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OZET

Ratlarda deneysel serebral iskemi sonrasi riociguat ve resveratrol kombine
tedavinin noroprotektif etkilerinin arastirilmasi

Baris ASLANOGLU, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Beyin ve Sinir Cerrahisi
Anabilim Dah, Diyarbakir

Giris ve Amag: Vaskiiler patolojiler disinda baska bir neden olmadan meydana
gelen beynin islevsel fonksiyon bozuklugu olarak tanimlanan inme en Onemli
mortalite ve morbidite nedenleri arasindadir. Hemorajik ve iskemik olmak iizere iki
grupta incelenir. Inmelerin yaklasik %88’ini olusturan iskemik inmelerin biiyiik
cogunlugu MCA’nin besledigi bolgelerde goriiliir. Gilinlimiizde iskemik inme
tedavisinde 2 tedavi yaklasimi 6n plana ¢ikmaktadir. Bunlar néroproteksiyon ve
rekanalizasyondur. Rekanalizasyonda onaylanan tek medikal tedavi rtPA’dir.
Iskemik inmeden sonraki ilk 4,5 saatte kullanilabilmesi nedeniyle kullanim1 oldukca
smirlidir. Bu nedenle daha genis kullanimi olabilen tedaviler i¢in ¢alismalar devam
etmektedir.

Iskemik inmede birgok karmasik mekanizma rol almaktadir. Néroproteksiyon
bu molekiiler ve biyokimyasal olaylarin engellenip veya yavaslatilmasiyla iskemiye
karst beyni koruma cabasidir. Bu amacgla anti eksitotoksisite, antioksidan, anti
inflamatuvar, anti apoptotik ajanlar kullanilmistir.

Baslica iiziimde, kirmizi sarapta, yer fistiginda bulunan resveratrol
noroprotektif, antiinflamatuvar, antikanserojenik, kardioprotektif olmak tzere bircok
etkisi olan bir fitoaleksindir.

Vaskiiler diiz kaslarin gevsemesine neden olan bir guanilatsiklaz stimulatori
olan riociguat kardiak calismalarda iskemik alani kiigiilttiigii gosterilmesine ragmen
serebral iskemide heniiz ¢alisilmamis bir vazodilatatordiir.

Bu iki ilag kombinasyonunun serebral iskemi sonrasi etkilerini arastirdik.
Gerec ve Yontem: Calismamizda rastgele secilmis agirliklar1 328,53 + 47,20 olan
35 adet Wistar albino cinsi disi ratlar kullanildi. 80 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg
ksilazin ile anestezi verildikten sonra sag external karotid arterden girilerek internal

karotid artere yonlendirilen siitur ilerletilerek MCA okliizyonu saglandi. 2 saat



bekletilip iskemi olusturuduktan sonra siitur geri g¢ekilerek reperflizyon saglandi.
Ratlar 7°1i 5 gruba ayrildi. 1. grup hicbir iglem yapilmayan grup, 2. Grup iskemi
olusturulan grup, 3. Grup iskemi sonrasi riociguat verilen grup, 4. Grup iskemi
sonrasi resveratrol verilen grup ve son olarak 5. Grup iskemi sonrasi resveratrol +
riociguat verilen grup olarak ayrildi. Resveratrol (p.o.) 30 mg/kg/glin dozunda
riociguat(i.p.) ise 10 mg/kg/giin dozunda 2 giin verildi. Tedavilerden sonra tekrar
anestezi verilen ratlar sakrifikasyondan once torakotomi yontemiyle intrakardiyak
kanlar1 alindi. Sag hemisferler %10‘luk formaldehit icerisinde oda sicakliginda fikse
edildi.

Alman kesitler hemtatoksilen & eosin ile boyandi. Kesitlerde hicre
cekirdeklerinde piknozis, perivaskiler ve perindral 6dem, vaskdler dilatasyon,
konjesyon, reperflizyon sonrasi kanama odaklari degerlendirildi. Ayrica alinan
kesitler parafin bloklarina gomiiliip lizerlerine bax ve bcl-2 antikorlar1 damlatilarak
sinyal olusumlar1 goézlendi.

Bulgular: Calismamizda beyin dokusunda hemoraji alanlari, néron ve glial hiicre
cekirdeklerinde piknozis, perinéral ve perivaskiler édem, damar limenlerindeki
konjesyon, bax ve bcl-2 ekspresyonlarina bakildi. Iskemi grubunda fokal ve diffuz
hemoraji alanlari, néron ve glial hiicrelerde piknotik ¢ekirdekli hiicrelerde artis,
perindral 6dem, damar liimeninde konjesyon, asimr1 bax ekspresyonu ve bcl-2
immunpozivitesinde kontrol grubuna gére azalma gozlendi. Iskemi sonrasi riociguat
verilen grupta ise hemorajik alanlarin kayboldugu, néron ve glial hiicrelerde piknotik
cekirdekli hiicrelerin olduk¢a azaldigi, damarlarin dilate oldugu, konjesyonun
goriilmedigi, perivaskiiler 6demin oldukc¢a azaldigi, bax immunopozivitesi azalip
kontrol grubuyla benzer oldugu, bcl-2 immunopozivitesi ise 6zellikle aksonlarda
arttig1 gozlendi. Iskemi sonrasi resveratrol verilen grupta ise hemorajik alanlarin
onemli oranda azaldigi, konjesyon, perindral 6dem, ndron ve glial hiicrelerde
piknozis gorulse de iskemi grubuna gore olduk¢a azaldigi goriildi. Bax
immunopozivitesi kontrol grubuyla benzerlik gdsterirken bcl-2 immunopozitifligi
kontrol ve iskemi gruplarina benzer lokalize olmustu ancak pozitifligin 6zellikle sinir
liflerinde kontrol grubuna daha yakin oldugu gériildii. Iskemi sonrasi riociguat ve
resveratrol verilen grupta ise damarlarin dilate oldugu, néron ve glial hiicrelerde

piknotik ¢ekirdekli hiicrelerin azaldig1 perindral ve perivaskiler 6demin kayboldugu



gOzlemlendi. Kombine tedavi verilen grupta bax immunopozivitesi yok denecek
kadar az iken bcl-2 immunopozivitesi iskemi gruplarina gore olduk¢a yogun oldugu
gorulda.

Sonug: Iskemik inmede riociguat ve resveratrol kombine tedavisinin ndroprotektif
oldugu, apoptozu onledigi ve reperflizyon sonrasi kanamayi azalttigi goriilmiis olup
iskemik inme tedavi protokollerinde kullanilabilecegi sonucuna varilmistur.

Anahtar Kelimeler: Iskemi, Riociguat, Resveratrol, Noroprotektif, Apoptoz



ABSTRACT

Investigation of neuroprotective effects of combined treatment of riociguat and
resveratrol after cerebral ischemia in rats.
Baris ASLANOGLU, Dicle University Faculty of Medicine, Department of

Neurosurgery, Diyarbakir

Introduction and Aim: Stroke, which is defined as functional dysfunction of the
brain that occurs without any cause other than vascular pathologies, is among the
most important causes of mortality and morbidity. It is divided into two groups as
hemorrhagic and ischemic. The majority of ischemic strokes, which account for
approximately 88% of strokes, occur in areas fed by MCA. Today, two treatment
approaches come to the fore in the treatment of ischemic stroke. These are
neuroprotection and recanalization. The only medical therapy approved in
recanalization is rtPA. Since it can be used in the first 4.5 hours after ischemic
stroke, its usage is quite limited. Therefore, studies are continuing for treatments that
may have wider use.

Many complex mechanisms play a role in ischemic stroke. Neuroprotection is the
effort to protect the brain against ischemia by inhibiting or slowing down these
molecular and biochemical events. For this purpose, anti-excitotoxicity, antioxidant,
anti-inflammatory and anti-apoptotic agents were used in the treatment.

Resveratrol, which is mainly found in grapes, red wine, and peanuts, is a phytoalexin
with many effects such as neuroprotective, anti-inflammatory, anticarcinogenic,
cardioprotective.

Riociguat, a guanylatecyclase stimulator that causes relaxation of vascular smooth
muscle, is a vasodilator that has not yet been studied in cerebral ischemia, which
reduces the ischemic area in cardiac ischemia studies.

We investigated the effects of these two drug combinations after cerebral ischemia.
Materials and Methods: In our study, 35 Wistar albino female rats with randomly
selected weights of 328.53 + 47.20 were used. After anesthesia with 80 mg/kg
ketamine and 10 mg/kg xylazine, MCA occlusion was created by advancing the

suture directed to the internal carotid artery by entering through the right external



carotid artery. After waiting for 2 hours and creating ischemia, the suture was
withdrawn and reperfusion was provided. Rats were divided into 5 and each group
involves 7 rats. Group 1 was the group had no procedure, Group 2 was the ischemia
group, Group 3 was the group given riociguat after ischemia, Group 4 was the group
given resveratrol after ischemia, and finally Group 5 was the group given resveratrol
+ riociguat after ischemia. Resveratrol (p.0.) was given at a dose of 30 mg/kg/day
and riociguat (i.p.) was given at a dose of 10 mg/kg/day for 2 days. Intracardiac
blood was taken by thoracotomy method before sacrification of the rats which were
re-anesthetized after the treatments. Right hemispheres were fixed in 10%
formaldehyde at room temperature.

Sections taken were stained with hematoxylin & eosin. Pycnosis in the cell nuclei,
perivascular and perineural edema, vascular dilatation, congestion, and bleeding foci
after reperfusion were evaluated in the sections. In addition, the sections taken were
embedded in paraffin blocks and bax and bcl-2 antibodies were dripped on them to
observe signal formation.

Results: In our study, hemorrhagic areas in brain tissue, pycnosis in neuron and glial
cell nuclei, perineural and perivascular edema, congestion in vessel lumens, bax and
bcl-2 expressions were examined. In the ischemia group, focal and diffuse
hemorrhagic areas, increase in pycnotic nucleated cells in neuron and glial cells,
perineural edema, congestion in the vessel lumen, over-expression of bax and
increase in bcl-2 immunopositivity were observed. In the group given riociguat after
ischemia, it was observed that hemorrhagic areas disappeared, pycnotic cells in
neurons and glial cells were considerably reduced, vessels were dilated, congestion
was not observed, perivascular edema was considerably reduced, bax
immunopositivity was reduced and was similar to the control group, and bcl-2
immunopositivity increased especially in axons. In the group given resveratrol after
ischemia, although hemorrhagic areas decreased significantly, congestion, perineural
edema, and pycnosis in neurons and glial cells were observed, it was considerably
reduced compared to the ischemia group. Bax immunopositivity was similar to the
control group, while bcl-2 immunopositivity was localized similar to the control and
ischemia groups, but positivity was found to be closer to the control group, especially

in nerve fibers. In the group given riociguat and resveratrol after ischemia, it was
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observed that the vessels were dilated, the cells with pycnotic nuclei in neurons and
glial cells decreased, and the perineural and perivascular areas disappeared. While
bax immunopositivity was negligible in the combined treatment group, bcl-2
immunopositivity was found to be quite intense compared to the ischemia groups.
Conclusion: It has been seen that riociguat and resveratrol combined treatment in
ischemic stroke is neuroprotective, prevents apoptosis and reduces post-reperfusion
bleeding, and it has been concluded that it can be used in ischemic stroke treatment
protocols.

Keywords: Ischemia, Riociguat, Resveratrol, Neuroprotective, Apoptosis
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan vaskiiler patolojilere bagli meydana gelen serebral
fonksiyon bozuklugu olarak tanimlanan inme en Onemli mortalite ve morbidite
nedenleri arasindadir. Yaslanan toplumlarla beraber artan sigara, obezite, diyabet
gibi faktorlere bagh olarak da giderek artmaktadir. inme, hemorajik ve iskemik
olmak tizere 2’ye ayrilmaktadir. Bunlarin yaklasik %88'ini iskemik inmeler
olusturmaktadir. Iskemik inmelerin temelini belirli bdlgeleri besleyen arterlerde
cesitli nedenlerle ortaya ¢ikan tikanmalar olusturmaktadir. Tikanma sonucu arterin
besledigi alanin beslenememesine bagli olarak serebral iskemi ortaya ¢ikmaktadir.
Serebral iskeminin risk faktorleri arasinda yas, cinsiyet, etnik kdken, genetik gibi
degistirilemeyen risk faktoleri ve sigara, obezite, alkol, hipertansiyon, diyabet, diyet
gibi degistirilebilen risk faktorleri yer almaktadir.

Karmagik bir patogeneze sahip olan iskemik inmede siire¢ serebral arterin
tikanip hiicrelerin yeterli oksijen ve beslenme {riinleri alamamasiyla baglar.
Enerjisinin neredeyse tamamini oksidatif fosforilasyonla saglayan beyin yeterince
beslenemeyince hiicrelerde aerobik solunum baskilanir. Hiicreler yetersiz ATP
durumunda anaerobik solunum yapar. Azalan ATP sonucu hicrelerdeki iyon
pompalar1 bozulur. Noron ve glial hiicrelerde depolarizasyon meydana gelir.
Anaerobik solunum sonucu ise laktat artar. Bozulan iyon pompalar1 sonucu hiicre
icine sodyum, klor, kalsiyum girisi artarken; hiicre disma ise potasyum cikar.
Yetersiz enerji varliginda eksitatér norotransmitterler 6zellikle de glutamat salmur.
Hicre disinda artan glutamat, reseptorlerine baglanarak hicre icine daha fazla
sodyum, Klor, kalsiyum girsini saglar. Boylece depolarizasyon daha da artmaya
baglar. Hiicre i¢inde artan Kkalsiyum, bircok enzim sistemini aktifleyerek
mitokondriyal ve endoplazmik retikulum hasarma, hiicre membran hasarmna, serbest
radikal olusumuna, DNA hasarina, hiicre sismesine ve sonug¢ olarak hiicre oliimiine
neden olmaktadir. Hiicre oOliimii apoptozis, nekroz, nekroptoz ve piroptozis
mekanizmalariyla olmaktadir.

Iskemik inmede nekrotik dokulara karsi inflamatuvar bir yanit olusur.
Ozellikle ilk 24 saatte kurtarilabilir doku olan penumbra cevresinde ¢esitli

sistemlerin birbirlerini tetiklemesi sonucu immun hiicreler toplanir.



Iskemik hasarla sonuglanabilecek olaylarm engellenip veya yavaslatiimasiyla
hiicrelerin iskemiden korunmasina ndroproteksiyon denir. Noroproteksiyonda temel
hedef hiicre Oliimlerin tamamen gerg¢eklesmedigi alan olan penumbradir. Deney
hayvanlarinda oldukg¢a etkili olan ndroprotektif ajanlar insanlarda beklenen etkiyi
gOsterememistir. Bu nedenle standardize edilmis noroprotektif bir ajan yoktur.
Noroprotektif ajanlarin temel hedefi hiicre 6liim mekanizma basamaklaridir.
Antioksidan, antiinflamatuvar, anti eksitotoksisite, anti apoptozis etkili néroprotektif
ajanlar hala caliysma asamasindadir.

Riociguat, DSO tarafindan pulmoner arteriyel hipertansiyon tedavisi i¢in
onaylanmis guanilat siklaz1 aktive eden bir ilagtir. Bunu NO-gunilat siklaz- cGMP
yolagina 2 yolla etki ederek yapmaktadir. Guanilat siklazi dogrudan uyararak ve
gualinat siklazi giiclii vazodilatator olan NO’e duyarli hale getirerek yapmaktadir.
NO, vaskiiler diiz kaslardaki guanilat siklaza baglanarak guanilat monofosfat
(cGMP) iiretimini artirir. Aktivitesi artan guanilat monofosfat vazodilatasyon yapar.
Oral kullanilan bir ilag¢ olan riociguat bir ¢alismada kardiak MI da kullanilmis olup
enfarkt alanini azalttig1 gosterilmistir (102).

Resveratrol; sebzelerde, meyvelerde bulunan ve ndroprotektif etkinlik
acisindan olduk¢a sik ¢alisilan  polifenoldiir. Resveratrol aymi zamanda
antiinflamatuvar, antitrombotik, antioksidan etkinlik gdstermektedir. Antioksidan
Ozelligini hidroksil-, stperoksit- gibi serbest oksijen radikallerini temizleyerek
gosterir. Yapilan ¢alismalarda reveratroliin nétrofil infiltrasyonu ve TNF-a Gretimini
inhibe ederek serebral iskemi / reperfiizyon hasarmi azalttigi gosterilmistir. Ayni
zamanda resveratroliin apoptozu azalttigi da gosterilmistir (99).

