandirilir (104). Stres olimciil degil ise SG geri
dontistimliidiir. Stres ortadan kalktiginda translasyon baglar. Fakat stres uzun siireli
ve Oliimciill ise olusan SG geri doniistimsiizdiir ve hiicre 6liimii ile sonuglanir (105).
SG ve PB’ler transkripsiyon, adezyon ve sinyalizasyonda rol oynayan g¢esitli
proteinleri de igerirler. Bu nedenle SG ve PB’lerin mRNA’nin translasyonu ve
bozulumundan bagka farkli fonksiyonlarinin da oldugu disiintilmektedir (106). Stres
altindaki hiicrede mRNA’nm sitozolik graniiler forma c¢evrilmesinde ortak bir sinyal
molekiilii tetikleyici olabilir. Biitiin hiicrelerde kalsiyum homoestazi ¢ok onemlidir
ve hiicre plastisitesinden, programlanmis iicre 0liimiine kadar ¢cok genis fonksiyonlar1
diizenler (107,108). Stres ile karsilasan hiicrede kalsiyum diizeyinin yilikselmesi ile
SG olugmas1 ve bunun sonucunda translasyonun durmasi arasinda bir iliski olabilir.
Stres uzun siireli ve Oliimciil ise kalsiyum diizeyinin ¢ok daha fazla yiikselmesi
mRNA translasyonunu engelledigi icin hiicre Olimii gergeklesebilir. Hiicrenin

yasamini mikro ¢evresi etkiler. Hiicrenin degisen ¢evre kosullarina géore mRNA
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translasyonunu yeniden diizenlenmesinde kalsiyumun rolii olabilir. Hiicrede
kalsiyumun metabolizma, gen ekspresyonu, hiicre Oliimii, transkripsiyon ve
proliferasyon gibi ¢ok cesitli fonksiyonlar1 vardir (109,110). Hiicre graniilleri ile
kalsiyumun hiicredeki fonksiyonlar1 arasinda paralellik vardir. Bu nedenle hiicresel

graniillerin olusmasinda sinyal molekiil kalsiyum olabilir.

2.6. Serebral iskemide Tedavi

Serebral iskemi tedavisinde anti agregan, anti koagitilan, trombolitik, anti 6dem

ve noroprotektif tedaviler yer alir (30).

1- Akut Iskemik Inmede Antiagregan Tedavi: Akut iskemik inmede iizerinde en
cok arastirma yapilmis anti agregan ajan asetil salisilik asit (ASA) tir. Akut iskemik
inme olgularinda kontrendikasyon yoksa ve intrakraniyal kanama diglanmis ise
biitiin hastalara ASA nin rutin baglanilmasi onerilmektedir.. Akut iskemik inme

kilavuzlar1 da bu sekilde oneride bulunmaktadir (30).

2- Akut Iskemik Inmede Antikoagiilan Tedavi: Kay ve arkadaslar1 tarafindan
1995 yilinda 308 akut iskemik inmeli hastada yapilan calismada, ilk 48 saatte
baslanmak sartiyla, rekiirren inme riski diisiik doz nadroparin (diisiik molekiil
agirlikli heparin), yiiksek doz nadroparin ve plasebo tedavisi karsilastirilmistir.
Altinc1 ayda elde edilen mortalite sonuglar1 diisiik nadroparin tedavisi alan grupta
%435, yiiksek nadoparin tedavisi alan grupta %52 ve plasebo alan grupta %65 olarak
saptamustir. Rekiirren iskemik inme heparin alan grupta azalmakla birlikte hemorajik
inme oranmin arttif1 saptanmustir (26,27). Oral warfarin tedavisi diger bir tedavi

secenegidir ve dozu, INR 2,5-3 arasinda tutulacak sekilde ayarlanir (30).

3- Akut Iskemik Inmede Trombolitik Tedavi: 1skemik inmede tedavinin temel
amaci1 reperflizyonun en kisa siirede saglanmasidir (111). Trombolitik tedavi, beyin
kan akimim yeniden saglamayr amaglar. Trombolitik tedavide plazminojen
aktivatorleri kullanilir. Insan ve hayvanlarda trombolitik tedavi amaciyla cesitli
ajanlar kullanilmis olup rtPA (recombinant tissue Plasminogen Activator),
streptokinaz, trokinaz  bunlardan en sik kullanilanlaridir (26,27). En etkin

trombolitik ajan olan alteplazinin ilk 3 saatte kullanilmas1 dnerilmektedir (112).
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Inmenin basladig1 siire ile trombolitik tedaviye baslama arasindaki siire
uzadik¢a tedaviden elde edilen basari orani azalir (26). Donanimli bir hastaneye
basvurabilen ve trombolitik tedavisi tamamlanabilen hasta orant % 5 tir (113).
Hayvan modellerinde yapilan ¢alismalarda plazminin, tromboliz ve kanama
acisindan plazminojen aktivatorlerinden hemostatik gilivenilirlik acisindan daha
giivenilir oldugu gosterilmistir. Plazmin trombiis i¢ine tromboliz i¢in gerekli dozdan

cok daha yiliksek dozlarda uygulansa bile tolere edilebilmektedir (114).

4- Noroprotektif Tedavi: Noron korumadaki amag, ¢esitli ajanlarla beyinde
olusan zarar verici etkileri en kisa siirede engellemek ve reperflizyon hasarini en aza
indirgemektir (30). Akut inmede en Onemli tedavi yOntemi reperflizyonun
saglanmas1 olmakla birlikte buna néroprotektif tedavinin eklenmesi ¢ok daha faydali

olabilir (30).

2.7. Curcumin ( Turmeric)

Turmeric (Curcuma Longa) zencefil ailesinin bir iiyesi olup zerdecal yada
hintsafrani olarak ta bilinmektedir. Ik kez Vogel tarafindan 1842 yilinda izole edilen
curcumin, turmericin aktif bilesenidir. Baharatin % 2 ila 5 ini olusturur ve turmerice
karakteristik sari-turuncu rengini verir. Su icinde neredeyse hi¢ ¢Oziinmeyen
curcumin sari- turuncu renkli kristalimsi bir tozdur. 1910 yilinda Lampe ve

Milobedeska tarafindan yapisinda diferiloylmetan oldugu saptanmistir (117).

Curcuma Longa bitkisinin rizomlarndan elde edilen curcumin{l,7-bis(4-
hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene- 3,5-dione} (diferuloyl methane) gida

iirlinlerinde tatlandiric1 ve renklendirici olarak kullanilmaktadir (118,119).

2.7.1. Curcuminin Kimyasal Ozellikleri:

Polifenolik bir bilesik olan curcuminin keto ve enol formu bulunmaktadir.
Asidik olan keto formu notral sivi soliisyonlarinda ve hiicre zarinda bulunur. pH 3- 7

arasinda curcumin giiclii bir hidrojen atomu donérii iken, pH 8 in iizerine ¢iktiginda

33



enol formu hakimdir ve curcumin bir elektron donorii gibi davranir. Bu 6zellik
curcuminin antioksidan bir bilesik olmasini saglar ve antioksidan etkisinin tipik bir
mekanizmasini olusturur. Curcuminin rengi pH 7 nin lizerinde saridan kirmiziya
doner. 368. 37 g/mol molekiil agirligma ve 183 °C erime 1sisina sahiptir. Suda

¢ozlinmeyen ancak; aseton, DMSO4 ve etanolde ¢oziinen bir molekiildiir (120).