Calismamizda riociguat ve resveratrol kombine tedavinin ratlarda deneysel
olusturulan  serebral  iskemi  {izerindeki  etkinligini  histopatolojik  ve

immunohistokimyasal agidan degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. iskemik inme

Diinya Saglik Orgiitii, inmeyi; vaskiiler patolojiye bagh meydana gelen serebral
fonksiyon bozuklugu olarak tanimlar. Vaskiiler patolojiler disinda meydana gelen
iskemi bu tanim disinda tutulmaktadir. Inmeler, hemoraji ya da iskemi sonucu ortaya
¢ikmaktadir. Bunun yaklagik %88’ini iskemik inmeler olusturmaktadir. iskemik

inmelerin ise yaklasik %70'ini orta serebral arter okliizyonuna bagli gelismektedir.

2.1.1. Epidemiyoloji

Iskemi giiniimiizde mortalitenin en sik 2. nedenidir ( iskemik kalp hastahgindan
sonra). Yilda yaklasik 13.7 milyon insani etkilemekte ve yaklasik 5.5 milyon 6liim
gorilmektedir (1). 1970’den 2008’e kadar olan veriler degerlendirildiginde diisiik ve
orta gelirli lilkelerde inme insidans1 %100 artarken gelismis iilkelerde %42 diisiis
gostermektedir (2).

Inme insidans1 yasla birlikte artmakla beraber 55 yasindan sonra 2 katina
¢cikmaktadir (1).

Cinsiyet arasinda da erkeklerde kadmlara gore insidans %33, prevalans %41
daha fazla goriiliir ancak kadinlarda daha agir klinik tabloyla seyreder. Yas
ilerledikce erkek baskmlig1 artmaktadir. Ilk inme yas1 erkeklerde ortalama 68 iken
kadmlarda ortalama 72 dir (3).



2.1.2. inme siiflamasi

INME SINIFLAMASI

Sekil 1. Inme smiflamasi

(ateroskleroz)

ISKEMIK -
. PRIMER
INME _
HEMORAJIK
INME
Kriptojenik Kugtk -
Penetren Intraserebral
Arter Subaraknoid hemoraji
Trombozu Kanama
Kardiyojenik (laktiner
inme) Buyuk Arter
Diger Trombozu

Inme temel olarak 2 gruba ayrilir: Iskemik inme ve hemorajik inme. Diger

smiflamalar bu temel smiflama esas alinarak yapilmaktadir.

Subaraknoid hemoraji nedenli inme, tim inmelerin % 5’ini olusturmakta iken

intraserebral hemorajili inme ise tim inmelerin %210’ nunu olusturmaktadir.

Akut iskemik inmenin alt tiplerini belirlemek icin Trial of Org 10172 in

Acute Stroke Treatment (TOAST) siniflamasi olusturulmustur (4,5).




TOAST

1. Buyuk damar aterosklerozu (emboli, tromboz )

Ateroskleroz, karotisin dallanma yerlerinde, proksimalinde, kaverndz siniisiin pargasi
olan sifonda sik goriiliir. Tiim inmelerin %50°sini olusturmaktadir. Kadin, ileri yas,
diyabet, hipertansiyon, hiperkolesterolemi aterokleroz icin risk faktorleridir. Afazi,
motor defisit, serebellar disfonksiyon veya beyin sapi etkilenmesi gibi klinik
sonuclarla kendini gosterir. CT / MRG'de 1.5 cm'den genis enfarkt alani biiyiik

damar aterosklerozunu diistindiirmelidir. Tanida kardioemboli ekarte edilmelidir.

2. Kardiyoembolizm

Iskemik inmelerin yaklasik %20’sini olusturmaktadir. Embolinin kaynag: atriyal ve
ventrikiiler duvar veya sol kalp kapak¢igidir. Bunlar disinda myokardiyal enfarkts,
protez kalp kapake¢igi, atrial fibrilasyon emboli nedenleri arasindadir. Emboli en sik
orta serebral arter ve posterior serebral arter veya dallarini etkiler. Anterior serebral
arteri daha az etkiler. Klinik ve radyolojik olarak biylk damar ateroklerozuna

benzer.

3. Kuclk damar okliizyonu (lakun)

Tum iskemik inmelerin %25’ini olusturan lakiiner enfarkt, perforan dallarda
meydana gelen oklizyonlar sonucunda ortaya ¢ikan klinik tablodur. Klasik lakiiner
enfarktlar baslica motor, duyu, sensoriomotor, ataksik hemiparezi seklinde bulgu
verirler. Diyabet ve hipertansiyon 0ykisu olan hastalarda daha sik goriilmektedir. CT
/ MRG'de herhangi bir patoloji gortlmeyebilir veya 1.5 cm'den kicuk enfarktlar

gordlebilir.

4. Diger belirlenen nedenler



Bakteriyel endokardit, serebral vaskilit, karotis ve vertebral arter disseksiyonu,

serebral amyloid anjiopati, travma, konjenital damar hastaliklari, mitokondrial

hastaliklar... belirlenen diger nedenler arasindadir.

5. Belirlenemeyen nedenler

Detayli incelemeler sonucu herhangi bir etken bulunamayan enfarkt grubudur.

Birden fazla nedene bagli enfarktlar da bu gruba girer.

2.1.3. Risk faktorleri

Inmenin risk faktorleri yas, cinsiyet, dzgecmis, aliskanliklar gibi birgok faktore

baghdir. Bu risk faktorleri degistirilebilir ve degistirilemez risk faktorleri olarak 2

grupta incelenebilir:

Degistirilemez risk faktorleri

Yas: Inme riski yasla artmakla beraber 55 yasindan sonra risk her 10 yilda bir
2 katina ¢ikmaktadir (1,20).

Cinsiyet: Kadinlarda yasam boyu inme goriilme siklig1 erkeklere gore daha az
olmasia ragmen ileri yas populasyonunda kadinlar daha fazla oldugundan
kadmlarda inme mortalitesi daha fazladir (6).

Etnik koken: Farkli etnik kokene sahip insanlar arasinda inme insidansi
farklilik gostermektedir. Sacco ve ark. 2001 yilinda yaptiklari Kuzey
Manhattan Inme ¢alismasinda inme risk faktorlerinde etnik koken etkisini
arastirmiglardir. Bu ¢alismada hipertansiyon tiim wklarda inme igin risk
faktorii olmasmna ragmen afro amerikalilarda ve hispaniklerde daha yiiksek
prevalansa sahiptir. Kuzey Manhattan Inme calismasi ayrica koroner arter
hastaliginin inmede beyaz wki siyah irka gore daha fazla etkiledigini

vurgulamaktadir (7,8). Bravata ve ark. yaptigi caligmada ise inme risk



faktorlerinden hipertansiyon, diyabet, CRP yuksekligi, kladikasyo ve aktivite
kisitliligr siyahi popiilasyonda yiiksek iken ileri yas, miyokardiyal enfarktis
(MI), diisiik HDL ise beyaz popiilasyonda daha sik goriildiigi belirtilmistir
(7,9). Ayrica inme sonrasi fonksiyon kaybi da wklar arasinda farklilik
gostermektedir. Fiziksel fonksiyon kayb1 siyah toplumlarda daha fazla oldugu
belirtilmistir (10). Inme insidans1 yani sira inme alt gruplar1 da etnik kdken
acisindan arastirilmistir. Meksikali amerikalilarla hispanik olmayan beyazlar
arasinda yapilan bir calismada ise bu iki etnik grup arasinda gecici iskemik
atak, intraserebral hemoraji, subaraknoid kanama insidanst meksikali
amerikalilarda daha yiliksek oldugu belirtilmistir (11).

Genetik: Hem degistirilebilir hem de degistirilemeyen risk faktorlerini
etkileyebilir. Ailede inme Oykiisii olmasi kiginin inme riskini artirir. Ayni
zamanda tek gen mutasyonlar1 da inmeye neden olabilecek patofizyolojiyi
etkileyebilir. Genetik nedeniyle ortaya ¢ikan hastaliklarin (orak hiicreli anemi
) yan etkileri inmeye neden olabilir. Ayrica bazi genetik polimorfizmler
(9p21) de inme i¢in risk faktorl olabilirler (12).

Gegici iskemik atak (TIA) : Akut enfarkt olmadan meydana gelen gegici
norolojik fonksiyon bozuklugu olarak tanimlanir. TIA, inme i¢in uyarici

olabilir. Bu nedenle gerekli 6nlemler ve tedavi baslanmalidir.

Degistirilebilen risk faktorleri

Hipertansiyon (HT): HT en o6nde gelen risk faktorlerindendir. Iskemik
inmede hastalarda geg¢ici bir hipertansiyon atagi goriilebilir. Bu hipertansiyon
atagi hasarli ve savunmasiz serebral hiicrelere zarar verebilir. Ancak inmede
ideal kan basinc1 hala tartismalidir. Uzun donemde kan basinci kontrolii inme
riski agisindan faydali olmakla beraber akut enfarkt sonrasi kan basmcimni
diisiirme kotili prognozla iliskilendirilmistir (13). Yiiksek kan basincit 6demi
artirdig1 ve bunun da kotii sonlanimla seyrettigini savunanlara kars1 diisiik
kan basmci inmede kurtarilabilir alan olan penumbranin kanlanmasi i¢in

gerekli olan kanin saglanamadigi savunulur (14). 40-69 yas araliinda



sistoldeki 20 mmhg diyastolde 10 mmhg degisiklik mortalite oranin1 2 kat
artirr (15). Baska bir ¢calismada ise 5-6 mmhg'lik degisiklik inme riskini %42
azalttig1 gosterilmistir (16).

Diyabet: Diyabet, vaskiler endotelyal disfonksiyon, kapiller bazal membran
kalinlagmasi, iflamasyon, NO’in vaskiiler aktivitesinin bozulmasi gibi
etkilerle vaskiiler hasara neden olup inme riskini artirir. Inme, diyabetli geng
popilasyonlarda daha sik goriiliir. Greater Cincinnati / Northern Kentucky
inme c¢alisma grubu afro amerikalilarda 55 yas Oncesinin ve beyaz
populasyonda ise 65 yas oncesinin daha riskli oldugunu bildirmislerdir. Tip 2
diyabetiklerde normal popiilasyona gore damar duvarlar1 daha sert ve daha
diistik elastikiyete sahiptirler. Tip 1 diyabette 6zellikle karotiste intima ve
media tabakasi kalinlasir. Bu da atreoskleroz baslangici olarak kabul edilir.
Diyabetiklerdeki CRP artis1 da ateroskleroza katkida bulunur (17). Diyabet,
inme riskini 2-6 kat, mortalite oranin1 ise %20 artrmaktadir (1). Inmeyle
bagvuran hastalarin %30-40'inda hiperglisemi gorulur (18). Sadece diyabet
tanili hastalar i¢in degil bozulmus glukoz toleransi olan hastalar da inme i¢in
risk altindadir. Baslangictaki glukoz oram1 inme sonrasi morbiditeyle
iliskilidir. Yiiksek glukoz orani serebral dokuda laktat oranini artirir. Laktat
ise kurtarilabilecek doku olan penumbranin beslenmesini bozarak iskeminin
yaygmlasmasina katkida bulunur. Hiperglisemi iskemi sonrasi koti
sonlanimla iligkili oldugundan Amerikan Kalp Dernegi (AHA) / Amerikan
Inme Dernegi kilavuzlari serum glukozunu 140-180 mg/dL seviyesine
indirmeyi 6nermektedir. Iskemik inme geciren hastalarin ilk 48 saatte glukoz
oranlar1 kontrol altma alinmasinin morbiditeyi etkiledigi gosterilmistir.
Atriyal Fibrilasyon: Atriyal fibrilasyon, inme i¢cin édnemli bir risk faktori olup
yasa bagimh riski 2-5 kat artirir. Inmelerin %24.6’sinda atriyal fibrilasyon
goraldr.  Atriyal fibrilasyon ile birlikte gorilen inmeler genellikle
kardioemboliktir. Bunlar siklikla genis yaygin enfarktlara neden olurlar.
Atriyal fibrilasyon, genellikle anterior sirkiilasyon enfarktlariyla iligkilidir.
Aragtirmalar atriyal fibrilasyonda sol atriumda biriken kanin inmeye neden

olabilecek embolilere neden oldugu gostermesine karsin son ¢aligmalar



inmeden sonra atriyal fibrilasyonun kaydedilgini gostermis olup bu bilgilerle
celismektedir(1,19).

e Dislipidemi: LDL kolestroliinii diistirmek biiyiik arterlerdeki atreosklerozu
Oonlemede basarili iken kii¢iik damarlardaki atreosklerozu ve kardioembolik
inmeyi Onleyememektedir. Trigliserid oranmi diisirmek de inmeye karsi
koruyucu olmayabilir. HDL yiiksekligi ise kiiglik damarlardaki aterosklerozu
Onleyebilir ancak buyuk arterlerdeki ateroskleroz ve kardioembolik inmeye
kars1 koruyucu degildir (21).

e Alkol: Alkol ile inme arasindaki iligki tiiketilen alkol miktarna gore
degiskenlik gosterir. Az ve orta alkol tiketimi (haftada 150-300 mg ) inmeye
kars1t koruyucu olabilirken asir1 alkol tiikketimi (haftada 300 mg'dan fazla)
inme igin risk faktorudir (22). Son 24 saatte 40 mg'dan fazla alkol
tiikketenlerde de inme riski arttigin1 gosteren arastirmalar mevcuttur (23).

e Sigara: Sigara ile inme arasinda dogrudan iliski s6z konusudur. inme riski,
sigara icenlerde igmeyenlere oranla 1.6 kat daha fazladir (24). Sigara kandaki
karbonmonoksit (CO) miktarini artirir. Artan CO miktar1 endotel hasarina
neden olur. Bununla birlikte sigara kandaki fibrinojen miktarini, trombosit
fonksiyonlarmi da etkiler. Tiim bunlar bir araya geldiginde sigara icenlerde
koagulasyona yatkinlik artar. Sigara icmeyi birakanlarda ortalama 5 yil i¢inde
inme riski icmeyenlerle ayn1 seviyeye gelmektedir.

e Fiziksel aktivite yetersizligi: Artmis inme riskiyle iliskilidir. Fiziksel
aktiviteyle beraber beslenme aliskanlhigindaki degisiklikler inme riskini
azaltir.

Ayrica hiperhomosisteinemi, oral kontraseptif kullanimi, hormon replasman

tedavisi inme igin risk faktorlerindendir.

2.1.4. Radyolojik bulgular

Kontrastsiz BT: Bilgisayarli tomografi (BT) ulasilabilir olmasi, ¢ekimin kisa
slirmesi ve bu sayede tan1 ve tedavide zaman kaybini 6nlemesi a¢isindan ¢ok dnemli
bir role sahiptir. inmenin en 6nemli basamagi hemorajik mi yoksa iskemik mi

oldugudur. Beyin BT sayesinde tani konulur ve tedaviye baslanir. Kontrastsiz beyin



BT ayrica erken iskemik inme bulgularini gosterebilir. Bunlarin spesivitesi yiiksek
sensivitesi disiiktiir. Bu erken bulgular: gri cevher beyaz cevher farki
kaybolmasi(0zellikle insulada ve lentiform c¢ekirdeklerde), damardaki trombis
iceriginden dolay1 hiperdens damar bulgusu, 6demden dolay1 sulkuslarin silinmesidir
(25).

BT Angio: BT angio enfarkt: degerlendirmede olduk¢a onemlidir. Enfarkt alanimni
gostermesi yanisira disseksiyonu, anevrizmayi, kollateral dolasimi gosterebilir.
Karotis stenozuda sensivitesi (%80-%90) spesivitesi (%90-%91) iken serebral
enfarktlarda sevsivite (%92-%100) spesivite (%82-%100) diir. Ayrica yiksek
yogunluklu projeksiyonlar (mdp) trombiisiin biiyiikliigii ve leptomeningeal
kollaterallerin durumu hakkinda bilgi verir. Trombiis biiyiikliigii iv tPA tedavisi i¢in
olduk¢a dnemlidir. Genis ve biiyiik damarlardaki trombiis ile trombiis kalinlig1 8 mm
den blytiiklerde tek basina iv tPA'nin etkinligi diisiiktiir. Bu hastalar daha ¢ok
intraarteriyel trombektomiden fayda gériirler (26,27). lyi leptomeningeal
kollaterallere sahip hastalarda iskemik enfarkt c¢ekirdegi daha kiigiik olup
kurtarilabilir dokunun kurtarilmasi yiiksek ihtimalken kollateralleri zayif olanlarda
dokunun kurtarilmasi daha diisiik ihtimaldir.