Dogal bir Curcuma Longa bitkisinde % 70-76 curcumin, % 16
demethoksicurcumin ve % 8 bisdemethoksicurcumin olmak iizere 3 temel
curcuminoid bulunmaktadir (121). Transformasyonu barsaklarda gergeklesir ve

oldukca polar renksiz transforme lriinler ortaya ¢ikar (122).

Sicanlarda yapilan bir calisma, oral yolla verilen curcuminin %60 1nin
barsaklardan emildigini ve idrarda glkuronid ve siilfat konjugatlarmin oldugunu

gOstermistir. Ayrica curcumin biiylik oranda gayta ile de atilmaktadir.

Curcuminin intraperitoneal olarak verildigi baska bir ¢aligma ise (0.1 gr/kg), ilk
olarak dihidrocurcuminin tetrahidrocurcumine transforme oldugunu ve bunlarin da
hemen monoglukronid konjugasyonuna ugradigini gostermistir (120). Curcuminin
etkin olan biyomolekiiliiniin tetrahidrocurcumin oldugu ve bu molekiiliin
mikrozomal enzimatik reaksiyonlarla metabolik aktivite gosterebilecegi One

stirtilmiistiir (121).
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Sekil 10. Curcuminin metabolitlerinin kimyasal yapis1

Son yillarda yapilan bir ¢ok calismada, artrit, diyabet, ndrodejeneratif,
kardiyovaskiiler ve pulmoner hastaliklarda curcuminin teropotik bir ajan olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir (123). Apopitotik siire¢ tizerine olan etkisi nedeniyle
antioksidan (12), antiinflamatuar (13), antikanserogenik (14) o6zellikleri oldugu
gosterilmistir. Mediyal serebral arter okliizyonu yapilarak (MCAO) gergeklestirilen
bir caligmada niikleer faktor eritroid iliskili faktor2 (Nrf-2) diizeylerini artirarak
antioksidan- detoksifikasyon sistemini diizenledigi, boylece infarkt voliimiinde ve

beyin 6deminde azalma sagladigi gosterilmistir (124).

Bu c¢alismada, ratlarda deneysel global serebral I/R modeli olusturularak
curcuminin oksidatif stres parametleri, kalsiyum sinyalizasyonu, hipokampal

apopitozis ve TRPV1 kanallar1 iizerine olan etkileri degerlendirilmistir.



3. MATERYAL-METOD

3.1. Gerec ve Yontemler

3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

1. Laminer akim kabini Jouan B41 (Fransa)

2. Hassas terazi, Scaltec SPB 32 (isvicre)

3. Sogutmali santrifiij, Kubota, (Japonya)

4. Derin dondurucu, Ugur (Tiirkiye)

5. Inverted floresan mikroskop, Zeiss, Axiovert 40CFL (Almanya)
6. Otomatik pipetler, Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)

7. pH metre, Hanna Instruments (Portekiz)

8. Manyetik karistiric, Niive (Tiirkiye)

9. CO;Inkiibatdr, Heal Force, Smart Cell (Japonya)

10. Hiicre kiiltiirii flask, Cell Star, Greiner bio-one (Almanya)

11. 96 Kuyucuklu seffaf mikroplate, Greiner Bio-one (Almanya)
12. 96 Kuyucuklu siyah mikroplate, Greiner Bio-one (Almanya)

13. Plate reader fluorescence, Infinite 200 PRO, TECAN (Avusturya)
14. Vorteks, Niive NM 100 (Tiirkiye)

15. Floresan spektrofotometre: (Cary Eclipse, Varian Firmasi, Avustralya)

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

1. Fetal Bovine Serum, Merck (Almanya)

2. DMSO(Dimethyl Sulphoxide) Hybri-Max, Sigma (Almanya)
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3. Falkon tiip (15 ml sterile polypropylene cnical bottom Screw cap tup
92159, Biolab, Macaristan)

4. Penicillin Streptomisin

5. RPMI-1640

6. 25 ecm?’lik kiiltiir kabi (25, 24cm?, Tissue culture flasks, TTP, Isvigre)
7. 75 em? kiiltiir kab1 (75 cm?, Tissue culture flasks, TTP, Isvicre)

8. Penisilin-G (100 U/ml) Streptomisin (100pg/ml), (Hyclone, USA)
9. RPMI 1640 (Hyclone, USA)

10. Dihydrorhodamine-123 (DHR-123)

11. EGTA, Merck (Almanya)

12. Triton X-100, Sigma (Almanya)

13. Fura-2 AM, Invitrogen (ABD)

14. Caspaz-3 kiti, (AC-DEVD-AMC) Sigma (Almanya)

15. Caspaz-9 kiti, (AC-LEHD-AMC) Bachem (Isvigre)

3.1.3. Hayvanlar ve I/R Modeli:

Bu ¢alismada Sprague- Dawley cinsi toplam 32 adet erkek sigan kullanilmaistir.
Sicanlar standart 151k (12 saat giin 15181 / 12 saat karanlik), 1s1 (23 °C) kosullarinda
yasatilmislardir. Tim gruplar yeteri kadar su ve yem (Korkutelim Yem, Standart
Sican Yemi) ile beslenmislerdir. Siganlar tablo 4° de gosterildigi sekilde 3 gruba
ayrilmistir.
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Tablo 4. Deney Gruplarmin Smiflandirilmas:

GRUPLAR

Grup I (n=8) Kontrol

Grup II (n=12) Iskemi+ Reperfiizyon

Grup III (n=12) Curcumin + iskemi + Reperfiizyon

Global serebral iskemi reperflizyon bazi basit degisiklikler yapilarak modifiye
Jingtao metodu wuygulanarak gergeklestirilmistir (125). Kisaca; siganlar,
intraperitoneal olarak uygulanan % 10’luk ketamin (Alfamin, Alfasan IBV.) ve %
2’lik ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV.) anestezisi altinda orta hatta boynun 6n yiiziinde
kesi ile trakeaya paralel olarak sternokleidomastoid ve sternohyoid kaslar arasindan
girilerek her iki kammon karotid arterler (CCA) ortaya ¢ikarildi. Her iki CCA;
etrafindaki kaslardan, ligamentlerden ve adventisyalarindan dikkatli bir sekilde
ayrildi. Nervus vaguslar ozenle her iki CCA iizerinden diseke edildi. Ilag
uygulanmasmdan once, 2. ve 3. gruplardaki sicanlar bilateral kammon karotid
arterler buldog klempler ile oklude edilerek 20 dakika boyunca iskemiye maruz
birakildi. ikinci ve iiglincii gruba 20 dakika okliizyon ile iskemi olusturulduktan
sonra klempler agilarak 48 saat boyunca reperfiizyon uygulandi. Cuecumin 50, 100
ve 300 mg dpzlarinda ¢ozdiriilemedigi i¢in 3. gruba curcumin 10 mg/kg/giin
dozunda, giinliik tartilp DMSO4 te ¢ozdiiriildiikten sonra her bir sigana 1 ml
hacimde olacak sekilde, reperfiizyon sonrast hemen ve 24 saat sonrasinda
intraperitoneal yol ile verildi. Es zamanlh olarak kontrol grubuna 1 ml serum

fizyolojik intraperitoneal yol ile 2 doz olarak verildi (Resim 1).
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Resim 1. Deney sirasinda uygulanan bilateral kommon karotid arter okliizyon

asamalart.

3.2. Hipokampus Hiicrelerinin izolasyonu

Hipokampus hiicreleri ratlara inhalasyon (eter) anestezisi isleminden sonra
dekapitasyon islemini takiben hi¢ vakit kaybedilmeden kafatasi ince ug¢lu makas
araciligiyla kesildi ve beyin bir biitiin halinde 3-5 ml HBSS (Hank’s Blanced Salts

Solution) soliisyonu igerisine ¢ikarild.
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Resim 2. Hipokampus hiicre izolasyon agamasi - 1

Pens yardimiyla nazik¢e tutularak bistiiri yardimiyla serebellum, beyin
dokusundan ayrild1 ve beynin frontal lobu u¢ kismindan sagli sollu 2 hemisferde
kiigiik parcalar kesildi. Bu islemi hipokampusu daha kolay ve zarar vermeden
cikartabilmek i¢in yaptik. Sonra her iki serebral hemisferi ayirmak icin ortadan
sagittal kesit atildi. Daha sonra buz akiisii iizerine konulan kagit havlu lizerine HBSS
soliisyonu dokiilerek (3-4 ml) {lizerine her bir hemisfer iglem sirasi geldiginde

konuldu ve iizerine tekrar 2-3 ml civarinda HBSS soliisyonu dokiildii.

Resim 3. Hipokampus hiicre izolasyon agamasi - 2

Sonrasinda hipokampal bdlge 2 adet pens yardimiyla nazik hareketlerle
cikarildi ve cikartilan hipokampuslar igerisinde 1ml HBSS bulunan ependorfa
yavas¢a konularak iki ucu sivri kiigiik makas yardimiyla olabildigince kiiciik

parcalara boliiniinceye kadar parcalama islemi uygulanda.

40



Resim 4. Hipokampus hiicre izolasyon asamasi - 3

Daha sonra parcalanmis hipokampal dokular 15 ml’lik Falcon tiipiine
aktarilarak son hacim 7 ml oluncaya kadar iizerine 37 °C HBSS ilave edildi ve son
hacim 10 ml oluncaya kadar da Tripsin enzimi doku homejenizasyonu saglamak
amaciyla ilave edildi.(3 ml). Yarim saat calkalamali su banyosuna her 10 dakikada
bir pipetaj yapmak lizere konuldu. Yarim saat gectikten sonra 3 kez 5’er dakika
siireyle santrifiije tabi tutularak siipernatantlar dokiildii. Dipte kalan hiicreler iizerine
5 ml HBSS eklendi. Homojen bir sekilde pipetaj hareketleriyle karistirilarak yarisi
(2,5 ml) ikinci bir 15 ml hacimli falcon tiipiine konuldu. Boéliinen bu 2,5 ml lik
tiiplerin birisine son konsantrasyon 250 uM olacak sekilde Hey konularak yarim saat
siireyle inkiibatorde (37 °C ve %5 CO) HBSS soliisyonu igerisinde bekletildi. Sonra
hiicreleri yikamak amaciyla santrifiij islemine tabi tutuldu ve siipernatant dokiiliip
IXPBS tamponu ile homojen hale getirilerek floresan boyar maddesi Fura-2-AM
maddesi ilave edilerek 45 dakika stire ile 37 °C de c¢alkalamali su banyosuna

konuldu.
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3.3. Laboratuvar Analizleri

3.3.1. Hiicre ici Ca*? Olgiilmesi

Yukarida bahsedilen izolasyon islemini takiben, boyama isleminden sonra
yikamaya tabi tutulan hiicreler 300 pul Ca*? Buffer [(mM cinsinden) NaCl, 140; KCI,
4,7, CaCl, 1,2; MgCl, 1.1; glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7.4)] solusyonu ile
sulandirildi ve floresan (siyah) plate kuyucuklarma hiicre yogunlugu (2x10°%) 3‘e
boliinecek sekilde ayrildi (126). Fura—2 AM i¢in eksitasyon dalga boylari 340 nm ve
380 nm, 505 nm emisyon dalga boylarinda fluoresan 1s1k ile uyarilmis ve kayit
almmustir. Hiicre ici serbest Ca™? iyon diizeyi [Ca'™]; degisimleri bilgisayar ekraninda
340 nm/380 nm dalga boylarindaki uyarmmlar: ile kaydedilmis ve Grynkiewicz ve
arkadaslarinin metoduna gore hesaplanmistir (127). TRPV1 c¢alismalarinda ise
uyarim kapsaisin (0.1 mM) ile yapilirken, agilan kanalim TRPV1 mi oldugunu test
etmek icin, TRPV1 antagonisti kapsazepin (0.04 mM) kullanilmistir.

Resim 5. Analizlerin yapildig1 kuyucuk okuyucu (plate reader) cihazi
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3.3.2. Apoptozis Analizi

Izole edilen hiicreler 150 ul 1xPBS ile sulandirildi. Sonra her bir ependorfta 50
ser ul olacak sekilde hiicreler 3’e boliindii. Daha sonra iizerlerine 950 pul PBS
konuldu. Pipetaj yaptiktan sonra iizerine 3-5ul apoptozis boyasindan (10 ml) ilave
edildi ve 30 dk siireyle ¢alkalama cihazina konuldu. Calkalama sonras1 3500 rpm de
5 dk santrfiij edildi ve iistte olusan siipernatant (iistte olusan hiicresiz sivi kisim)
dokiildii. Uzerine tekrar PBS eklendi ve 200ul Apopercentage Release
soliisyonundan ilave edildi. Pipetaj yaptiktan sonra siipernatant alindi ve plate
kuyucuklarimiza yerlestirerek 550 nm de Infinite 200 Pro(Avusturya) ELISA
cthazinda okundu (128).

3.3.3. Hiicre ici ROS Uretimi Tayini

Izole edilen hiicreler 150 pl PBS ile sulandirildi. Sonrasinda her bir
ependorfta 50 ser pul olacak sekilde hiicreler 3°e boliindii. Daha sonra {izerlerine 950
pl RPMI konuldu. Pipetaj yaptiktan sonra tizerine 1ul DHR123 ROS boyasindan
konuldu ve giizelce pipetaj yapild1.