MRG: Standart MRG sekanslar1 (T1, T2, FLAIR) iskemik inmenin erken saatlerinde
enfarkt alanin1 gosteremeyebilir. DWI ise yiiksek sensivite (88%—100% ) ve yiksek
spesiviteye (%95-%100 ) sahiptir. DWI iskemiyi dakikalar icinde bile gosterebilir.
Iskemi, serebal dokuda serbest su molekiillerinin dolasimmi kisitlar bu da DWI
sekansinda ylikek yogunluklu goriintii olarak tespit edilir. DWI temelde T2 sekanstir.
Bu nedenle T2'de hiperdens gorulen alanlar DWI de hiperdens goruliur. DWI deki bu
hiperdens alanlarin ger¢ekten diffiizyon kisitliligina mi bagl yoksa T2'deki
hiperdens mi oldugu her zaman anlasilamamaktadir. Bunu gidermek i¢in ise apparent
diffusion coefficient (ADC) haritasi kullanilmaktadir. Bir goriintilemede T2
hiperdens, DWI hiperdens, ADC de hipodens ise bu gergek enfarkttir. T2 hipodens,
DWI hiperdens, ADC hiperdens ise bu enfarkt degil T2'nin parlama etkisidir (28).
Enfarkt cekirdeginin bityiikliigii orta serebral arter (MCA) enfarktlarinda prognozla
yakindan iligkilidir. Bu alan DWI'de hesaplanabilir. 2( en *boy*yikseklik/2). Bu
alan 70 ml'den daha kuiigukse serebral perflizyon sonrasi iyi prognozla iligkiliyken

100 ml'den buyukse rekanalizasyondan sonra kanama ihtimali yiksek olup kotu
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prognozla iligkilidir (29,30). 70-100 ml arasindakilerin ise belirsizdir. Ancak
posterior sirkiilasyondaki enfarktlarda bu hesaplama gegerli degildir. Beyin sapindaki
kiigiik bir enfarkt alani ¢ok ciddi sonuglara yol agabilir.

MRG Angio: ilk basvurulan tetkiklerden olan BT angio ¢ekilemedigi durumlarda
(kontrast maddeye kars1 hassasiyet, bobrek fonksiyon bozuklugu gibi )kullanilabilir.

2.1.5. Komplikasyonlar

e Kardiyak komplikasyonlar: Iskemik inmeyle iskemik kalp hastaliklarmm bazi
risk faktorleri ortaktir. Aslinda iskemik inme genelde yashlarda gorildigi
icin ve bunlarda da kardiyak patolojiler sik goriildiigiinden patofizyolojiyi
ayirt etmek zordur (31).Konjesif kalp yetmezligi, kapak hastaliklari, atriyal
fibrilasyon iskemik inme riskini artirirken; iskemik inme de otonom kontrolii
bozarak kardiyak komplikasyonlara neden olur. Bozulan otonomik kontrol ve
fizyolojik stresle beraber iskemik inmede MI ile iliskili testlerde yiikselme
goriilebilir (32,33). Iskemik inmede noral sistem tarafindan indiiklenen
myokardiyal hasar meydana gelir (myositolozis). Arastirmalar sag insulada
gorilen enfarktlarda myokardiyal iskemiye 6zgu enzim artisi oldugu
gosterilmistir. Iskemik inmelerde troponin yiiksekligi mortalite ve
morbiditeyle iligkilidir (34).

Iskemik inme sonras1 goriilen diger kardiyak komplikasyon ise
aritmilerdir. Bu aritmiler; atriyal fibrilayon, supraventrikiiler tasikadi, ventrikiiler
tagikardi, ventrikiiler extra sistollerdir. Limbik sistem ve diger otonom sistemlerle
sik1 baglantilar1 olan insulada meydana gelen efarktlar anormal kardiyak
repolarizasyona neden olur. Ozellikle sag insuladaki enfarktlar, QT uzunlugu ve sol
dal blogu birlikteligi kotii prognozla iliskilidir (35).

Iskemik inmede mortalitenin énemli nedenlerinden birisi de konjesif
kalp yetmezligidir. MI, aritmi, HT, preload yilik artis1 konjesif kalp yetmezigine
katkida bulunur. Iskemik inmede klasik olarak sol ventrikiil apikal balonlasma,
gecici ST yuksekligi, T negatifligi goriiliir. MI'dan farkli olarak iskemik inmede BNP

artar.
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Pulmoner komplikasyonlar: Pndmoni iskemik enfarkt sonrasi en sik goriilen
komplikasyonlarindan biridir. Enfarkt sonrasi1 ilk 48 saatte goriilen atesin en
stk nedeni pnoémonidir. Pndmoni, inme sonrast komplikasyonlar arasinda en
yiilksek mortaliteye sahip komplikasyon olup mortalite oranmmi 3 kat
artirmaktadir(36). Inme sonrasi pndmoninin en sik nedeni aspirasyonken, risk
faktorleri ise 65 yas lstii olmak, konusma bozuklugu, inme sonrasi morbidite
varligi, kognitif fonksiyon bozuklugu sayilabilir(37). Beyin sap1 gibi hayati
bolgelerdeki enfarktlar sonucu mekanik ventilasyon bagimliligi da pnomoni
sikiligint artirir.

Enfarkt sonras1 goriilen bir diger pulmoner komplikasyon da desatiirasyon ve

apnedir. Enfarkt sonrasi ilk 48 saatte hastalarin iicte ikisinde oksijen saturasyon

disiikligii goriilmektedir. Bu saturasyon diisiikliigli penumbranin beslenmesi igin

gerekli olan kandaki oksijenizasyonu olumsuz yonde etkilemektedir. Enfarkt sonrasi

beyindeki solunum diizenleyici sistemler hasara ugrayarak uyku apnesine veya

solunum kas giigsiizliigiine neden olarak hipoksiye neden olur. Buna ek olarak

pndmoni, aspirasyon gibi faktorler de satiirasyon diisiikliigiine neden olurlar.

Gastroisntestinal komplikasyonlar: Iskemik enfarkt sonrasi disfaji %37 ile
%78 sikliginda goriiliir (38). Disfaji ayrica iskemi sonrasi aspirasyon
pnomonisinin de en biiylik risk faktoriidiir. Yutma merkezi beyin sapmin alt
yarisinda yer almasima ragmen disfaji genellikle tek tarafli hemisferik iskemik
inmelerde goriilir. Bu hastalarin beslenmesi nazogastrik sondayla veya
perkiitan endoskopik gastrostomi (peg) ile yapilir. Iskemik inme sonrasi
gatrointestinal kanama %1,5 olarak gosterilmistir (39). Ayrica FOOD
denemesine goére nazogastrik sonda ile beslenen haslar peg ile beslenenlere
gore daha fazla kanama riski altindadirlar. H2 reseptor antagonisti, antiasid,
sukralfat kullanimi gastrointestinal sistem (GIS) kanamalarma Kkarsi
koruyucudur. Ancak H2 antgonisti pnomoni riskini artrmaktadir. Diger  bir
GIS komplikasyonu fekal inkontinanstir. Akut iskemi sonras1 fekal
inkontinans %30-%56 arasindadir. Ileri yas, biling degisiklikleri, genis
enfarkt alan1 fekal inkontinans i¢in predispozan faktorlerdir. Antikolinerjik

ilaglar kullanimi ise fekal inkontinans riskini artirir (40).
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e Genitolriner komplikasyonlar: Enfarkt sonrasi idrar yollar1 enfeksiyonu
(IYE) siklikla goriilen komplikasyonlar arasindadir. Ileri yas, kadin cinsiyet,
enfarktin biiyiikliigii, kateter kullanim1 IYE igin predispozan faktdrlerdir.
Antimikrobiyal kateter kullanimi ve idrar kiiltiirlerine uygun antibiyotik
baslanmasi bu riski azaltir.

Enfarkt sonrasi idrar inkontinanst da gOrulebilir. Bunu Gelber ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada kortikospinal yolun etkilendigini bu da destrusor kaslarin
tonusunu arttirdigint  ve sonug¢ olarak enfarkt sonrasi idrar inkontinansi
goriilebildigini belirtmistir(41).

e Vendz tromboemboli: Enfarkt sonrasi alt ekstremite paralizi olan hastalarda
siklikla derin vendz tromboz (DVT) goriiliir. Enfarkt sonrasi ilk 1 hafta iginde
goriilme siklig1 yiiksektir(42). ileri yas, dehidratasyon, enfarktin biiyiikliigii
emboli riskini artiran faktorlerdir. DVT, asemptomatik olabilecegi gibi alt
ekstremitelerde 6dem, agri, hassasiyet, ates, pulmoner emboliyle klinik bulgu
verebilir.

Enfarkt sonrasi erken Oliimiin en O6nemli nedenlerinden biri pulmoner
embolidir. Pulmoner emboli, enfarkt sonrast 2 ile 4. hafta aralarinda siklig1 artar.
Diisiik molekiil agirlikli heparin (DMAH) ve diisiik doz unfraksiyonel heparin /
standart heparin (SH) profilaksisi DVT ve pulmoner emboliye karsi koruyucu
olmaktayken kanama riskini artirir. Yiiksek doz SH (giinliik 15000 1 ) pulmoner
emboliye kars1 koruyucu iken intrakranial kanama riskini artirir. Diisiik doz SH
(giinlik 15000 w alt1 ) DVT i¢in koruyucu iken pulmoner emboli ve intrakranial
kanama Uzerine etkisi yoktur.

Yiksek doz DMAH (>6000 iu gunlik) DVT ve pulmoner emboli icin
koruyucu iken intrkranial kanama riskini artirr. Diisik doz DMAH (<6000 iu
giinliik) DVT ve pulmoner emboliye kars1 korucuyu iken intrakranial kanama riskini
artirmaz(43).

e Kas iskelet sistemi komplikasyonlari: Osteopenik kemik yapisma sahip
yashlarda yiiksek mortalite ve morbiteye sahip kalga fraktiirleri, iskemik
inmede goriilebilen komplikasyonlardandir. Iskemik inmenin ilk bir yilinda
normal populasyona gore kalca kirigr goriilme sikhigr 7 kat fazladir.

Antikoagulan kullanimi1 kemik kaybini artirir. Fraktiirler genellikle paretik
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tarafta goriiliir. Enfarkt sonrasi ortaya ¢ikabilen denge kaybi, ndbet, neglect

sendromu, motor fonksiyon bozuklugu gibi nedenlere bagl diisme ataklar1

goriilebilir. Bunlara bagl da kalga kiriklar1 en sik goriilen kirik tipidir.

Iskemik enfarktan sonra ilk birkag¢ ay icerisinde degisik derecelerde agri
ortaya ¢ikar. Agri en sik ekstremitelerde 6zellikle omuzlarda, bas agrisi ve viicudun
diger bolgelerinde goriiliir. Enfarkt sonrasi agrinm bircok nedeni vardr. Ozellikle
yaglilarda eslik eden ek patolojiler (artrit, pozisyon bozuklugu, immobilizasyon)
enfarkt sonrasi agriya katkida bulunur. Bunun yanisira enfarkt sonrasi spinotalamik
yolda meydana gelen hasar da agrinin nedenleri arasindadir.

e Yorgunluk: Yorgunluk enfarkt sonrasi goriilebilen komplikasyonlardandir.
Anemi, enfeksiyon, hipotiroidi, adrenal yetmezlik ve depresyon da
yorgunluga katkida bulunabilir.

e Depresyon: Enfarkt sonras1 depresyon derecesiyle ilgili veriler net degilken
mindr semptomlar bir¢ok hastada goriiliir(44). Kadinlarda, genglerde, biiyiik
engeli olanlarda daha fazla gorulur.

e Ates: Iskemik enfarkt sonras1 ilk 72 saatte %60 oraninda goriiliir(45). Yaygin
enfarktlarda ates saha sik gorliir.

e Deckiibit yaralari: Uzun sire vyatalak kalan hastalarda gorilir. Erken
mobilizasyon, 2 saatte bir pozisyon degisikligi, havali yatak, topuklara

yastiklar dekiibit yaralarmi dnlemede alinabilecek tedbirlerdir.

2.1.6. iskemik inmenin tedavisi

Akut iskemik inmede iki uygun tedavi tablosu mevcuttur; bunlar intraventz
trombolizis ve mekanik trombektomidir. Ik 4.5 saat icinde acile basvuran hastalarda
Beyin Tomografi ve Beyin Tomografi Anjio boyundan itibaren ¢ekilmelidir. Serum
kreatinin dlzeyi beklenip BT anjio geciktirmemelidir. BT Anjio zaman
kaybetmemek icin BT ile gekilmelidir. Akut iskemide 6 ile 24 saat i¢inde basvuran

hastalarda mekanik trombektomi icin BT ve MR beraber ¢ekilebilir.

» Intravendz Trombolizis
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AHA/ASA tarafindan onerilen intravendz tPA infiizyonu semptomlarin basladig ilk
3 saat icinde bagvuran hastalara uygulanabilir. Bu tedavi semasi ilk 4.5 saat i¢inde
basvuran uygun hastalara genisletilebilir. Intravendz tPA tedavisi i¢in hastanin
norolojik semptomunun olmasi, ilk 3-4,5 saat iginde basvurmasi ve 18 yasindan
biiyilk olmasi gerekmektedir. Hasta son 3 ay iginde kafa travmasi gegirmisse,
subaraknoid kanama semptomlar1 mevcutsa, intrakraniyal kitlesi mevcutsa,
arteriovendz malformasyon ya da anevrizmasi varsa, gecirilmis intrakraniyal ya da
intraspinal cerrahi oyklst varsa, sistolik tansiyonu 185 mmHg’dan diyastolik
tansiyonu 110 mmHg’dan yiiksekse, aktif i¢ kanamasi mevcutsa, trombositi
milimetre kiipte 100.000°den kiiclikse, hasta son 48 saatte heparin almigsa ve aPTT
iist sinirindan daha da yiiksekse, hastanin antikoagiilan kullanimi ile beraber INR’si
1.7°den yiiksekse ya da PT’si 15 saniyeden yiiksekse veya kan sekeri 50 mg/dL’den

kiiglikse intravendz tPA verilmez.

=  Endovaskuler tedavi

Intravendz tedavisi etkili bir tedavi olmasina ragmen kullanimmi smirlayan kriterlere
sahiptir. Dahasi, intravendz tPA ilk 4,5 saatlik zaman diliminden sonra kullanilamaz
ve bliyiik damar tikanikligi olan hastalarda smirh etkinlige sahiptir (46). Fransa
Norovaskiiler Toplulugu internal karotid arter, orta serebral arter tikanikligi gibi
proksimal tikanikliklarda mekanik trombektomiyi, intravenéz trombektomi ile
beraber tamamlayict bir tedavi olarak Onerir. Intravendz trombektomi
kontraendikasyonu olan hastalarda biiyiikk damar tikanikligi varsa mekanik

trombektomi dnerilmeli (47).

2.2. Serebral Kan akimi ve Otoregiilasyon

2.2.1. Beynin Ana Arterleri

Beyin viicut agirhgmin %2’sini olusturmasma ragmen kan akiminin %20°sini
oksijenin ise %?25’ini almaktadir. Bu yiiksek perflizyondan dolayr beyin 2 adet

karotid arter ve 2 adet vertebral arter tarafindan olusturulan yiiksek kan akimina
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sahiptir. Karotid arterler anterior sirkiilasyonu olustururken vertebral arterler ise
posterior sirkiilasyonu olusturmaktadirlar. Serebral arterler kortikal ve perforan
arterler olmak iizere ikiye ayrilmaktadirlar. Perforan arterler Willis poligonundan
veya dallarmndan ayrilip direkt olarak parankime girerler. Internal karotid arter,
anterior koroidal arter, anterior kommunikan arter, anterior serebral arter, orta
serebral arter, posterior kommunikan arter, posterior serebral arter perforan dallar

verirler.