Ependorflar 30 dk siireyle inkiibatére konuldu. Siire bitimini takiben 4x100 g
devirde 5 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda olusan siipernatant dokiilerek iizerlerine
300 ul PBS koyup giizelce pipetaj yapildiktan sonra plate kuyucuklarina (infinite 200
marka, Avusturya) her bir kuyucuga 100 pl olacak sekilde hiicreler boliindii. Plate
readerda florasanlar 498 nm emisyon ve 522 nm eksitasyon (uyarim) dalga

boylarinda okunmustur ve aradaki fark deger olarak belirlenmistir (129).

3.3.4. Kaspaz 3 ve 9 Enzim Aktiviteleri Tayini

Kaspaz 3 ve kaspaz 9 tamponlarinin hazirlanmasi i¢in 2,5 ml kaspaz 3 ve
kaspaz 9 un buffer ham soliisyonlarindan 15 ml lik falkon tiiplerine konuldu. Her 2
tampona da 2,5ul NP-40 (+23 °C) kimyasalindan ilave edildi, sonrasinda vortekste
karistirip floresan kaspaz DTT boyasindan kaspaz 3 ve kaspaz 9 bufferlarinin iizerine

10ul ve 2,5ul konulup giizelce vortekste karistirildi. Izole edilen hipokampal
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hiicreler 150 pl 1xPBS soliisyonuyla sulandirildiktan sonra her bir plate kuyucuguna
15 ul olacak sekilde 10 kuyucuga esit bir sekilde konuldu. Uzerine de dncesinde
hazirlamis oldugumuz kaspaz 3 ve kaspaz 9 tamponlarindan 50ul konuldu ve
sonrasinda ag¢iga cikan enzimler (infinite 200 marka, Avusturya) cthazinda 360 nm
uyarilma ve 460 nm emilme dalga boylarinda okunarak kaspaz 3 ve 9 aktiviteleri
degerlendirildi. (AC-DEVD-AMC Kaspaz-3 ve AC-LEHD-AMC Kaspaz-9 igin).

Elde edilen veriler kontrole kiyasla misli artis olarak degerlendirildi (128).

3.4. Etik Kurul izni

Calisma protokolii Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul (HADYEK) tarafindan 27 Mart 2013 tarth ve 01 karar1 ile uygun

bulunmustur.

3.5. istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [mean + standard deviation (SD)]
olarak verildi. Hipokampus sinir hiicrelerinde caligilan bilimsel degerlerin aritmetik
ortalama degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS, Windows 17.0 lisansh paket
bilgisayar programi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi. Gruplarda
istatistiksel onem varligit Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Tiim istatistiki

karsilagtirmalarda anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. SONUCLAR

4.1. Serebral iskemi olusturulan sican hipokampus hiicre ici serbest

Kkalsiyum iyon ([Ca™];) diizeyleri iizerinde curcumin ve TRPV1 kanal blokiirii

kapsazepinin etkileri.

Sekil 11. Serebral iskemi olusturulan sigan hipokampus sinir hiicrelerinde
sitozolik Ca™ diizeyleri iizerinde curcumin ve TRPV1 kanal blokiirii
kapsazepinin (CPZ ve 0.1 mM ve 30 dakika inkiibasyon) etkileri. Hiicrelerin
uyarilmas1 TRPV1 kanal aganosti kapsaisin (CAP ve 0.01 mM) ile yapilmaistur.
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20000 -
15000 -
10000 -
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0 4

iskemi+CPZ iskemi+Curcumin iskemi+Curcumin+CPZ

HUCRE i¢i SERBEST Ca*Z DUZEYi

Sekil 12. Serebral iskemi olusturulan sigan hipokampus sinir hiicrelerinde
sitozolik Ca+2 diizeyleri lizerinde curcumin ve TRPV1 kanal blokiirii kapsazepin

(CPZ ve 0.1 mM ve 30 dakika inkiibasyon) in etkileri. Hiicrelerin uyarilmasi
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TRPVI1 kanal aganosti kapsaisin (CAP ve 0.01 mM) ile yapilmistir. ap<0.001 ve
bp<0.05 kontrol grubuna kiyasla. ¢p<0.05 ve 9p<0.001 iskemi grubuna kiyasla.
¢p<0.05 ve p<0.001 Iskemi+CPZ grubuna kiyasla. #p<0.05 Iskemi+Curcumin+CPZ
grubuna kiyasla.

Kontrol, serebral iskemi ve serebral iskemi+curcumin gruplarinmn hiicre ici
serbest kalsiyum iyon ([Ca™])) diizeyleri sekil 1 ve 2 de gosterilmistir. Kontrol
grubuna kiyasla iskemi grubunda [Ca™]i konsantrasyonlar1 onemli diizeyde
(p<0.001) yiiksek oldugu gozlenirken, curcumin gruplarda 6nemli diizeyde diisiik
bulundu. Ayrica, TRPV1 kanal blokiirii verilen gruplarda da [Ca™;
konsantrasyonlar1 énemli diizeyde (p<0.001) yiliksek oldugu gozlendi. Bu sonuglar,
serebral iskemi de koruyucu etkisini TRPV1 kanllar1 araciligi ile gergeklestigini

gostermektedir.

4.2. Serebral iskemi olusturulan sican hipokampus apoptozis diizeyleri

tizerinde curcuminin etkileri.
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Sekil 13. Serebral iskemi olusturulan sigan hipokampus apoptozis degerleri

iizerinde curcuminin etkileri. *p<<0.001 ve kontrol grubuna kiyasla.

Hiicre oliimiiniin degerlendirildigi apoptozis analizi sonuglarma gore iskemi+
reperflizyon grubuna gore iskemitreperflizyon+curcumin grubunda apopitozisin
belirgin olarak diisiik oldugu saptanmistir ve bu sonug istatistiki olarak oldukca
anlamlidir (p<0.001). Fakat, apotozis diizeyleri ilizerinde cucuminin koruyucu

etkisinin olmadig1 gozlendi.
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4.3. Serebral iskemi olusturulan sican hipokampus kaspaz 3 ve kaspaz 9

aktiviteleri iizerinde curcuminin etkileri.
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Kontrol Iskemi Iskemi+Curcumin

Sekil 14. Serebral iskemi olusturulan sican hipokampus kaspaz 3 aktivitesi

iizerinde curcuminin etkileri. *p<0.05 ve kontrol grubuna kiyasla.

Kaspaz 3 aktivitesi iskemi+reperflizyon grubuna gore iskemi+reperfiizyon +
curcumin grubunda daha diisiik oldugu saptanmistir (p<<0.05) ve kontrol grubuyla
kiyaslandiginda iskemi+reperflizyon grunda olduk¢a yiiksek iken, iskemi+
reperflizyon+ curcumin grubunda kontrol grubundaki seviyelere yakin degerler elde

edilmistir. Dolayis1 ile, curcuminin kaspaz 3 aktiviteleri lizerinde koruyucu rolii

gozlenmistir.
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Kontrol iskemi iskemi+Curcumin

Sekil 15. Serebral iskemi olusturulan sican hipokampus kaspaz 9 aktivitesi

iizerinde curcuminin etkileri. ap<0.05 ve kontrol grubuna kiyasla.
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Kaspaz 9 aktivitesinin iskemi+ reperfiizyon grubuna gore iskemi+
reperflizyon+ curcumin grubunda daha diisiik oldugu saptanmistir (p<0.05) ancak bu
oran kasaz 3 diizeylerindeki azalma kadar belirgin degildir. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda iskemi+ reperflizyon grunda kaspaz 3 seviyesi yiiksek iken,
iskemitreperflizyon+curcumin grubunda kontrol grubundaki seviyelere yakin
degerler elde edilmistir (p<0.05). Dolayist ile, curcuminin kaspaz 9 aktiviteleri

tizerinde koruyucu rolii oldugu gézlenmistir.

4.4. Serebral iskemi olusturulan sican hipokampus hiicre i¢ci ROS iiretimi

iizerinde curcuminin etkileri.
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Kontrol Iskemi Iskemi+Curcumin

Sekil 16. Serebral iskemi olusturulan sigan hipokampus ROS diizeyleri
tizerinde curcuminin etkileri. ap<0.05 ve kontrol grubuna kiyasla. bp<0.05 ve

Iskemi grubuna kiyasla.

Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda beyin dokusunda ROS iiriinlerinin
seviyesinde iskemi + reperflizyon uygulanan rat grubunda, kontrol grubuna gore
anlamli bir artig gozlenmistir (p<0.05). ROS diizeylerinde;
iskemi+reperflizyont+curcumin grubunda iskemi+ reperfiizyon grubuna gore belitgin

bir azalma gozlenmistir (p<0.05).
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5. TARTISMA

Akut inme, tedavideki gelismelere ragmen halen Onemli bir mortalite ve
morbidite nedenidir. Gelismis iilkelerde sakatliklarin 6nde gelen nedenleri arasinda
birinci sirayr almaktadr. Kan akimmin kesilmesinden saniyeler-dakikalar sonra
infarktin kor bolgesinde, membran hasar1 ve noronal 6liimle sonuclanan iskemik
kaskad bagslar (130). Iskemi ve arkasindan olusan reperfiizyon sonucunda
mitokondride asir1 miktarda serbest oksijen radikali olusur ve oksidatif stres gelisir
(130, 131). Antioksidan sistemin yetersiz kalmasiyla oksidatif hasar giderek artar
(132). Noronlarin diger organ ve dokulara gore rolatif olarak daha az endojen
antioksidanlara sahip olmalar1 nedeniyle oksidatif strese daha duyarhdirlar (133).
Iskemi sonrasinda reperfiizyon hasarmi onlemek icin pek ¢ok ajan kullanilmis
olmakla birlikte néron hasarmi azaltmak icin kullanilan ajanlarin higbirisi timit verici
degildir. 1000 den fazla ajan deneysel hayvan c¢aligmalarinda etkin bulunmakla
birlikte bu ajanlarin klinik ¢alismalarda insanlar iizerine anlamli bir etkisi olmadig1

saptanmistir (134).

Reperfiizyon esnasinda serbest oksijen molekiiliiniin, peroksinitrit ve serbest
oksijen radikallerine indirgenmesi kolaylasmaktadir. Calismalarda SOD ve GSH-Px
gibi antioksidan enzimlerin varliginda ratlarin iskemi-reperflizyon hasarma direngli
olduklari, bu enzimlerin yoklugunda ise inmenin daha ¢ok hasara yol actig1
gosterilmistir. Buna dayanarak antioksidan ajanlar, gegici iskemik atak sonucu

olusan norodejenerasyonu 6nlemede degerli bir azaltici olabilirler (115).

Curcuma Longa bitkisinin asil etken maddesi olan ve bu bitkiye karakteristik
sarl- turuncu rengini veren curcuminin, yapilan bir ¢ok ¢alismada antioksidan
ozellige sahip oldgu gosterilmistir (135). Ghonheim ve arkadaglar1 tarafindan 2002
yilinda yapilan bir ¢aligmada, fokal serebral iskemi olusturulan ratlara iskemiden 30
dakika sonra 200 mg/kg curcumin tek doz ve intraperitoneal yol ile uygulanmis, ve
curcuminin, oksidatif stresi anlamli derecede azalttigi tespit edilmistir (136). Nirmala
ve arkadaslarmin 1996 yilinda yaptigi miyokardiyal iskemi ¢aligmasi ile Jones ve
arkadaslarinin renal iskemi caligmasinda curcuminin oksidatif stresi azaltarak

protektif etkileri oldugu gosterilmistir (137,138). Seong-Su ve arkadaslar1 tarafindan
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2002 yilinda yapilan diger bir calismada, curcuminin oksidatif stresle indiiklenen
NF-kB, AP1 ( apopitotik noronal hiicre kaybinin {iriinii) aktivtesini inhibe ettigi
gosterilmistir. Ancak AP1 aktivitesini inhibe ettigi dozlarda NF-kB iizerine herhangi
bir etkisi olmadigr da gosterilmistir (139). Huang ve arkadaslar1 1991 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada curcuminin, PKC, JNK, iNOS ve COX-2 yi inhibe ederek
antioksidan etkiileri oldugunu ortaya koymuslardir (140).

Thiyagarajan ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir diger ¢aligmada curcumin
30, 100 ve 300 mg/kg dozunda, fokal serebral iskemiden 30 dakika sonra verilmis ve
curcuminin antioksdidan Ozellikleri arastirilmistir. Bu c¢alismanin  sonunda
curcuminin, serebral iskemi-reperflizyon hasar1 neticesinde azalan antioksdan
enzimlerin diizeylerini artirirken serbest oksijen radikallerinin diizeylerini doz

bagimli olarak azalttig1 tespit edilmistir (141).

Bizim g¢alismamizda da, yapilan ¢alismalara benzer olarak kontrol grubuna
oranla iskemitreperflizyon olusturulan ratlarda hiicre ici ROS iiretimi oldukga
yiiksek diizeylerde saptanirken antioksidan enzim diizeyleri kullanilmaya bagl
olarak diisiik seviyelerde bulundu. Ancak iskemi+reperfiizyon+curcumin verilen
grupta serbest oksijen radikali seviyesinin anlamli olarak azaldig1 ve antioksidan
enzim diizeylerinin belirgin olarak yiiksek seviyelerde oldugu tespit edidi. Bu
sonuclar, bize curcuminin serebral iskemitreperflizyon modelinde antioksidan
ozellige sahip oldugunu ve bu Ozelliginden dolay1 serebral iskemi tedavisinde

noroprotektif bir ajan olarak kullanilabilecegini gdstermektedir.