A- Anterior Sirkulasyon

1-Internal Karotid Arter (IKA)

Bouthiller ve ark. IKA’i 7 segmentte incelemislerdir. Bu segmentler; C1 (servikal),
C2 (petr6z), C3 (laserum), C4 (kaverndz), C5 (klinoid), C6 (oftalmik) ve C7
(kommunikan) segmentlerdir (48). Cl(servikal) segment; karotis kommunisten
baslayip karotid foramene kadar olan segmenttir. Bu segment herhangi bir dal
vermez. C2(petrdz) segment; karotid foramenden baslayip foramen laseruma kadar
olan segmenttir. C3(laceral) segment; foramen laserumdan baslayip petrolingual
ligamente kadar olan segmenttir. Karotikotimpanik arter ve pterigoid (vidian) arter
dallarin1 verir. C4(kavernéz) segment; IKA petrolingual ligamani gectikten sonra
duray1r deler ve kavernéz segment baslar, proksimal dural ringe kadar olan
segmenttir. Ana dallari,

e Meningohipofizyal trunk

e Anterior meningeal arter

e Mc Connel’in kapsiiler arteri

e Inferior kaverndz siniis arteri

e Persistan Primitif Trigeminal Arter (PPTA)
C5(klinoid) segment; proksimal dural ring ile distal dural ring arasindaki segmenttir.
C6(oftalmik) segment; distal dural ringle posterior kommunikan artere kadar olan

segmenttir. Bu segmentten ¢ikan arterler;
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Oftalmik arter: subaraknoid mesafedeki en uzun dal olup optik sinirin
altindan optik kanala girer. Buradan ¢ikan dallar optik siniri, kiazmayzi,
pituiter stalki besler.

Stiperior hipofizyal arter: 6n hipofizi ve pituiter stalki besler.

C7(kommunikan) segment: PKomA'den IKA bifurkasyonuna kadar olan

segmenttir. Bu segmentten ¢ikan arterler:

Posterior kommunikan arter: anterior ve posterior sirkilasyonu birbirine
baglar. Optik siniri, inferior kiazmayi, posterior hipotalamusu, anterior ve
ventral talamusu, internal kapsiiliin posteriorunu besleyen perforanlar ¢ikar.

Anterior koroidal arter: internal kapsiiliin arka bacaginin 2/3 liik arka kismini,
unkusu, optik radyasyo liflerini, globus pallidusun medialini, internal
kapsuliin genusunu besler. Pleksal ve sisternal segment olmak (zere ikKi

segmente ayrilir.

2- Anterior Serebral Arter

IKA’nin iki terminal dalindan biri olan anterior serebral arter anterior kommunikan

artere gore prekommunikan ve postkommunikan olmak iizere ikiye ayrilir.

Postkommunikan boliim ise 4 segmente ayrilir.

prekommunikan segment (Al): IKA bifurkasyonundan anterior
komminikan artere kadar olan segmenttir. Bu segmentten ¢ikan perforanlar
talamus, hipotalamus, internal kapsil, kiazma, bazal ganglionlara gider.
infrakallosal segment(A2): Anterior kommunikan arterden korpus
kallosumun genu ve rostrumun birlestigi yere kadar olan segmenttir.3 dali
vardir. Bunlar; orbitofrontal arter, frontopolar arter ve Heubner’in rekiirrent
arteridir.

Hebuner’in rekiirrent arteri, 1872 yilinda Johann Otto Leonhard
Heubner tarafindan tanimlanan bu arter Al, A2 veya Al-2 bileskesinden
koken alir. Kaudat ¢ekirdegi, globus palludusun medialini, internal kapsiiliin
anterior bacagini, anterior hipotalamus gibi alanlar1 besler. Tikanikliginda

hemiparezi, afazi, koreatetoz, dizartri, abulia ortaya cikabilir(49).
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o prekallosal (A3): Perikallozal ve kallozomarjinal dallardan sonra baslayip
arterin korpus kallosumda horizontal diizleme gectigi yere kadar olan
segmenttir. Kortikal dallari; anterior internal frontal arter (AIFA), orta
internal frontal arter (MIFA), posterior internal frontal arter (PIFA) ve
kallosomarjinal arterdir. Bunlar superior frontal gyrusun medial ve lateral
ylzeylerini, parasantral gyrusun posteriorunu beslerler.

e suprakallosal segment(A4): korpus kallosumun Uzerinde koronal siturun
anteriorunda kalan segmenttir.

e posterokallosal segment(A5): korpus kallosumun tizerinde koronal slturun
posteriorunda kalan segmenttir.

A4 ve A5 segmenleri ise superior frontal gyrusun posteriorunu, singulat
gyrusu, motor, duyu ve premotor alanlari, kuneus ve prekuneusu beslerler(50).

Sag ve sol anterior serebral arterler anterior kommunikan arter (AKomA)
araciligiyla baglanirlar. AKomA’den ¢ikan perforan arterler infiundibulumu,
kiazmay1, hipotalamusun preoptik bolgesini ve subkallosal bolgeyi besler. Bu
dallarin tikanikhiginda elektrolit bozuklugu, biling degisikligi gibi Klinik bulgular
ortaya cikar.

3- Orta Serebral Arter

IKA’nin 2 terminal dalindan biiyiik olanidir. 4 segmentte inclenir. Bu segmentler;
M1 segment (sfenoid veya horizontal segment), M2 segment (insular segment), M3
segment (operkular segment) ve M4 segmenttir(kortikal dallar). Orta serebral
arterin kortikal dallar1 ise sunlardir; orbitofrontal arter (OfA), prefrontal arter (PfA),
presantral arter (PcA), santral arter (CA), anterior ve posterior paryetal arterler,
angular arter (AA), temporal arterler (temporopolar, anterior, orta ve posterior
temporal arterler) ve temporo-oksipital arterlerdir (ToA)(51,52).Bu kortikal dallarin
tikanmas1 motor gii¢siizliige, emme yakalama refleks kaybina, motor afaziye, metal

degisikliklere, neglect sendromuna, gorme defektlerine neden olmaktadir.

B- Posterior Sirkulasyon
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Beynin posterior sirkilasyonunu vertebrobaziller sistem saglamaktadir. Beyin kan

akimmin yaklagik %20’sini karsilamaktadir. Sag ve sol vertebral arterlerin

birlesmesiyle olusan baziller arter terminalde willis poligonuna katilan posterior

serebral arter dalmi veririr.

1- Posterior Serebral Arter (PSA)

Baziller tepeden dallanan PSA, PKomA araciligiyla anterior sirkiilasyona baglanir. 4

segmente ayrilmistir :

P1 segment (pedinkiller ) : Baziller tepeden PKomA’e kadar olan bu
segment interpedinkiiller sisternde yer almaktadir.

P2 segment (ambient): PKomA’den baslayip kuadrigeminal sisternde orta
beynin lateral kenarmin posterioruna kadar olan segmenttir. Krural sistern
icindeki segment P2A(anterior), ambient sistern icindeki segment ise
P2P(posterior) olarak adlandirilir.

P3 segment (kuadrigeminal) : Kuadrigeminal sistern icinden gecen orta
beynin lateral yiizeyinin posteriorundan baslayip paryetooksipital sulkusa
kadar olan segmenttir.

P4 segment (kortikal ) : Paryetooksipital sulkustan baslayan kortikal
dallardir. PSA’in 3 ana dali vardir: santral perforan dallar, ventrikiler ve
koroid pleksus dallar1 ve serebral kortexi ve korpus kallosumun spleniumunu

besleyen dallardir.

v' Santral perforan dallar: Talamoperforanlar, talamogenikulat
arterler, pedinkdler perforan arterler, sirkumflex arterlerdir.

v' Ventrikiller ve koroid pleksus arterleri: Medial posterior
koroidal arter %70 P2A’dan ¢ikar. Lateral posterior koroidal
arter ise %87 oraninda P2P’den koken alir.

v Serebral kortexi ve korpus kallosumun spleniumunu besleyen
dallar: inferior temporal arter (P2A / P2P den kdken alir), ilk
kortikal dal olan posterior hippokampal arter ( %60 P2A ),
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paryetooksipital arter ( %70 P3), kalkarin arter ( %60 P3),
splenial arter (posterior perikallosal arter) ise parteyooksipital
arterden koken alir (53).

2.2.2. Otoregulasyon

Beyin, vicut agirliginin %2'sini olusturmasina ragmen tiim oksijenin yaklasik
%20'sini tiikketmektedir. Beyne gelen kan miktar1 ortalama 50 ml/100gr/dk olup
norolojik bozukluklar 20 ml/100gr/dk nin altinda baglar. 10 ml/100gr/dk'nin altinda
ise irreversbl doneme girilir. Oksijenin serebral metabolizma oram1 (CMRO2)
eriskinlerde yaklasik 3.4 ml/100gr/dk'dir. Norolojik sekel olmadan 3.9-1.8
ml/100gr/dk arasinda degisebilir(54).

Beynin temel enerji kaynagi glukozdur. Beyin, enerjisinin yaklasik %90’ 11
glukozdan saglamaktadir. 100 gr beyin dokusu dakikada 5.5 mg glukoz
tuketmektedir. Bu total viicut glukoz tuketiminin %25’ine denk gelmektedir. Glukoz
piruvata yikilir, yeterli oksijen varliginda piruvattan Asetil CoA olusur. Asetil CoA,
kreps siklusuna girer ve H+ iyonlarmi olusturur. NAD ve elektron transport
sistemleri H+ iyonlarin1 yakalayan temel sistemler olup sonug¢ olarak 1 mol
glukozdan yeterli oksijen varliginda 38 mol ATP olusur. Oksijen yetersiz olmasi
durumunda bu glikoliz olay1 durur ve piruvattan laktat olusur. Laktattan anaerobik
glikolizle 1 mol glukozdan 2 mol ATP dretilir. Hipokside enerji ihtiyaci arttig1 igin
daha fazla glukoz ihtiyaci dogmasmma neden olmaktadir. Sonu¢ olarak hipokside
glukoz tiiketimi artmaktadir. Anaerobik glikoliz sonucu ndronlarda toksik etkili olan
laktik asit uretimi artar. Bu nedenle yeterli serebral kan akimi serebral fonksiyonlarin
korunmasi ig¢in ¢ok Onemlidir. Serebral kan akimi serebral otoregiilasyon
mekanizmalariyla dengede tutulmaya c¢aligilmaktadir.

Serebral kan akimi ve otoregiilasyon olduk¢a karmasik olan mekanizmalarla

diizenlenmektedir. Bu alanda son yillarda yapilan ¢aligmalarla biiyiik ilerleme
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kaydedilmistir. Ancak mikrosirkiillasyon diizeyinde arastirmalar hala devam
etmektedir (55).

Serebral kan akiminda 3 temel mekanizma rol almaktadir. Bunlar;
otoregiilayon mekanizmalari, kan akimi-serebral metabolizma iligkisi ve norojenik

kontroldiir. Bu mekanizmalarda rol alan temel hiicreler ise endotel ve astrositlerdir.

a) Otoregilasyon Mekanizmalari

Degisen serebral perflizyon basincina karsi serebral kan akiminin kontrol edilebildigi
stre¢ serebral otoregllasyon sirecidir. 50-150 mmHg'lik serebral perflizyon
basinclarinda serebral kan akimi sabittir. Bu serebral otoregiilasyonun korundugu
basig aralig1 olarak degerlendirilebilir. Bu degerler disindaki perflizyon basincinda

serebral kan akiminda ciddi degisiklikler goriiliir (Sekil 2).

80 -

Cerebral blood flow
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Mean arterial pressure (mmHg)

Sekil 2. Otoregulasyonun diizenlenmesi (55)

Bu otoregiilasyon mekanizmasi endotel, perivaskiiler sinirler ve vaskiiler diiz

kaslarla iliskilendirilsede mekanizma hala tam olarak aydinlatilamamistir. Kan akis
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hiziin vazokonstriiksiyonu indiikledigi gosterilmistir. Bu fizyolojinin temelini ise
endotel olusturmaktadir. Endotel birgok vazomodiilatoriin - kaynagi olup
mekanoreseptorlere sahiptir. Yapilan ¢aligmalarda endoteli ¢ikarilan damarlarda kan
akis hizinin vazokonstritksiyon yanitinin zayif oldugu gosterilmistir. Daha sonra
yapilan calismalarda ise Harder wvaskiiler kaslardaki depolarzisyonun

vazokonstriksiyonda rol aldigmi gostermistir(56).

b) Kan akisi - serebral metabolizma iliskisi

Uzun yillardan beri serebral kan akimi ile serebral metabolizma arasinda siki bir
iligki oldugu bilinmektedir. Arastirmalarda serebral kan akimi ile serebral
metabolizma arasinda gorev alan molekiiller {izerinde durulmustur. Bu
molekiillerden potasyum ve hidrojen iyonlarinin vazodilatasyonu indiikledikleri
boylece kan akisi ile serebral metabolizma arasinda iligski sagladiklar1 gosterilmistir.
Vaskiiler diiz kaslarda potasyum kanallarinin bulunmasi noral aktiviteyle kan akimi

arasinda iliski oldugunu gosterir.

c) Serebral kan akiminin diizenlenmesi

Birgok calisma serebal kan akimmin diizenlenmesinde perivaskiiler sinirlerin rol
aldigin1 gostermistir. Endotel hiicreleri, astrositler ve perivaskiiler sinirler karmagik
iligkiler igcinde olup serebral kan akimmim diizenlenmesinde rol alan temel
norovaskiiler {nitedir. Farkli norotransmitter ve farkli kokenlere sahip bu
perivaskuler sinirler intrinsik ve ekstrinsik olmak (zere ikiye ayrilmaktadir.
Ekstrinsik perivaskiiler sinirler parankim disindaki perivaskiiler innervasyonu ifade
etmektedir. Sempatik, parasempatik ve duyusal ganglionlar olan sirasiyla stperior
servikal ganglionlar, sfenopalatin ve trigeminal ganglionlar bu ekstrinsik
perivaskiler sinirlerin kaynagmni olusturmaktadirlar. Sempatik sistem serebral
otoregiilasyonun diizenlenmesinde kan akiminin {ist sinirinin altinda tutmakla gérevli
iken parasempatik sistem daha ¢ok patoloji varliginda gorev alir. Agrida temel rol

alan trigeminovaskuler sistem ise guclu bir vazodilatator olan kalsitonin geni ile
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iliskili peptidin (CGRP ) kaynag1 oldugu gdsterilmistir. Boylece vazokonstriiksiyona
kas1 rol almaktadir.

Vaskiiler yapilar parankime girip virchow-robins bosluklarmi terk ettikten
sonra ekstrinsik innervsyonlarin1 kaybederler ve intrinsik innervasyon baslar. Bu
intrinsik perivaskiiler sinirler dogrudan vaskiiler yapilarla temas halinde olmayip
astrosit ayakgiklariyla iliski halindedirler. Uyarilara baglh olarak serebral kan akimin1
artirtp azaltabilirler (Sekil 3). Serebral mikrovaskiileritenin uyarilmasinin temel
kaynagini lokus seruleus, bazal nukleus ve raphe nukleusu olusturmaktadir. Ancak
bu noronlarn mikrovaskiiler yapiyla direkt temas halinde mi yoksa astrosit
ayakeiklar1 araciligiyla iliski halinde olduklar1 net degildir.

Bu yolaklarin yan1 sira lokal inter6ronlar da mikrovaskiler tonusun
diizenlenmesinde rol alirlar. Son ¢alismalarda GABAerjik néronlarin uyarilmasiyla

vazodilatasyon meydana geldigi gosterilmistir.

Box 2-endothelial cells

v

Box |
regulation

Box 4-microvascular communication

Box 3-astrocyte
Presymaptic suron

Sekil 3. Serebrovaskuler kontroliin birgok mekanizmayla dizenlenmesi (55)
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d) Endotel

Serebral kan akimmin diizenlenmesinde endotel temel rol oynamaktadir. Daha
onceden sadece antitrombotik bariyer olarak kabul edilen endotel glnumiizde
vaskuler ltimenle vaskuler duz kaslar arasinda koprii goérevi goren dinamik bir yap1
olarak kabul edilmektedir. Endotel 4 temel kimyasal sistemden olusmaktadir: NO,
endotelden tiiretilmis hiperpolarizasyon faktéri (EDHF), eikosanoidler ve

endotelinler.

e) Astrositler

Astrositler, serebral kan akimmin belirlenmesinde ¢ok hayati gorev
istlenmektedirler. Ayakciklartyla vaskiiler yapilara sikica tutunup serebral
mikrovaskiiler yapilar1 birbirine baglar. Baslangicta hiicre dis1 potasyumu
tamponladiklar1 diisiiniilen astrositler son zamanlarda yapilan in vitro calismalar
noronlar ve vaskiiler yapilar arasinda iletisimi sagladiklar1 da gosterilmistir. Eski
calismalar astrositlerin serebral kan akiminin diizenlemesini potasyuma baglh
oldugunu gosterirlerdi. Astrositler, hiicre dis1 potasyumu alip ayakgiklarina
iletildigini gosteren c¢aligmalar yapildi. Bu da noronal aktivitenin vazodilatasyon
iizerindeki etkisi olarak degerlendirildi. Daha sonra Zonta ve ark. yaptig1 ¢alismada
astrositlerin elektriksel uyarilmasiyla hiicre i¢i kalsiyumun da arttigimi ve astrosit
ayakgiklariyla temas eden vaskiiler yapilarda dilatasyona neden oldugu gosterilmistir
(57). Bu calismalarda glutamat reseptorlerini eksprese eden astrosit ayakgiklarinin
sinaptik uyaranlar1 algiladigi ve temas halinde oldugu wvaskiiler yapilarda

vazodilatasyon yaparak yanit verdigi gosterildi.