Apopitozis, serebral iskemi sonrasinda hiicre Oliimiinden sorumlu temel
mekanizmalardan bir tanesidir. Kaspaz 3 aktivitesindeki artis apopitozisin bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir (142). Curcumin ile yapilan, curcuminin doz ve
teropotik zaman araligini belirlemeyi amaglayan bir calismada, curcumin 300 mg/kg
dozunda verildiginde en etkin oldugunu, noroprotektif etkiler ile infarkt voliiniinii
azaltmada ilk 72 saatlik siirede daha etkin oldugu ortaya konulmustur. Yine ayni
calismada curcuminin apopitozisi 6nleyen mitokondriyal bcl-2 ekspresyonununda
anlaml bir artisa neden oldugu, kaspaz 3 ve sitokrom c oksidaz aktivitesini azaltarak
apopitozisi engelledigi gosterilmistir (143). Deneysel otoimmun ensefalomyelit

olusturularak gerceklestirilen bir multipl sklerozis calismasinda oligodentrosit ve
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noronal apopitozisin ilk {i¢ giinde basladigi, curcumin verilen grupta belirgin olarak
noronal ve oligodentriyosit dliimiiniin erken donemlerde (3 ve 16. giinler) azaldigi,
curcumininin mitokondriyal hasar1 ve ayni zamanda aktive kaspaz 3, kaspaz 9,
sitokrom ¢ oksidaz diizeylerini anlamli oranda azalttigi  saptanmistir (144).
Deneysel olarak olusturulan osteosarkom modelinde curcumin verilen grupta
apopitozisin engellendigi; kaspaz 3, kaspaz 9, sitokrom c aktivitelerini diizenledigi
ve ayni zamanda DNA fragmantasyonu {izerine olumlu etkileri oldugu bulunmustur
(145). Peroksinitrit ile olusturulan rat spinal gangliyon noron hasarinda, hasar 6ncesi
verilen curcuminin kaspaz 3, kaspaz 9, sitokrom c diizeylerinde azalmaya neden
olurken daha Onceki caligmalardakine benzer olarak mitokondriyal bcl-2
ekspresyonunda artig saptanmistir (146). Cinde yapilan baska bir ¢calismada global
serebral iskemi reperflizyon modeli olusturulan hayvanlarin hipokampusleri
incelenmis ve iskemi reperflizuon sonrasinda hipokampusun CA1l bolgesinde c- jun
ile c- fos ekspresyonunda belirgin bir artis oldugu saptanmistir. Ayni ¢aligmada
curcumin verilen grupta ise apopitozisin belirgin olarak azaldigi tespit edilmekle
birlikte curcuminin antiapopitotik etkisini c-jun ve c- fos iiretimini engelleyerek
gosterdigi diisiiniilmiistiir (147). Curcuminin apopitozis iizerine olan etkileri sepsis
olusturulan sicanlarda hepatositlerde incelenen ve Bcl-2 /Bax oranina bakilan baska
bir ¢alismada, bu oran curcumin verilmeyen grupta en yiiksek bulunurken curcumin

verilen grupta en diisiik diizeyde bulunmustur (148).

Bizim ¢alismamizda da bu ¢alismalara benzer olarak curcuminin, kaspaz 3-9
seviyelerini anlamli bir sekilde azalttig1 ve apopitozisi onemli dlciide engelledigi

gosterilmistir.

Serebral iskemi sonrasinda olusan hasarin temel mekanizmalarinin basinda
hiicre i¢i kalsiyumun asir1 artist gelmektedir (149.150.151). Bu durum cogunlukla
kalsiyumun hiicre igindeki artigina bagli iken az miktarda da hiicre i¢i depolardan
kalsiyum serbestlesmesi buna katki saglar. Kalsiyum hiicre i¢ine baslica iki yol ile
girer; dentritik hiicre iizerinde yer alan voltaja duyarh kalsiyum kanali ve 6zellikle
N-methyl D- aspartat (NMDA) reseptorii agonisti kalsiyum kanali. Hiicre icinde
artan kalsiyum; fosfolipazlarin, endoniikleazlarin ve proteazlarmn aktive olmasina

neden olarak serbest oksijen radikallerinin liretilmesine neden olan bir dizi olay1
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baslatir. Sonug olarak hiicre membrani parcalanir, hiicre iskelet ve kromatin yapis1
yikilarak hiicre Oliir. Bu kisir dongiiniin sonucunda iskemi sonrasinda yapisal
biitiinliigiinii saglayan, iskemik dokuya komsu  penumbrdaki hiicrelerin de
hasarlanmasina ve 6lmesine neden olur (149,152,153). Ayrica kalsiyum mitokondri
membraninin yapisin1 da bozarak enerji liretiminde azalmaya ve oksidatif stresin
daha da derinlesmesine neden olur. Literatlirde curcuminin intraselliiler kalsiyum
iizerine olan etkileri ile ilgili smirli sayida ¢alisma olmakla birlikte; 2008 yilinda.
fokal serebral iskemi olusturulan sicanlarda yapilan bir calismada, curcumin
iskemiden 5 giin 6nce 100 mg/kg oral gavaj ile verilmeye baslanmis ve iskemiden
sonraki 3 giin boyunca curcumin verilmeye devam edilmistir. iskemi sonrasinda
intraselliiler kalsiyum diizeylerine bakilmis ve iskemi olusturulan grupta anlamli
derecede yiiksek saptanmisken, curcumin verilen grupta intraselliiler kalsiyum
diizeylerinin belirgin olarak diisiik oldugu bulunmustur (154). Yine 2011 yilinda
tavsanlarda yapilan in vitro ve invivo bir calismada, curcumin nano partikiiller
halinde verilmis ve intraselliiler kalsiyum diizeylerinde azalma saptanmistir. Ayni
calismada curcuminin intraselliiller kalsiyum diizeylerini azaltmada, inme
patogenizde 6nemli rol oynayan ve intraselliiler kalsiyum diizeylerinin artmasina
aracilik eden fosfatidil inositol 3 kinaz ve kalsiyum kalmudilin bagimli kinazlar

aracilig ile etkili oldugu gosterilmistir (155).

Bizim calismamizda da oOnceki ¢alismalara benzer olarak intraselliiler
kalsiyum diizeyleri, kontrol grubuyla kiyaslandiginda iskemi- reperflizyon grubunda
belirgin derecede yiiksekti. Ancak iskemitreperflizyontcurcumin grubunda ise

neredeyse kontrol gurbuna benzer oranlar elde edildi.

Trancient Receptor Potential Vanilloid-1 (TRPV1), ilk olarak 1997 yilinda
kesfedilmistir ve somatik ve visseral nosiseptif noral uyarilarin saptanmasinda ve
iletiminde 6nemli rol oynar. Diisiik pH, sicaklik gibi zararli uyaranlar, anandamid
gibi endojen lipid triinleri, kapsaisin gibi ekzojenler tarafindan stimule edilir (156).
Kapsaisin, bir TRPVI1 agonisti olup membran depolarizasyonuna neden olarak
aksiyon potansiyelleri olusmasina neden olur (154) ve sonug¢ olarak agri duyusu
olusur (157). Ancak cilt lizerine yiiksek dozlarda kapsaisin uygulandiginda kronik

agrilarda hafiflemeye neden olur (158). Kapsaisinin bu sekilde davranmasinin bir kag

52



nedeni olabilir; birincisi, TRPV1 aktivasyonu sonucunda artan intraselliiler kalsiyum,
kalsindrin yada kalmudilin enzimlerini defosforilasyon ile aktive ederek TRPV1 in
desensitizasyonuna neden olur (159), ikincisi TRPV1 aktivasyonu nosiseptif sinir
liflerinde dejenerasyon ile sonuglanabilir (160) veya substans P diizeylerinde azalma

ile sonuglanabilir (161).

Curcumin molekiilii bir TRPV1 agonisti olan kapsaisinin molekiiler
yapisindaki vaniloid halkasi ile ayn1 halkaya sahiptir. Bu vanilil halkasmnin TRPV1
aktivasyonu i¢in 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (162). Zhi ve arkadaslar1 tarafindan
2013 yilinda inflamatuar barsak hastaliklarinda curcuminin TRPV1 kanallar1 iizerine
olan etkileri degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada, kolorektal distansiyon (CRD)
olusturularak visseromotor yanita (VMR) bakilmistir. 10 dakikalik CRD
uygulanmis ve curcumin intravendz olarak 3 dakika siireyle infiizyon seklinde 0.4
mg/kg/dk ve 1 mg/kg/dk olacak sekilde verilmis, ancak bu dozlarda VMR iizerine
herhangi bir etki goriilmemekle birlikte, curcumin 4 mg/kg/dk dozunda ve 3
dakikalik stire boyunca verildiginde VMR ta belirgin bir azalmaya neden oldugu ve
bu etkinin curcuminin kesilmesinden sonra hemen geri dondiigii saptanmistir. Bu
calismada curcuminin doz bagimli olarak TRPV1 kanallarini antagonize ettigi, bu
sayede intraselliiler kalsiyum girigini engelledigi gosterilmekle birlikte bu etkisinin
doz bagimli oldugu gosterilmistir. Curcuminin, sican ve farelerin dorsal kok
gangliyonlarindaki néronlarda, TRPV1 agonisti olan kapsaisinin hiicre i¢i kalsiyum
artirict etkisi lizerine de etkili oldugu gosterilmistir. Sonug¢ olarak curcuminin
kapsaisinin TRPV1 kanallar1 lizerine olan etkilerini kompetetif olarak inhibe ettigini
ve bu sayede intraselliiler kalsiyum diizeylerini azalttig1 gosterilmistir ve curcuminin

geri doniisiimlii bir TRPV1 antagonisti oldugu gosterilmistir (163).

Lee Ming-Tatt ve arkadaslar1 tarafindan 2012 yilinda yapilan, sentetik bir
curcumin analogu olan 2,6-bis-(4-hidroksi-3-metoksibenziliden) siklohekzanano
(BHMC) verilen bir c¢alismada, curcuminin antinosiseptif etkilerinin
degerlendirilmistir. Farelere kapsaisin verilerek TRPV1 kanallarinin aktivasyonu
sonucunda agrinin olusturuldugu bu calismada, BHMC 0,03-1 mg/kg dozunda
verilmistir ve sonu¢ olarak curcuminin doz bagimli olarak kapsaisinin indiikledigi

TRPV1 kanallarmi inaktive ederek antinosiseptif etki gosterdigi saptanmistir (164).
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Maritelli ve arkadaglar1 tarafindan 2007 yilinda dinitrobenzen siilfonik asit (DNBS)
ile indiiklenen kolit modeli olusturulan farelerde ve hiicre kiiltiirlerinde yapilan bir
calismada curcuminin TRPV1 f{izerine olan etkileri arastirilmistir. Bu calismada,
curcumin kolit modelinden iki giin 6nce ve kolit olusturulduktan 5 giin sonrasina
kadar 45 mg/kg/glin dozunda oral olarak verilmis, curcuminin TRPV1 {izerine olan
etkilerini degerlendirenilmek amaciyla curcumin verilen farelere kapsazepine
verilmis ve sonug olarak kapsazepinin curcuminin kolit lizerine olan biitiin diizeltici
etkilerini ortadan kaldirdig: tespit edilmistir. Ancak bu calismada in vivo olarak
kapsaisinin antinosiseptig etkileri ancak c¢ok yiiksek dozlarda kapsazepin
eklendiginde ortadan kaldirilabildigi de tespit edilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada
curcuminin in vitro kosullarda TRPV1 agonisti gibi davranabilecegi gosterilmekle
birlikte TRPV1 in in vivo ve in vitro kosullarda farkli etkilere sahip oldugu

sonucunda varilmistir (165).

Yeon ve arkadaslar1 tarafindan termal hiperaljezi uygulanan ratlarda
curcumin ve curcumin derivelerininin  antinosiseptif etki mekanizmalar1
arastirilmistir. Bu calismada curcumin (5, 25, 50 mg/ml/kg) ve curcumin deriveleri
intraperitonel olarak, orofasyas bolgeye kapsaisin (0.1, 1, 5 mikrog/ml/kg)
verilmeden 20 dakika once verilmistir. Curcuminin doz bagimli olarak kapsaisinin
indiikledigi termal agriy1 engelledigi gosterilmis ve olusan bu etkinin TRPV1
kanallarinin ekspreyonunu Onleyerek gosterdigi saptanmistir. Ancak curcumin 50
yada 100 mg/kg dozunda intraperitoneal olarak verilse bile kapsaisin verilmeyen
sicanlarda verildiginde akut termal stimulus yanitlarinda herhangi bir degisiklige
neden olmamistir. Sonug olarak bu ¢alismada curcuminin kendisinin TRPV1 iizerine
bir etkisinin olmadigi ancak kapsaisin ile indiiklenen hiperaljezide TRPV1
antagonisti etki gosterdigi ortaya konulmustur (166). Yeon ve arkadaslarmin yaptigi
calismadaki sonuglara benzer olarak baska bir calismada, curcumin derivesi olan ve
curcumine oranla daha potent bir ajan olan KMS4034 iin TRPV1 kanallar1 {izerinden

etki ederek noropatik ve inflamatuar 6zellikteki agrilar1 6nledigi gosterilmistir (167).
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Sekil 17. Hiicre i¢i Ca +2 girisi ve endoplazmik retikulum aracili apoptozis
(63)

Calismamizda, = mitokondiriyal depolarizasyon, hiicreigi ROS iiretimi,
apoptoz, kaspaz- 3, kaspaz-9 degerlerinin serebral iskemi uygulanmis rat
hipokampuslerinde artmistir. Bununla birlikte curcumin tedavisi sonrasinda
azalmistir. Oksidatif stres, apopitoz ve TRPV1 kanallarindan Ca*? girisiyle serebral
iskeminin olas1t molekiiler yollar1 aktiflesmistir. Serebral iskemi olusturulmus ratlarin
hipokampiisinde TRPV1 iliskili Ca™ girisiyle ROS birikimine ve mitokondiyal
disfonksiyon gelismesine neden olarak mitokondial zar deliklerinin agilmasina,
mitokondiri dis zarinin sismesine ve patlamasi sonrasinda apopitoz uyarici kaspaz-3,
-9 gibi maddelerin salinmasmma neden olmaktadir. Curcumin hipokampal sinir
hiicrelerinde Ca* girisi ve TRPV1 kanallarin1 diizenleyerek apopitoz ve oksidatif

stres degerlerini diistirmektedir (161).