2.3. iskemik inmede Patofizyoloji

Iskemik inme gelisim siireci olduk¢a karmasik bir dizi olaylarin meydana gelmesi
sonucu ortaya ¢ikar. Bu olaylar baslica;
e Hipoperflizyona bagli enerji yetersizligi

e Iskemik cekirdek ve Penumbra
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o Eksitotoksisite

e Oksidatif stres

e Kan beyin bariyer bozuklugu

e Mikrovaskiler bozukluklar

e Hiperkoagulasyon ve trombosit aktivasyonu
e Inflamasyon

e Hiucre 6lumi

e Reperfiizyon hasaridir(58).

2.3.1. Hipoperfiizyona bagh enerji yetersizligi

Iskemik inme, beyne gelen kan miktarmndaki azalma sonucu ortaya c¢ikan ndrolojik
hasardir. Genel olarak en sik nedenler tromboz veya embolidir. Bunlar disinda kiiciik
penetran damarlarin ani tikanmasi, arterit, hematolojik bozukluklar, diseksiyon da
hipoperflizyona neden olabilir. Beyin enerjisinin neredeyse tamamini oksidatif
fosforilasyonla saglamaktadir. ATP yetersizligi durumunda iyon pompalar1 bozulur
ve noron ve glial hiicrelerde depolarizasyon meydana gelir. Yetersiz oksidatif
fosforilasyon sonucu olarak anaerobik solunum ve laktat artar. Artan laktat seviyesi

ise enfarkt genislemesi ve kotii sagkalimla iliskilidir(58,59).

2.3.2. iskemik ¢ekirdek ve penumbra

Iskemik inmede kan miktar1 10 mL/ 100 gr doku /dakika altma diisen bolgeler
iskemik ¢ekirdek (core ) olarak adlandirilir. Bu hiicreler inmeden birkac dakika sonra
fonksiyonlarmi kaybederler. Kan miktar1 <25 mL / 100 gr doku /dakika altina
diistiigii, iyon kanallarin1 korumak i¢in yeterli ancak elektriksel aktiviteyi stirdiirmek
i¢in yetersiz oldugu alana ise penumbra denir. Penumbra islevsel olarak bozuk ancak
yapisal olarak saglam bir bolgedir. Hipoperflizyon diizeltildigi zaman penumbradaki
hiicreler fonksiyonlarini tekrar kazanarak hiicre liimiinden kurtulurlar. Bu nedenle
iskemik inme tedavisinde penumbra asil hedeftir. Penumbranm kurtarilabilir
olmasindan dolayr zaman beyindir aforizmasi ortaya ¢ikmistir. Hipoperflizyonun

devam etmesi durumunda enfarkt iskemik c¢ekirdekten penumbraya dogru yayilir ve
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kurtarilabilcek dokular da kaybedilir. Penumbra ile iskemik kor ayrimi yapmak
tedavi planlanmasinda oldukca etkilidir. Iskemik inmede rtPA tedavisi 4,5 saat ile
siirliyken bliylik penumbraya ve kiiglik iskemik ¢ekirdege sahip hastalarda 4,5 saat
ile smirlanirilan rTPA tedavisi 12 saate kadar uzayabilir. Iskemik cekirdek ve
penumbra ayrimi radyolojik olarak PET, SPECT, perflizyon CT, perfizyon MRG ve
Diffizyon MRG ile yapilabilir (60).

2.3.3. Eksitotoksisite

Eksitotoksisite hiicrelerden anormal eksitatoér norotranmitter salinmasi ve bunlarin
neden oldugu sekonder hasardir. ATP azalmasi durumunda Na/K ATPaz pompasinin
fonksiyonu bozulur ve depolarizasyon meydana gelir. Hiicre i¢ine sodyum, klor girisi
hiicre disina potasyum ¢ikist olur. Ayn1 zamanda kalsiyum transportunda gorevli
pompalarda da hasar meydana gelir, hiicre i¢i kalsiyum artis1 baslar (61). Enerji
ihtiyac1 karsilanmayan hiicrelerde eksitator norotransmitterler o6zellikle glutamat
seviyesinde artis olur. Glutamat hiicre disinda birikmeye baslar. Artan glutamat
NMDA, AMPA, Kkainat reseptorlerine baglanarak sodyum, klor, kalsiyum
tasinmasmi saglar. BOylece bu néronlar daha fazla depolarize olarak daha fazla
glutamat salimmmina neden olarak iskemik kaskada katilirlar. Hicre iginde artan
kalsiyum; kalpain, fosfolipaz, endoniklez, adenozin trifosfataz, siklookijenaz, nitrik
oksit sentetaz gibi enzimleri aktive eder. Bu mekanizmalarla mitokondriyal ve
endoplazmik retikulum hasarina, hiicre membran hasarina, serbest radikal
olusumuna, NO iiretimine, DNA hasarina, hiicre sismesine ve oliimiine neden olur.
Ekzotoksisite ayni zamanda iskemi sonrasi inflamasyona yol acan yolaklar1 da

aktifler.

2.3.4. Oksidatif stres

Beyin viicut agirhiginin %2 sini olusturmasina ragmen viicuttaki total oksijenin
yaklasik %20 sini alir. Bu nedenle noronlar oksijene olduk¢a duyalidirlar(62,63).
Beyindeki antioksidan seviyesi viicudun diger bdliimlerine gore daha diisiiktiir.

Glutamatin artmasiyla tetiklenen hiicre i¢i kalsiyum artis1 ksantin oksidazi,
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NADPHoksidaz sentazi, NO sentazi aktifleyerek serbest oksijen radikal olusumuna
neden olur. Oksijen-antioksidan arasindaki dengenin bozulmasi sonucu hucre
hasarlar1 ortaya g¢ikar. Oksidatif stres, serbest oksijen radikallerinin agir1 tretilip
antioksidan savuma sisteminin kapasitesini agmasi durumunda ortaya ¢ikar. Baslica
bu serbest oksijen radikalleri; stiperoksid anyonu, hidroksil radikali, lipid radikali ve
nitrik oksittir. Normalde hiicrelerde diisiik seviyelerde bulunan bu radikaller birgok
onemli fonksiyonlarda rol alirlar. Asir1 diretilen bu radikaller proteinlere, yag
asitlerine, lipitlere, DNA'ya zarar verirler(64). Ayrica basta metalloproteinaz-9 olmak
iizere diger metalloproteazlar1 aktive ederek ve endotel hasarina neden olarak kan

beyin bariyerini de bozarlar.

2.3.5. Kan Beyin Bariyer Bozuklugu

Kan beyin bariyeri (KBB) endotelyal hiicreler, bazal lamina, astrositler, perisitler,
noronlar ve hiicre dis1 matrixten olusur(65). iskemiden 2 saat sonra endotelyal bazal
membran fonksiyonu bozulmaya baslar(66). Bunu KBB gecirgenligindeki artis izler.
KBB fonksiyon bozuluguna bradikinin, trombin, vaskiiler endotelyal growth faktor,
matriks metalloproteinaz ve diger protezlarin birikmesi neden olur. Oksidatif stres
daha 6nce anlatildig1 gibi kan beyin bariyeri fonksiyon bozukluguna katkida bulunur
ve endotelyal hiicrelerden, glial hicrelerden ve ndronlardan matris metallopeptidaz
(mmp) 9 salinmmini tetikler. Enfarkttan 24-72 saat sonra KBB’ nin bozulmasmin 2.
asamasina gecilir ve bu siirecte 16kosit infiltrasyonu meydana gelir. Sonug olarak
enfarkttan 24-72 saat sonraki donemde daha fazla doku kaybi goriilir. KBB
bozuklugu sonucu olarak beyin parankimine sizintilar olur. Sizan biiyiik molekiillii
bilesenler suyu da beraberlerinde ekstravaskiiler alana cekerler. Sonuc olarak

vazojenik ddeme de neden olurlar(67).

2.3.6. Mikrovaskduler hasar

Iskemi, otoregiilasyonu ve endotel hiicrelerin fonksiyonlarmi bozarak mikrovaskiiler
hasara neden olur. Serebral otoregiilasyon degisen kan basinglarina ragmen serebral

perfiizyon basinci belli araliklarda tutabilme yetenegidir. Iskemide bozulan serebral
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perflizyon  basinci  arteryel dilatasyonla  korunmaya  ¢alisilir.  Bunda
vasodilatasyondan ~ sorumlu  mekanizmalar  (hipoksi,  adenozin, asidoz,
karbonmonooksit ), myojenik faktorler ve endotelyal faktorler (endotelin 1, nitrik
oksit, prostasiklin...)rol alir. Iskemide bozulan otoregiilasyonun patofizyolojisi hala
tartismali olmasma ragmen iskeminin endotel hasarma neden oldugu bilinmektedir.
Endotel hasar1 meydana geldiginde nitrik oksid, endotelin 1, prostasiklin saliniminda
artis olur. Bunlar vaskiiler tonusu artirarak penumbranin beslenmesini daha da
bozarlar. Mikrovaskuler hasar sonucu l6kosit endotel adhezyonuna neden olarak
sadece iskemi sonrasi inflamasyona neden olmayip ayni zamanda besleyici arterlerin
reperflizyonundan sonra distal damarlarda akim yoklugu olarak bilinen no reflow

fenomenine de neden olur.

2.3.7. Hiperkoagulasyon ve trombosit aktivasyonu

Trombozis ve trombosit aktivasyonu iskemi patofizyolojisinde temel rol oynar.
Endotel hasarinda doku faktorii artar. Doku faktorii, faktor VIla ve fosfolipitlerle
beraber faktor 1X ve faktér X'u aktifler. Faktor X, protombinaz komplexiyle birlikle
protrombinden trombin olusumunu tetikler. Trombin, fibrinojenden fibrin olusumuna
yol acarken ayni zamanda fXIII'U de aktifler(68). Fibrin; eritrositleri, pihtilasma
faktorlerini,  trombositleri  yakalar. Fibrin, integrin ~ reseptoriic.  olIbp3
yoluyla trombositlere yapisir. Hasarli damarda trombositler 2 saat i¢inde toplanmaya
baslar. Trombositler de ¢esitli biyokimyasal mediyatorler salgilarlar. Salgiladiklar1
tromboksan A2 ve serbest oksijen radikalleri ge¢ici vazospazma neden olurken ayni
zamanda lokosit migrasyonu igin salinan kemotaktik mediyatérlerle de inflamasyonu

daha da siddetli hale getirir(69).

2.3.8. inflamasyon

Iskemik inmede nekrotik dokulara karsi inflamatuvar bir yamt olusur. Iskemik
endotelyal hucrelerin salgiladig: sitokinler/kemokinler mikroglialar1 aktive eder.
Aktive olan mikroglialar, adhezyon molekiillerinin salimmmi tetikleyen

proinflamatuvar sitokinleri salgilarlar. Bu olaylar enfarkt baglangicindan sonra ilk 24
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saatte meydana gelir. Kemokinler, immun sistem hucrelerinin 6zellikle penumbra
cevresinde toplamnasmma neden olurlar.  Adhezyon molekiilleri (selektinler,
integrinler, immunoglobulin stper ailesi) l6kosit-endotel adhezyonuna neden olarak
mikrovasuller okliizyona neden olurlar. Bu da hipoperfiizyona ve no reflow
fenomenine neden olur. Ayni1 zamanda l6kositlerin iskemik beyin parankimine
girmesine neden olurlar. inflamasyon hiicreleri kan beyin bariyerini de bozup hasar1
daha da siddetlendirirler. Iskemi sempatik sistemi ve hipotalamo hipofizer-adrenal
aks1 da aktifleyerek dolasimdaki bagisiklik hiicrelerin beyne girisinde rol oynar. Bu
da iskemide dolagimdaki bagisiklik hiicre sayismi azaltip daha fazla bulasici
komplikasyonlara yol agar.

Inflamatuvar hiicrelerden olan lokositler, hem endotel duvarma yapisarak
hem de serbest oksijen radikalleri, proteaz, jelatinaz, kollajenaz tireterek kurtarilabilir
vaskiiler yapilara ve parankimal dokuya zarar verir. Lokositler ayrica trombosit
agregasyonuna ve vazokonstriksiyona neden olan PAF, prostoglandinler,
eikozanoidler, lokotirenler salgilar. Iskemik beyne en erken giren ldkosit
notrofillerdir. Gegici iskemiden 4-6 saat sonra kalici iskemiden ise 12 saat sonra
iskemik dokuda gorulirler.

Iskemik inmede inflamasyonda rol alan bir diger hiicre lenfositlerdir. Bunlar
notrofillerden yaklasik 3-6 gin sonra iskemik dokuda gorulurler. Bunlar da
proinflamatuvar sitokinler iiretirler. B lenfositlerden ziyade T lenfositler rol alirlar.
Inlamatuvar hiicrelere ek olarak astrositler de inflamasyonda rol alan molekiiller
retirler. Astroglial yanit iskemiden yaklasik 4-24 saat sonra baslar. 28 gline kadar
uzayabilir. Noronlar, astrositler, endotel hiicreleri tarafindan iiretilen ve TNF siiper
ailesi tiiyesi olan TWEAK, astrositlerdeki Fnl4 reseptoriine baglandiginda
proinflamatuvar molekiiller salgilanir.

Inflamasyonda rol alan temel mediyatorler ise sitokinler, kemokinler,
arasidonik  asit  metabolitleri, nitrik  oksid/nitrik  oksid  sentetaz = ve
metalloproteinazlardir.

Iskemik enflamatuvar yanitta gen ekspresyonunun indiiklendigi artik iyi
bilinen bir konudur. Bu transkripsiyon faktorleri Nukleer faktor (NF-kB ) ,Mitogen-
Activated Protein Kinazdir (MAPK)(70,71).
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2.3.9. Hicre 6lumu

Inme sonras1 yeniden onarict sistemlerle hasar verici sistem arasinda hassas bir denge
vardir. Hasar verici sistemler daha baskin olduklarmda hiicre 6lim mekanizmalari
devereye girer. Bunlar: apoptozis, nekroz, nekroptoz ve piroptozdur.

Apoptozis: Ekzositozla artan kalsiyum mitokondrilerde birikir. Fonksiyonu
bozulan mitokondriden sitokrom c¢ salinir. Sitorkom c¢ daha sonra hiicre 6liimiine
neden olacak olan kaspazlar1 aktive eder. Apoptozun ana etkenleri bu kaspazlardir.
Apoptoz enerji bagimli bir olaydrr ve enerji lretimi devam eden penumbrada
etkindir. Mitokondrideki apoptoz, esas olarak proapoptotik (bax, bak) veya
antiapoptotik (bid, bcl 2) olan b hiicreli lenfoma-2 (bcl-2 ) tarafindan diizenlenir(72).
Proapoptotik proteinler sitoplazmaya salindiktan sona kaspazlar1 aktive ederler.
Kaspaz 3 apoptozu yoneten ve son kaspazdir. Bu enzim proteinleri, niikleotidleri ve
enzimleri keserek hiicre 6limine neden olur. Apoptozisde hiicre membran yapilari
son ana kadar korunur ancak nekroz hiicresel sisme ve hiicre membran bozukluguyla
baslar. Mitokondrinin yani sira endoplazmik retikulum da kaspazlar1 aktifleyerek
hiicre 6limine neden olur(73).

Nekroz: Iskemik cekirdekte kan miktarinin azalmasi sonucu hiicrelerin
ihtiyac1 olan ATP karsilanamaz. Yetersiz ATP, hiicre mebraninda bulunan Na/K
ATPaz pompasinin fonsiyonunu kaybetmesine neden olur. Bu pompanin fonksiyonu
bozulunca hiicre ici sodyum miktar1 artar. Sodyumla beraber su hiicre icine cekilir ve
hiicresel sisme baslar. Bu olay devam ederse hiicre zar1 pargalanarak hiicre igerigi
hiicre disma c¢ikar. Bu hiicre i¢i igerigin disar1 salinmasi inflamasyona neden olur.
Hiicre igerigin disar1 salinmasi, hiicre membran bozuklugu, sitoplazmanin
vakuolizasyonu, proinflamatuvar maddelerin varhigi ve Olen hiicrelerde ve
cevrelerinde inflamasyonun varligi nekrozun morfolojik 6zellikleridir.

Nekroptoz: Nekrozun apoptozdan farkli oldugu diisiiniiliyordu. Ancak son
calismalar nekrotik hiicre Oliimlerin  tanimlanmis molekiiler yolaklarla
yonlendirilebilecegi gosterilmistir. Nekroptoz, reseptor-interacting protein kinaza-1
(RIPK1) bagh hiicre oliimiidiir. iskemiden hemen sonra lizozomal enzimlerin

sitoplazmaya salindigir ve bunun da nekrozda oldugu gibi membran hasar1 sonucu
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oldugu diisiiniildii. Ayn1 noéronlar apoptoz markerlar1 olan kaspaz 3 ve sitokrom c
salinimi da gosterdiler.

Piroptoz: Enflamatuvar hiicre 6lim mekanizmasi olan piroptozis diger
mekanizmalardan farkli olarak kaspaz 1’¢ bagimlidir. Piroptoza ugrayan hiicrelerde
plazma membran riptird, proinflamatuvar icerigin hiicre digina salinmasi, DNA
hasar1 ile heniiz bilinmeyen bir mekanizmayla kaspaz 1 bagimli hiicre Olimi

goraliir(74).

2.3.10. Reperfiizyon hasari

Enfarkt alanma kan akisin1 yeniden saglamak kurtarilabilir doku olan penumbra i¢in
cok Onemli olup klinik sagkalimi da oldukca etkilemektedir. Bununla beraber
reperflizyon paradoksal bir sekilde hasar1 daha da artirabilir. Erken rekanalize olan
hastalarda mikrovaskuler hasara bagli olarak hemoraji riski artar. Lokositler endotel
hasarma, mikrosirkiilayonda obstriksiyona, kan beyin bariyerinin bozulmasina,
beyin dokusuna infiltre olarak reperflizyon hasarinda 6nemli rol oynar. Plateletler de
biyokimyasal mediyatorler salgilayarak reperflizyon hasarinda rol alir. Deneysel
calismalar kompleman aktivasyonunun da reperflizyon hasarinin énemli bir bileseni
oldugunu gostermistir. Ayrica iskemi sonrasi hiperperflizyon 6deme ve kanamaya

neden olur.

2.4. Iskemik inmede Noroproteksiyon

Noroproteksiyon, iskemik hasarla sonuclanabilecek biyokimyasal ve molekiler
olaylarin engellenmesi veya yavaslatilmasiyla hiicrelerin iskemiden korunmasidir.
Iskemide kullanilan néroprotektif ajanlarin temel hedefi kurtarilabilir doku olan
penumbray1 kurtarmaktir. Hayvan deneylerinde oldukca faydali olan bir¢ok ajan
insanda ise yaramamaktadwr. Bu nedenle giiniimiizde standardize edilmis
noroprotektif ajan yoktur. Hiicre Olim mekanizma basamaklarini hedefleyen
noroprotektif ajanlar sunlardir:

e Anti eksitotoksisite: Iskemi sirasinda azalan ATP hiicrelerdeki iyon pompa

fonksiyonlarmin siirdiiriilememesine neden olurken hiicre diginda glutamat
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birikir. Biriken glutamat AMPA ve NMDA resetorlerine baglanarak hiicre i¢i
kalsiyum ve sodyum miktarint artirir. Artan kalsiyum miktar1 oldukga
sitotoksiktir. Noronlarin soma ve dentritlerinde bulununan, lizozomal
olmayan sistein proteaz olan p-calpain, kalsiyum bagimli olup bu sitotoksik
etkiden sorumludur(75). p-calpainin patolojik aktivasyonu, kaspaz 7 gibi
apoptozisten sorumlu proteazlarn ve translasyonun baslamasma neden
olur(76). Bu yolaklar1 bloke etmek i¢in birgok farmakolojik ajan galisilmistir.
Bu caligsmalarin temeli glutamatin eksitatér aktivitesini engellemeye
yoneliktir. Non kompotetif NMDA reseptOr antagonisti olan dekstrometorfan,
bu amagla kullanilan ajanlardan biri olup insan ¢aligmalarinda beklenen etkiyi
gostermemistir(77). Voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 ve NMDA reseptor
antagositi olan magnezyum da eksitotoksisiteyi 6nlemeye yonelik kullanilan
ajanlardan biridir. Ratlarda enfarkt alanini azaltmasina ragmen Inme
Intravendz Magnezyum Etkinligi denemesinde (IMAGES), 2589 hastaya
inmeden ortalama 7 saat sonra iv magnezyum verilmis olup 90 giin sonra
mortalite ve morbidite acgisindan anlamli  fark  gorilmemistir(78).
Arastirmacilar, bu  sonucu  magnezyumun ge¢  kullanilmasma
baglamaktadirlar.

Antioksidanlar: Iskemi patofizyolojisinde yer alan en dnemli faktorlerden biri
de reaktif oksijen radikalleridir. Antioksidanlarla reaktif oksijen radikalleri
arasindaki dengenin bozulmasi oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir.
Oksidatif stres mekanizmalar1 siiperoksit ve NO iretimine kadar
izlenebilmektedir(79). Bu iki molekiill kan akimi ve nérotransmisyon
diizenlenmesinde ¢cok dnemli gorevler almaktadirlar. Viicudu reaktif oksijen
radikallerin zararli etkilerinden korumak icin endojen ve ekzojen bircok
antioksidan bulunmaktadir. Endojen antioksidanlar; antioksidan enzimler
(superoksidismutaz ) ve diisiik molekiil agirlikli antioksidanlarla (iirik asit,
askorbik asit, e vitamini )reaktif oksijen radikallerinin zararli etkilerini
engellemeye calisirlar. SOD, sitozolde ve mitokondri membranlar arasi
bosukta bulunan SOD1(Cu, Zn-SOD ), mitokndri sitoplazmasinda bulunan
SOD2 (MnSOD) ve prokaryotlarda blunan SOD 3(Ni-SOD olmak Uzere 3

tiptir.  Reaktif oksijen radikallerinin  kaynaklari, arasidonik asit
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metabolizmasi, fonksiyonu bozulan mitokondri ve aktif hale gelen
notrofilerdir. Beyin ayrica radyasyon, ksenobiyotikler, ilaglar gibi eksojen
kaynakli serbest oksijen radikallerine de maruz kalir. Resveratrol,
askorbikasit, e vitamini, selenyum, koenzimQ10, alblimin, omega 3,
polifenoller, flavinoidler baslica dogal antioksidanlar olup diyetle alinmasi
oksidatif strese karsi olduk¢a onemlidir.

NADPH oksidaz (NOX) oksijeni siiperoksit anyonuna doniistiirtir.
NOX’un alt1 alt grubu bulunmaktadir. Bunlardan NOX2 ve NOX4 iskemik
inmede oksidatif strese biiyiik katkida bulunur. NOX inhibitorleri (apocynin,
rosiglitazon, difenileniodonyum )iimit verici tedavi olmasina ragmen diisiik
ozgiilliikleri ve birgok yan etkileri olmasindan dolay1 daha fazla arastirmaya
ithtiyag vardir.

Antiinflamatuvar: Hipoperfiizyonla baglayan iskemik inme, ekzotoksisiteye
ve oksidatif strese neden olur. Bu da mikrovaskdler hasara ve kan beyin
bariyer disfonksiyonuna neden olur ve iskemi sonrasi inflamasyon baslar.
Beynin yerlesik makrofalar1 olan mikroglialar iskemide aktive olarak cesitli
sitotoksik ve sitoprotektif maddeler salgilarlar. Baslica beyin kaynakli
norotrofik faktor (BDNF), insulin benzeri biyume faktori 1 (IGF-
I) salgilayarak noroptrotektif etki gosterirler. Mikroglialarn TNF-a, IL-1pB ve
IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin yani sira reaktif oksijen radikalleri
(ROS), NO gibi sitotoksik molekiilleri de salgiladigina dair caligmalar
mevcuttur(80,81). Ayrica astrositler ve noronlar da mikroglialar gibi sitokin,
kemokin gibi inflamatuvar faktorleri salgilayabilirler. Iskemik inmede en ¢ok
tumor nekroz faktori-a (TNF-a), IL-1p, IL-6, IL-20, IL-10 ve doniistiiriicii
blyume faktori (TGF ) — sitokinleri ¢alisilmistir. Bunlardan TGF-f ve IL 10
noroprotektifken IL-1p ve TNF-a hasar1 siddetlendirir. IL 10, IL-1p ve TNF-
a'y1 baskilayarak antiinflamatuvar etki gosterir. Iskemi sonras1 IL-1B artigmin
enfarkt hacmini arttirdigini gosteren c¢aligmalar da vardir(82). Monosit
kemoatraktan protein 1 (MCP 1 ), makrofaj inflamatuvar protein-1o (MIP-
la) ve fraktalin gibi kemokinler de 10kosit infiltrasyonunu artirarak
inflamasyona katkida bulunurlar. Lokositlerin yapisma ve hareketinden

sorumlu olan hiicre adhezyon molekulleri (CAM ) de inflamasyonda oldukca
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onemli rol almaktadirlar. Iskemik inmede bugiine kadar anti CAM tedavisi
etkili olamamistir. Bu nedenle anti CAM tedavisinin daha fazla arastirmaya
ihtiyact vardir. Mikroglialar, astrositler, noronlar ve endotel hiicreleri
tarafindan tretilen metalloproteinazlarin da kan beyin bariyerinin yikimui,
0dem ve kanamanin patofizyolojisinde yer aldigi gosterilmistic. MMP 2 ve
MMP 9 serebral iskemide rol alir. Noroinflamasyonla iligkili esas MMP 9
sorumludur. MMP 9 inhibisyonu enfarkt1 azalttig1 gosterilmistir. Iskemik
inme immun sitemi de baskilayarak hayati tehdit eden enfeksiyonlara yatkin
hale getirir. Duzenleyici T lenfositlerinin (T reg ), iskemik inmede hiicreleri
korumada ¢ok Onemli rolii vardir. Kanlarinda T regg hicreler olmayan
farelerdeki iskemik inme olanlara gore daha fazla morbiditeye neden oldugu
gosterilmistir. IL 10 da T reg hiicreleri tarafindan ftretilir. Boylece T reg
hiicreleri hiicreleri asir1 proinflamatuvar sitokin iiretimine karsi1 koruyarak
enfarktin biiylimesini engeller.

Anti apoptozis: BCL 2 ve BCL-xL'nin seviyeleri iskeminin ilk birkag
saatinde azalir. BCL 2'nin inhibisyonu apoptozise yol acar. Ancak buna
ragmen BCL 2 seviyeleri arttirilmaya calisilmaz. Cilinkii BCL’nin asir1
iretimi basta lenfoma, l6semi olmak (zere birgcok b hicreli malignitelere
neden olmaktadir. Kaspazlar, apooptoziste rol alan sistein protezlardir.
Kaspazlarin peptid inhibitorleri (z-VAD.FMK), IL-1pB seviylerini azalttarak
doku hasarini azaltir. IL-1p reseptor antagonistinin (IL-1RA) serebral iskemi
modellerinde noroprotektif oldugu gosterilmistir. Bu kaspaz inhibitorlernin
gecici fokal iskemide noronal hasari azalttigi ancak yaygin iskemide etkili
olmadig1 gosterilmistir. Manabat ve ark. yaptig1 bir ¢aligmada gegici MCA
okliizyonundan 24 saat sonra kaspaz 3 aktivitesinde artis gdzlemlenmisken,
kalict MCA oklizyonundan 24 saat sonra kaspaz 3 aktivitesinde artis

gbzlenmemistir.(83,84,85,86)
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2.5. Deneysel Serebral iskemi Modelleri

Inme, mortalite ve morbiditenin en nemli nedenlerinden biridir. Inmelerin yaklasik
%88’ini iskemik inmeler olusturmaktadir. Vaskiiler patolojilere bagli meydana gelen
serebral foksiyon bozuklugu olarak tanimlanan inmede bir dizi olaylar meydana
gelir. Bu olaylar sonucu enfarktin merkezinde kurtarilabilir doku olan penumbray1
kurtarmak iskemik inme tedavisinin temelini olusturmaktadir. Bu amacla giinlimiizde
penumbray1 kurtarmak i¢in 2 tedavi yaklagimi 6n plana ¢ikmaktadir. Bunlardan biri
noroproteksiyonken digeri ise rekanalizasyondur. Rekanalizasyon i¢in trombolitik
ilaglar ve mekanik cihazlar kullanilmaktadir. Rekombinant doku plazminojen
aktivatori (rtPA) ile intravendz tromboliz akut iskemik inmede onaylanmis tek
medikal tedavidir. Ancak rtPA iskemik inmeden sonra 4,5 saat iginde
uygulanabilmesi  nedeniyle iskemik inme vakalarinin sadece %5’inde
kullanilmaktadir(87). Bundan dolay1 daha yaygin kullanilabilen tedavilere ihtiyag
duyulmaktadir. Bu amagla c¢alismalar1 ilerletmek icin ¢esitli hayvan iskemi
modellerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Hayvan iskemi modellerinde en ¢ok ratlar
kullanilmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni caligmalarin tekrarlanabilir olmasi yani
sra  rat damarlarinin  anatomi ve fizyolojisinin insaninkilere benzemesi,
parametrelerin kolayca izlenebilmesi, tiirleri arasinda homojenlik olmasi, beyin
dokularinin kolayca fikse edilebilmesidir.

Iskemi modelleri fokal ve global iskemi modelleri olmak izere 2 gruba

ayrilmaktadir.

2.5.1. Fokal Serebral iskemik inme Modelleri

a- Intraluminar siitur MCAo modeli

Iskemik inmelerin yaklasik %70’i MCA okliizyonu nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Bu
nedenle caligmalarda daha ¢ok MCA okluzyonu iizerinde durulmaktadir. MCAo
modellerinde yaygin olarak 2 teknik kullanilmaktadir. Bunlardan biri karotis

kommunis gecici olarak baglanip siitur buradan MCA tikanincaya kadar ilerletilir.
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Diger bir teknik ise external karotid arter kesilerek siitur internal karotid arterden
ilerletilerek MCA bifurkasyonuna kadar ilerletilip MCA’ya kan akis1 kesilir.
External karotid arterin kesilmesi anatomik biitiinliigli bozmadig1 icin reperflizyon i¢i
anlamli bir kan akis eksikligie neden olmaz. Bu nedenle bu teknik daha ideal bir
tekniktir.

MCAo tekniginin avantaj ve dezavantajlar1 mevcuttur. Avantajlar;; bu iskemi
modelinde insanlardaki gibi bir penumbra alani olusmaktadir, iskemi siiresi ve
reperfiizyon kolayca kontrol edilebilir, islemin yapilmasi kolaydir. Dezavantajlari ise
stitur ¢esidine bagl olarak yetersiz okliizyona neden olabilir, subaraknoid kanamaya

neden olabilir, tromboliz ¢caligmalari i¢in uygun degildir.

b- Kraniektomi modeli

Kraniektomi gerektiren bu modelde MCA’y1 dogrudan ortaya ¢ikarmak
gerekmektedir. Distal MCAo icin 2 teknik gelistirilmistir. Birinci teknik parotis,
temporal kas, zygomatik ark ve MCA’y1 oOrten kafatasinin ¢ikarilmasi
seklindedir(88). Daha sonra MCA  elektrokoagulasyon, fotokimyasal,
mikroanevrizma klipsler gibi yontemlerle okliide edilir. 3 damar oklizyon (3VO)
modeli denilen ikinci teknikte ise ek olarak kollateral dolasimi da minimale indirmek
icin her iki karotis kommunis de tam veya kismi oklude edilir. Bu yéntemde frontal,
temporal, paryetal, oksitipal kortexin biiylik ¢ogunlugunda iskemi olusturur.