Daha o6nce yapilan caligmalar curcuminin antiapopitotik, antiinflamatuar
Ozellikte olmasi nedeniyle noroprotektif bir akan oldugunu ortaya koymustur.
Curcuminin hangi patolojik siirecleri etkiledigi ile ilgili cok az bilgi mevcut olmakla
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birlikte curcuminin, serebral iskemi- reperflizyon hasarinda TRPV1 kanallar lizerine
olan etkisi ile ilgili simdiye kadar literatiirde yayinlanmis herhangi bir bilimsel
calisma bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamiz bu nedenden dolay1 bu alanda ilk olma
ozelligindedir. Burada sunulan sonuglar, curcuminin TRPV1 akimlarmin
diizenlenmesinde 6nemli fizyolojik bir rol oynadigini gostermektedir. Bu nedenle,
serebral iskemiye maruz kalmis hipokampal sinirlerinin hiicre i¢i Ca™
homeostazinda curcumin anlamli koruyucu etkisi gozlenmistir. Apopitoz ve oksidatif
stres seviyelerinin artmasi, kalsiyum diizensizliklerine neden olarak TRPV1’nin

tonik frenleyici etkisini azaltr.

Bu ¢alisma sonuglarina gore, curcumin tedavisinin, serebral iskemi nedeniyle
olusan noronal hasarin TRPV1 kanallarin1 aktive edererek, potansiyel bir tedavi edici

yaklagim olacagini diistinmekteyiz.
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OZET

Inme, tiim diinyada 6nde gelen 6liim ve sakatlik nedenlerindendir. Iskemik
beyin hasarmin ¢ok degisik mekanizmalar1 vardwr. Yapilan caligmalar, iskemi
reperflizyon sonrasinda gelisen noron hasarmin oksidatif stres ve/ veya
mitokondriyal hasarlanma ve apopitozisin aktivasyonu sonucunda ortaya
cikabildigini gostermistir. Curcuma longa bitkisine esas rengini veren curcumin, anti
oksidan, anti inflamatuar ve antikanser gibi bir¢cok tedavi edici 6zellige sahiptir.
Yapilan bir calisma, serebral iskemi- reperfiizyon hasarinda curcuminin serbest
oksijen radikallerinin neden oldugu kan beyin bariyeri zedelenmesini diizelttigini
gostermistir. Ancak curcuminin etki mekanizmasiyla ilgili ¢cok az bilgi mevcuttur.
Biz, serebral iskemi olusturulan sicanlarin hipokampiislerinde curcuminin, oksidatif
stress, kalsiyum girisi ve apoptosis iizerine olan koruyucu etkilerini belirlemeyi

amagcladik.

Sunulan calismada, Sprague- Dawley cinsi 32 adet erkek sican kullanildi ve
hayvanlar 3 gruba ayrildi: (1) kontrol grubu (n=8), (2) serebral iskemi+ reperfiizyon
(n=12), (3) serebral iskemi+ reperflizyont+ curcumin verilen grup (n=12). Ratlara
reperflizyondan hemen ve 24 saat sonra olmak {izere curcumin verildi. Curcumin 10
mg/kg, intraperitoneal yol ile ve tek doz olarak uygulandi. Reperflizyondan 48 saat

sonra ratlar 6ldiiriildii ve beyinleri ¢ikarildi.

Kaspaz-3, kaspaz- 9, apopitozis, intraselliiler SOR iiriinleri ve serbest Ca®"
([Ca?*](i) degerleri serebral iskemi+ reperfiizyon grubunda yiiksek olmasina karsin,
serebral iskemi+ reperflizyon+ curcumin grubunda diisiik olarak saptandi. [Ca2"]
konsantrasyonu 2- APB ile inkiibe edilen 3 gruptada azalmisti. Serebral iskemi
reperflizyon gruplarinda TRPV1 agonisti olan kapasaisinin indiikledigi kalsiyum
konsantrasyonlar1 artmis bulunmasina karsin, TRPV1 antagonisti olan kapsazepin

verilen grupta kalsiyum konsantrasyonu diisiik diizeylerde bulundu.

Sonug olarak, deneysel serebral iskemi modelimizde, curcuminin tedavi edici
ozelligini, kalsiyum kanallarmin aktivasyonuna ve kalsiyumun indiikledigi ndronal

O0lime neden olan TRPV1 kanallarmin negatif modulasyonu sonucunda
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gerceklesebilir ve curcumin oksidatif stress, apopitozis ve kalsiyum girisine karsi

olan noroprtektif etkilerini TRPV1 kanallar1 tizerinden gosterebilir.
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ABSTRACT

Ischemic cerebral stroke is one of the leading causes of human death and
disability across the world. A variety of mechanisms are involved in ischemic brain
injury. Recent studies show damage to neurons after ischemia-reperfusion may
occur through oxidative stress and /or mitochondrial impairment and culminate in the
activation of an apoptotic stage. Curcumin the principle colouring agent present of
Curcuma longa, possesses many therapeutic properties including anti-oxidant, anti-
inflammatory and anti-cancer activities. A recent study shows curcumin may
ameliorate cerebral ischemia/reperfusion injury by preventing ROS-mediated blood-
brain barrier damage. However, little is known about its mechanism. We aimed to
invesitage protective role of curcumin on oxidative stress, apoptosis and Ca2+ entry

in hippocampus of rats with cerebral ischemia.

In the current study 32 Sprague- Dawley type male rats was used and the
animals were divided into the 3 groups: (1) control (n=8), (2) cerebral ischemia-
reperfusion (n=12), (3) cerebral ischemia- reperfusion+curcumin given groups
(n=12). Rats were treated with curcumin after yet and 24 hours later from the
reperfusion Curcumin was given 100mg/kg intraperitoneally and single dose. Rats

were killed and the brains were isolated after 48 h of reperfusion.

Caspase-3, caspase-9, apoptosis, intracellular ROS production and
intracellular free Ca®" ([Ca?*](i) values were high in the cerebral ischemia-
reperfusion group, although the Caspase-3, caspase-9, intracellular ROS production
and [Ca®*](i) values values were low in cerebral ischemia- reperfusion+Curcumin. In
The [Ca?*](i) concentration was also decreased in the four groups by 2-APB
incubations. TRPV channel agonist capsaicin induced increase on [CaZ*](i)
concentarion in cerebral ischemia- reperfusion groups although its concentration

were decreased by TRPV1 channel antagonist, capsazepine.

In conclusion, in our cerebral iskemi experimental model, TRPV1 channels

are involved in the Ca’?" entry-induced neuronal death and negative modulation of
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this channel activity by curcumin pretreatment may account for their neuroprotective
activity against oxidative stress, apoptosis and Ca** entry via TRPV1 channels.
Keywords: Apopitosis; Ca’>" entry; TRPV1 channels; Curcumin; Cerebral iskemi;

Oxidative stress.
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