Bu modelin avantajlar;; MCAo direkt olrak gozle goriilebilir, diisiik
morrtaliteyken dezavantajlar1 arasinda yiiksek cerahi teknik bilgi gerektirmesi,

parankim hasari, vaskiiler hasarlar, kafa i¢i basincini etkilemesi sayilabilir.

c- Fototromboz modeli

Bu model parankimde iskemik lezyonlara neden olan fotooksidasyona
dayanmaktadir. Fotoaktif boya (eritrosin B, Rose bengal ) ratlara intravendz yolla
verilir. Kafatas1 belirli dalga boylarinda 151k demetleriyle dakikalarca ismlanir.
Isinlanan bolgelerde trombosit aktivasyonuna, endotel hasarina neden olan oksijen
radikalleri tretilir. Bu modelde 1sinlama alani sterotaktik koordinatlar kullanilarak

istenilen bolgede iskemi indlklenebilir.
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Bu modelin en Onemli avantajlar1 belirlenebilen bolgelerde iskemi
indiklenebilmesi, tekrarlanabilir olmasi, diisiik mortalite ve kisa siiren cerrahi
siiredir. Dezavantajlar1 ise noroprotektif ajan calismanin uygun olmamasi, hizli
gelisen iskemik hasar insan iskemisinde karakteristik olmayan vazojenik ddeme

neden olmasi sayilabilir.
d- Endotelin -1 modeli

Gucli ve uzun etkili vazokonstriktur olan ET-1, dogrudan beyne enjekte edildiginde
kan akigini iskemik inme olusacak seviyelere kadar diisiiriir. ET-1, kortexe topikal
uygulanarak, intraserebral enjeksiyon, MCA yakinina enjeksiyon gibi yontemler
kullanilarak fokal iskemi indiiklenebilir.

ET-1 modelinin avantajlar; islemin basit ve hizli olmasi, mortalite ve
morbiditenin  diisiik olmasi, vazokonstriktiir derecesi verilen ilag dozuyla
ayarlanabilmesi, ekstrakraniyal damarlarin manipulasyonuna gerek olmamasi
sayilabilir. ~ Dezavantajlar1  ise  iskemi  siiresinin  kontrol  edilememesi,

tekrarlanbilirliginin zor olmasidir(89,90).

e- Embolik inme modeli

Embolik inme modeli 2 gruba ayrilir. Bunlardan biri tromboembolik piht1 modeli
digeri ise mikrosfer/makrosfer kaynakli iskemi modelidir. Mikrosfer modelinde
dextran, TiO,, seramik gibi farkli maddeler kullanilarak ¢aplar1 20—50 um arasinda
olan kiireler kullanilmaktadir. Bu kiireler external karotid arter araciligiyla IKA veya
MCA’ya yerlestirlir. Enjeksiyondan 24 saat sonra iskemi alani biliylimeye baslar.
Kiirelerin boyutu ayarlanarak iskemi alaninin biiyiikligli ayarlanabilir. Makrosfer
modelinde kullamilan kiirelerin caplar1 ise 100400 pm olup bu kiireler IKA’ya
yerlestirilir(91).

Tromboembolik piht1 modelinde otolog kandan trombin kaynakli pihtilarin ya
da kendiliginden olusan pihtilarm enjekte edilmesi modelidir. Trombin IKA’nin
intrakranial segmentine ya da MCA’ya direkt olarak da enjekte edilebilir. Bu iskemi
modeli insanlarda gorulen vaskiler oklizyon mekanizmasini yakin taklit etmesi,

trombolitik ajanlarm c¢aligilmasina olanak vermesi nedeniyle etkili bir iskemi
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modelidir. Enjekte edilen trombis endojen tromboliz veya trombus ekstravazasyonu
nedeniyle amaclanan iskemi meydana gelmeyebilir. Bu nedenle pihti igerigi oldukca
onemlidir. Pihtinin ¢dziilmesi icindeki trombin ve eritrosit yogunluguna baglhdir.
Ratlardaki fibrinolitik sitem insanlara gore rtPA’ya on kat daha az duyarlidir. Bu
nedenle ratlarda yaklasik on kat rtPA (10 mg / kg) kullanilmalidir(92).

Insan inmelerindeki patogenezi yakindan taklit etmesi, trombolitik ajanlarin
calisilabilmesi bu modelin avantajlarindandir. Pihtilarin - multifokal iskemi
olusturmalari, yiiksek oranda otolizin erken ve kontrol edilemeyen reperfiizyona
neden olmalari, yiiksek mortalite oranlari, kanamaya neden olmalari,

tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi ise bu modelin dezavantajlaridir
2.5.2. Global Serebral iskemik Inme Modelleri
a- Dekapitasyon teknigi

Lowry ve ark. tarafindan tanimlanan bu teknikte global iskemi ve biyokimyasal
olaylar incelenmistir. Ancak herhangi bir modiilasyona uygun olmadigi i¢in

kullanimi1 zordur.
b- Boyun turnike teknigi

Uzun yillar kullanilan bu teknikte vendz tikaniklik ve vagus siniri sikismasindan
dolay1 iskemi modeli karmasik hale gelmektedir. Bu teknigin bir diger dezavantaji
ise vertebral arterler foramen vertebrale iginde oldugundan kapatilamamasi ve sonug
olarak global iskeminin istenilen diizeyde olmamasma neden olmaktadir. Modifiye
edilen bu teknikte kedi, kopek, maymunlarda daha ¢ok kullnilmis olup boyun

turnikesi kapatilmadan 6nce sistemik tansiyon 50 mmHg seviyelerine diigiiriilmiistiir.
c- Ventrikiiler fibrilasyon teknigi

Bu teknik daha ¢ok kardiyak arresti taklit etmek i¢in kullanilir. Bazi arastirmacilar bu
teknige CPR da eklemislerdir. Genellikle biiyiik hayvanlarda kullanilan bu teknik

ideal olmasma ragmen pahali ve olduk¢a yorucudur. Kofler ve ark. bu teknigi
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farelere modifiye etmistir. KCL ile kardiyak arrest olusturulduktan sonra CPR
protokolii uygulanmis. CPR’dan sonra hippokampal ve kaudoputamen hasar1 goriildii
(93).

d- Sefalik arter okliizyon teknigi

Ventrikiiler fibrilasyon iskemi modelinde tiim viicut iskemisi meydana geldiginden
renal, splenik ve diger periferal dolasimi iskemiden koruyacak sefalik arter okliizyon
teknigi gelistirlmistir. Hossman ve ark. olusturduklar1 bir kedi modelinde sol
subklavian arter ve sag brakiosefalik arter arkus aortadan dallandiklar1 yere yakin
baglanir. Karotis kommunisle anastomoz yapan mammarian arter de baglanir. Es
zamanl olarak kan basinci yaklagsik 50 mmHg seviyelerine diistiriiliir. Boylece

serebral kan akim1 minimale indirilmis olur(90).

e- 4 damar okliizyon teknigi (4V0)

Pulsinelli ve Brierley tarafindan tanimlanan bu teknikte her iki vertebral arter alar
foramende koagule edilir, 1 giin sonra her iki karotis kommunis gecici oklide
edilir(94). Bu teknik hayvanlarin yaklagik %50-70'inde basarili iken iskemi etkileri
ratlar arasinda degiskenlik gosterir. Bu farklilik ratlar arasindaki kollateral dolasim
farkliligina baglanmaktadir. Modelin kullanimmin zor olmasi, ¢aligmalar arasinda

farklilik gostermesi, basar1 oranimin %50-70 arasinda olmas1 dezavantajlarindandir.

f- 2 damar okliizyon teknigi (2VO)

Bu iskemi modelinde karotis kommunislerde hipotansiyonla gecici okliizyon
olusturulur. Sadece kanamayla veya fentolamin, trimetafan gibi ajanlarla
desteklenmis kanamayla tansiyon 50 mmHg seviyelerine indirilir. 5-15 dakikalik
iskemi sonrasi serebral kan %S5 seviyelerine inmektedir. Iskemi sonrasi
hippokampiiste, kaudoputamende ve neokortexte degisiklikler meydana gelir. 2VO
tekniginin 4VO teknigine gore avantajlari; daha basit cerrahi iglem gerektirmesi,

reperflizonun kolaylikla gerceklestirilmesi, diisiik mortalite sayilabilir. Ancak cesitli
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ajanlarla  hipotansiyon yapildigindda verilerde karigikliga neden olmasi

dezavantajindandir (95).

g- Derin sistemik hipotansiyon teknigi

Bu teknikte gesitli ilaglar kullanilarak sistemik tansiyon 30-35 mmHg seviyelerine

indirilip oksijen basinci %4 ‘lere diisiiriilerek iskemi modeli olusturulur.

h- Kafa i¢i basinci yiikseltilmesi teknigi

Bu tetknikte sisterna magnadan sivi enjekte edilir. Kafa i¢i basinci artirilarak
ortalama arteryel basincmn 25-50 mmHg iizerine ¢ikarilir. Boylece serebral kan akimi
azaltilir ve gegici iskemi modeli olusturulur. Ancak ortaya c¢ikan patoloji sadece
iskemiden kaynaklanmayip esas olarak kafa i¢i basinci artisindan etkilenmesinden
dolay1 ortaya ¢iktigindan istenilen sonuglar elde edilememis olup kullanimi sinirh

kalmistir (96).

2.6. ilaclar

2.6.1. Resveratrol

Resveratrol 228.24 g/mol molekiil agirhiginda olup 254 °C erime 1sisina sahiptir.
Molekuler formili C14H1203'tiir. Kimyasal yapis1 sekilde gosterildigi gibidir (Sekil
4). TUPAC ad1 [(E) -2- (4-hidroksifenil) etenil] benzen-1,3-diol'dur. Su, etanol,

DMSO, dimetil formamid gibi organik ¢ozuculerde ¢cdzindr.
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Sekil 4. Resveratrol kimyasal yapisi

Baslica noroprotektif, antiinflamatuvar, antikanserojenik, kardioprotektif
olmak iizere bir¢ok etkisi olan bir fitoaleksindir. Uziimde, kirmizi sarapta, yer
fistiginda olmak tizere 70'ten fazla bitkide bulunur. Resveratroliin biyoyararlanimi
diisiik olmasmdan dolayr modifikasyonu iizerinde yogun c¢alisilmistir. Bu nedenle
metoksillenmis, hidroksillenmis, halojenlenmis tlrevler Uretildi. Resveratrol, PI3K /
AKT / mTOR ekspresyonunu dizenleyerek iskemik inmede apoptozu, néronal hasar1
ve enfarkt alanini azalttigin1 gosteren ¢alismalar mevcuttur(97,98). Resveratrol JAK2
| STAT3'U aktive ederek, PI3K / AKT / mTOR ekspresyonunu aktive eder. Aktive
olan PI3K/ AKT / mTOR, BLC-2'nin artmasina, BAX'in azalmasina ve kaspaz-3'lin
bélinmesine yol agarak apoptozu inhibe eder. Yapilan son ¢alismalarda resveratrol
ayrica hipokampal ndronlar1 gecici serebral iskemik hasardan koruyabildigini
gostermektedir(98).

Resveratrol, ayni zamanda oksidatif strese karst  SIRTZ(sirtuin
1)/AMPK/PGCla yolagmi etkileyerek mitokondriyal aktiviteyi ve biyogenezi
iyilestirir. Tavsan modelinde yapilan bir calismada ise resveratrol NF-xB, TNF-a,

IL-6, siklooksijenaz-2, makrofaj enflamatuvar protein-2, oksijen radikallerini ve
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kaspazlar1 inhibe ederek anti inflamatuvar etki gosterdigi goriilmiistiir(99).
Resveratrol inflamasyonda TLR-4 / MyD88 / NF-pathB sinyal yolunu da inhibe eder.
Ideal resveratrol dozunu belirlemek icin birgok in vivo ve in vitro calismalar
yapilmistir. Yiiksek doz resveratrol verilen fareler (1800 mg / kg) 3-4 ay iginde
dlmiislerdir (100). Insanlarda giinde 5 gr a kadar resveratroliin giivenli oldugunu
gosteren c¢alismalar mevcuttur(101). Ancak bu c¢alismalar saglikli populasyonda
yapildig1 i¢in ideal doz i¢in c¢alismalar siirmektedir. Ayrica oral yoldan verilen
resveratroliin  bagirsak florasi tarafindan metabolize edilmesi hangi etkilerin
resveratrole ait oldugu hangi etkilerin metabolitlerine ait oldgu belirsizdir. Bu

nedenle en uygun uygulama yolunu da bulmak gerekmektedir.

2.6.2. Riociguat

Riociguat, vaskller diiz kaslarm gevsemesine neden olan bir guanilat siklaz
stimutatoriidiir. TUPAC adi metil N - [4,6-diamino-2- [1 - [(2-florofenil) metil]
pirazolo [3,4-b] piridin-3-yl] pirimidin-5-yl] - N- metilkarbamat olup molekdler
formili C 20 H 19 F N 8 O 2'dir (Sekil 5). 422.4 g / mol agirhginda olup yarilanma
Oomrii hastalarda 12 saat saglikl kisilerde 7 saattir. Mutlak biyoyaralanim %94 tiir.
Oral alindiktan sonra pik seviyesin yaklasik 1.5 saat sonra ulasir. Gidalar riociguatin
emilimini etkilemez. %40 idrarla %53 gaitayla atilir. Albimin ve alfa-1-asidik

glikoproteine %95 oraninda baglanir.
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Sekil 5. Riociguat kimyasal yapisi
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(@)

(b)

Sekil 6. Riociguat etki mekanizmasi

NO, reseptorii olan ¢ozindr guanilat siklaz1 (sGC) aktive eder. NO, sGC a
baglanip siklik guanozin monofosfatin ( CGMP ) sentezini katalizler. cGMP, vaskuler
tonsu, proliferasyonu, fibrozisi ve enfalamasyonu etkileyen sureglerin

diizenlenmesinde rol alir. Riociguat, sGC'yi NO'ya duyarl hale getirirken(Sekil 6a)
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ayni zamanda NO'ten bagimsiz bir sekilde sGC'yi dogrudan uyarir(Sekil 6b).
Riociguat NO-sGC- cGMP yolunu uyarir ve vazodilatayonla birlikte c GMPyi artirir.
Riociguatin MI’da kardiyak enfarkt alanmni azaltip azaltmadigmma dair
calismalar yapilmistir. Sol koroner arter ligasyonuyla 30 dakika iskemik birakildi.
Daha sonra reperfilizyondan 5 dakika 6nce ve 5 dakika sonra riociguat (1.2 umol / I)
ve plasebo verildi. 24 saat sonra enfarkt alanlart MRG ve PET ile degerlendirildi.
Riociguatla tedavi edilen farelerde enfakrt alaninin kii¢iildiigt goriilmiistiir(102).
Riociguatin etkinliginde cinsiyetler arasinda anlamli bir fark yoktur. Yasla
birlikte riociguatin yarillanma Omriinde artiy olmasma ragmen geng ve yash
popiilasyonlarda 1iyi tolere edilgi goOsterilmistir. Sigara icenlerde riociguatin

metabolizma hiz1 artmaktadir. Bu da riociguatin etkinligini azaltmaktadir(103).

3. GEREC VE YONTEM

Deneysel calismamizi Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu onay1 alindiktan sonra ¢alismamizi gergeklestirdik. Calismamizi
Dicle Universitesi Prof. Dr. Sabahattin Payzin Saglk Bilimleri Arastrma Ve
Uygulama Merkezi Laboratuvarinda gergekletirdik.

Calismamizda rastgele secilmis yaklasik 250-300 gr agirliginda 35 adet
Wistar albino cinsi disi ratlar kullanildi. Deney siiresi boyunca ratlar ideal
laboratuvar kosullarinda ( sessiz ortam, %50-60 nem ortaminda, 22-24 derece
sicaklikta) takip edildi. 12 saat giindiiz 12 saat karanlik dongiisii uygulandi ve
standart yem ile beslendiler. ideal dlciilerdeki kafeslerde tek baslarina takip edilen
ratlarin kafesleri diizenli araliklarla temizlendi.

1 haftalik grup i¢i adaptasyonlar:1 takiben ratlar rastgele secilip 7°1i 5 grup

olusturuldu.

3.1. Deney Gruplan

Grup 1 (Kontrol grubu, n=7) : Herhangi bir islem yapilmayan grup

Grup 2 (iskemi grubu, n=7) : iskemiden sonra ilac verilmeyen grup
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Grup 3 (Iskemi + Riociguat grubu, n=7) : Iskemi olusturulduktan sonra
reperflizyondan hemen 6nce ve reperflizyondan sonra 2 giin boyunca 10 mg/kg/gin
dozunda riociguat (i.p.) verilen grup

Grup 4 (iskemi + Resveratrol grubu, n=7) : Iskemi olusturulduktan sonra
reperfizyondan once ve reperfizyondan sonraki 2 giin boyunca 30 mg/kg/giin
dozunda resveratrol (p.o.) verilen grup

Grup 5 (iskemi + Resveratrol + Riociguat grubu, n=7) : Iskemiden sonra
reperflizyondan once ve reperflizyon sonrasi 2 glin boyunca 30 mg/kg/glin dozunda

resveratrol (p.o. ) ve 10 mg/kg/giin dozunda riociguat (i.p.) kombine tedavi verildi.
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Resim 1. Calismamizda kullandigimiz riociguat
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Resim 2. Calismamizda kullandigimiz resveratrol
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3.2. Anestezi

Islem Oncesi en az 4 saat oral alimlar1 durdurulan ratlara 80 mg/kg ketamin
hidroklorid (Ketalar®; Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) + 10 mg/kg ksilazin hidroklorid
(Rompun®; Bayer Healtcare, Leverkusen, Almanya) ile anestezi uygulandi.
Anesteziden sonra 50 mg/kg dozunda sefazolin (i.m.) yapildi. Ayrica 5 cc salin
intraperitoneal olarak enjekte edildi.

3.3. Cerrahi Islem

Cerrahi isleme baslamadan 6nce ratlarm boyun kismu tras edildi. Islemden once ve
cerrahi kapatmadan sonra cerrahi alan %10’luk povidone iodine (Batticon®; Adeka,
Samsun, Tiirkiye) ile temizlendikten sonra steril gazli bezle cerrahi alan silindi.

Cerrahi alan boyandiktan sonra steril delikli yesille ortiildii (Resim 3).
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Resim 3. Alanin batikonla boyandiktan sonra izotonikle yikanmasi ve steril yesille

orttlmesi. Horizontal cilt insizyonu

Horizontal insizyonla cilt, cilt alti dokusu geg¢ildikten sonra yiizeyel fasya
dokusu gecildi. Yizeyel fasya gecildikten sonra glandiiler doku ve sternohyoid,

digastrik, sternomastoid kaslar ortaya ¢ikarildi (Resim 4).
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beyaz ok

glandiler doku siyah ok: sternohyoid kas

.
.

Yildiz

sternomastoid kas

Resim 4.
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Kint disseksyionla damar-sinir paketine ulasildi. Burada karotis kommunis
ve nervus vagus ortaya konuldu (Resim 5).
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Resim 5. beyaz ok: nervus vagus siyah ok: karotis kommunis
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Karotis kommunis takip edilerek bifurkasyona ulasildi ve internal ve external karotid

arterler ortaya konuldu (Resim 6).

Resim 6. karotis kommunis takip edilerek karotis externa ve intern ortaya konuldu.
yildiz: nervus vagus siyah ok : karotis interna beyaz ok : karotis externa
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Nervus vagus keskin disseksiyonla karotis kommunisten disseke edildi (Resim 7).

Resim 7. beyaz ok : nervus vagus
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External karotid karter distalde 5-0 ipek slturla siki bir sekilde baglandi
(Resim 8).

Resim 8. External karotid arterin distalden sikica baglanmasi
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Diger siitur ise external karotid arterin karotis kommunisten dallandig1 yere

yakin bir sekilde gevsek olarak baglandi (Resim 9).

.’vr, .’
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Resim 9. External karotid artterin bifurkasyona yakin yerden gevsek baglanmasi.

yildiz : nervus vagus siyah ok : karotis kommunis beyaz ok : karotis interna
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Karotis kommunis ve internal karotid arter gegici klipsler yardimiyla gegici

olarak kapatildi (Resim 10).

Resim 10. Karotis kommunis ve karotis internanin klipslerle gecici olarak

kapatilmasi
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External karotid arterlereki siiturlar arasinda arteriotomi yapildi. Buradan ucu

genisletilmis 3-0 monoprolen sutur gegirildi ve sutlr karotis kommunise kadar
ilerletildi(Resim11).

Resim 11. Arteriotomi yapilan external karotid arterden siiturum ilerletilmesi

Stitur karotis kommunise ilerletildikten sonra gevsek birakilan siitur sikica

baglandu.
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Karotis kommunise ilerletilen sitir manevrayla internal karotid artere dogru
yonlendirildi ve klipsler ¢ikarildiktan sonra sutir internal karotis iginde
ilerletildi(Resim12).

B
4"

Resim 12. siyah ok: karotis kommunis beyaz ok: karotis interna yildiz : external

karotidten siitliriin internal karotide dogru yonlendirilmesi

Suturda direng hissedilene kadar ilerletildi. 2 saat boyunca sutir internal
karotid arterde bekletilip MCA okliizyonu saglamis olduk. Tabakalar usuliine uygun
bir sekilde 3-0 ipek stturla kapatildi (resim 13).
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Resim 13. Tabakalarin iisiiliine uygun kapatilmasi

Cerrahi alan batikonla temizlendi. 2 saat sonunda situr geri ¢ekilerek reperfizyon

saglandu.

3.4. Sakrifikasyon

Cerrahi islemden 48 sonra tedavileri tamamlanan gruplarla ( grup 3,4,5 ) kontrol
(grup 1) ve iskemi (grup 2) gruplarimin sakrifikasyon islemine geg¢ildi. Genel anestezi
uygulanan ratlara (80 mg/kg ketamin hidroklorid + 10 mg/kg ksilazin hidroklorid )
sakrifikasyon isleminden once sol ventrikiillerinden kan alindi. Daha sonra boyun
kaslar1 disseke edilerek foramen magnuma girildi. Buradan keskin makasla kafatasi
orta hattan oksipitalden frontale dogru kesildi. Mikrodissektdr ve mikromakas
yardimiyla beyin dokusu kraiyumdan ¢ikarildi. Cikarilan beyin dokusu orta hattan
ikiye boliindii. Iskemi olusturdugumuz sag hemisferler %10 ‘luk formaldehit

icerisinde oda sicakliginda fikse edildi.
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Resim 15. Rat beyninin yandan g
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Resim 16. Rat beyninin bazal goriintisu
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3.5. Histopatolojik Degerlendirmeler

Sakrifiye edilen hayvanlarin beyin dokular1 24 saat siireyle formol fiksasyonuna tabi
tutuldu. Dokular daha sonra ¢cesme suyu altinda 12 saat siireyle yikandi ve 70%’lik
alkole alind1. Bu alkol icerisinde 24 saat bekleyen 6rnekler daha sonra sirasiyla 80%-
90%-96%-100%’lik alkol serilerinde 1’er saat siireyle dehidre edildi. Suyu
uzaklastirilan doku Ornekleri Xylol igerisine alndi ve seffaflandirma islemi
gerceklestirildi. Seffaflandirma igslemi yapilan 6rnekler 1:1 oraninda hazirlanan Xylol
ve erimis parafin ¢ozeltisinde 56 °C’lik inkiibatorde 1 saat sureyle parafin
infiltrasyonuna tabi tutuldu. Xylol ve erimis parafin ¢dzeltisinden almman ornekler
temiz erimis parafin icerisinde 2 saat daha 56 °C’lik inkiibator igerisinde parafin
niifuzuna maruz birakildi. Daha sonra doku oOrnekleri doku gdomme bloklarinin
icerisine temiz erimis parafinlere gomiildii ve doku bloklama islemi tamamland:.
Blokaj1 gerceklestirilen doku ornekleri kesitlerin alinmasina kadar kuru bir ortamda
ve oda 1sisinda muhafaza edildi.

Bloklara gomilen beyin doku 6rneklerinden Shandon — Finesse E+ (Thermo
Scientific, Waltham, MA, ABD) model yar1 otomatik mikrotom yardimiyla 5 pm
kalmhginda kesitler pozitif sarjli lamlara alindi. Alinan 6rneklerin bir kismi rutin
histopatolojik boyama bir kismi da immunohistokimyasal boyamalar i¢in ayirildi.
Rutin histopatolojik boyama yapilan oOrnekler 1sitma tablasi iizerinde parafin
depolimerizasyonuna tabi tutuldu. Parafin depolimerize olan 6rnekler sogumadan iki
seri Xylol igerisinde 15°er dakika siireyle bekletildi. Deparafinize olan 6rnekler
azalan alkol serilerinde (100%-100%-96%-90%-80%-70%) 5’er dakika siireyle
dehidre edildi ve distile suya getirildi. Distile suda yikanan kesitler daha sonra harris
hematoksilen soliisyonuna alind1 ve 8 dakika siireyle boyama islemi gerceklestirildi.
Cesme suyunun altinda artik boyalardan arindirilan 6rnekler 1 dakika siireyle Eozin
boyast ile boyandi. Boyama islemi tamamlanan kesitler diisiik alkol serilerinden
(70%-80%-90%) daldirip ¢ikartilarak hizli bir sekilde fazlalik eozin uzaklastirildi.
Yiksek alkol serilerinde (96% ve 100%) 5'er dakika bekletilen kesitler iki seri
Xylol’de 15’er dakika bekletildi ve entellan ile kapatildi. Kapatma islemi

gerceklestirilen Ornekler kamera atagmanli Zeiss 1s1k mikroskobu (Carl Zeiss
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Microscopy, GmbH, Almanya) altinda incelendi ve mikrograflar alindi. Ayni

bloklardan alinan diger kesitlere ise Bax ve Bcl-2 immunohistokimya uygulandi.

3.6. Immunohistokimyasal Degerlendirme

Parafin bloklara gomiilen beyin 6rneklerinden 5 pm kalinhigindaki kesitler 2 seri
Xylol igerisinde 15’er dakika streyle deparafinize edildi. Azalan alkol serilerinde
(100%-100%-96%-90%-80%-70%) 5’er dakika slreyle dehidre edildi ve distile suya
getirildi. Distile suda 10 dakika yikanan ornekler immunohistokimya igcin PBS’e
aktarildi. iki seri PBS’te 5’er dakika siireyle yikanan ornekler antijen retrieval
amaciyla taze sitrat tamponu (Ph 6.0) i¢erisinde kaynama alt1 dereceye kadar 1sitild1.
Antijenlerin acilmasi sonrasi oda isismna getirilen Ornekler tekrar iki seri PBS
icerisinde 5’er dakika siireyle yikandi. Kesitlerde yer alan dokularda endojen
peroksidaz aktivitesinin inhibe edilmesi icin drnekler metanolde hazirlanan 3 %’likk
H202 icerisinde 15 dakika streyle inkube edildi. Daha sonra drnekler tekrar iki seri
PBS’te 5’er dakika siireyle yikand1. Orneklerin etrafi hidrofobik Pap-Pen ile

¢izildi ve iizerine non spesifik baglanmayi bloke etme amaciyla Ultra V Block
(Thermo Scientific, Waltham, MA, ABD. cat no: TA-125-UB) damlatild1 ve oda
isisinda 7 dakika sureyle inkibasyon saglandi. Daha sonra bloklama soliisyonu
uzaklastirildi ve PBS igerisinde 1:250 sulandirilan Bax (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas, ABD. cat no: sc-7480) ve Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
Texas, ABD. cat no: sc-7382) antikorlar1 damlatildi. Antikor damlatilan 6rnekler +
4°C’ de overnight inkiibasyona alind1. Ertesi giin 6rnekler iki seri PBS igerisinde 5’er
dakika streyle yikandi. Yikanan Orneklerin (zerine Biotinylated Goat Anti-
Polyvalent soliisyonu (Thermo Scientific, Waltham, MA, ABD. cat no: TP-125-BN)
damlatildi ve 15 dakika siireyle inkibasyon gergeklestirildi. Tekrar iki seri PBS
icerisinde 5’er dakika siireyle yikanana Orneklerin {izerine Streptavidin peroxidase
soliisyonu (Thermo Scientific, Waltham, MA, ABD. cat no: TS-125-HR) damlatild:
ve oda sisinda 15 dakika siireyle inklbasyon gergeklestirildi. Streptavidin
inkiibasyonu sonras1 drnekler iki seri PBS’te 5’er dakika siireyle yikandi ve sinyal

olusmasi i¢in 6rnekler 3,3&#39;-Diaminobenzidin (DAB) kromojen ile inklbe
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edildi. Sinyal gelisimi kullanima hazir bir kit (Thermo Scientific, Waltham, MA,
ABD. cat no: TA-125-HD) ile gerceklestirildi. Reaksiyon mikroskop altinda izlendi
ve pozitiflik elde edildiginde PBS’te yikanarak reaksiyon durduruldu. Daha sonra
ornekler hematoksilen ile zit boyama yapildi, artan alkol serilerinde 5’er dakika
bekletildi ve iki seri XylolI’de 15’er dakika bekletildikten sonra entellan ile kapatildi.
Elde edilen immunohistokimya Ornekleri kamera atagmanli mikroskop altinda

incelendi ve mikrograflar alind1.

4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Degerlendirmeler

4.1.1. Hematoksilen&Eosin Bulgulari

Kontrol grubunda beyin dokusunun normal yapida oldugu izlendi. Beynin dis
yuzunde meninkslerin normal 6zellikte ve yer yer araknoidle beraber beyni besleyen
bliylik c¢apli damarlarin varligir tespit edildi. Noronlarm, noroglialarin beyin
dokusunda diffiiz sekilde dagildig1 ve beyin dokusunda yer alan kapillerlerin normal
sekilde oldugu tespit edildi (Resim 17 & 18). Deney grubunda beyin dokusunda
diffuiz ve fokal hemoraji alanlarinin bulundugu ve kan-beyin bariyerinin ortadan
kalktig1 goriildii. Bu grupta beyin dokusunda genis yikim alanlarmnin yani sira,
noronlarda piknotik ¢ekirdeklerin yogun miktarda varlig tespit edildi. Noroglialarda
ndronlara benzer sekilde piknozise ugramaktaydi ve bazi sinir hiicrelerinde perindral
O6dem varlig1 izlendi. Damarlarin ¢ok biiylik bir kismimnin kontraktil durumda oldugu
ve liimenlerinde konjesyonun varligi tespit edildi (Resim 19 & 20). Resveratrol
grubunda yer yer fokal hemoraji alanlarinin varhigi tespit edilse de bu kanama
alanlar1 deney grubundaki kadar diffiiz durumda degildi. Bu grupta yine deney
grubuna benzer sekilde kismen 6dem, ndronlarda ve glia hiicrelerinde piknozis,
serebral kapillerlerde kontraksiyon ve konjesyon izlendi. Her ne kadar doku bazinda
deney grubuna kismen benzer Ozellikler goriinse de beyin doku hicrelerini ele
aldigimiz zaman bu gruptaki néronlarin ve ndroglialarin daha saglikli mikroskobik

bir yapida oldugu ve patolojik 6zelliklerin kismen ortadan kalktigini izledik (Resim

65



21 & 22). Riociguat grubunda mikroskobik

incelemede beyin dokusunda

hemorajinin tamamen ortadan kalktig1 ancak yer yer piknotik cekirdekli néron ve

noroglialarm varlhigi goriildi. Bu gruptaki kapillerler deney ve resveratrol grubuna

gore daha dilate gorunimdeydi. Damarlarda konjesyona rastalanmadi ancak beyin

dokusunun genelinde kismi olarak perivaskiiler 6demli olusumlarin bulundugu tespit

edildi (Resim 23 & 24). Resveratrol ve riociguat kombine tedavisi uyguladigimiz

grupta herhangi bir hemorajik olgu goriilmedi, ayrica beyin damarlarinin yine bu

gruba benzer sekilde dilate oldugu goze carpiyordu. Piknotik ¢ekirdekli néron ve

noroglialarin dagiliminda gozle goriliir bir azalma tespit edildi. Perivaskiiler veya

perindral 6demin tamamen ortadan kalktig1 goriildii (Resim 25 & 26).
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Resim 17: Kontrol grubu beyin kesitlerinin kiictik blyttmedeki gérinim.

Noronlarda (ok) ve glia hicrelerinde (ok bast) normal goriinim. Boyama:

Hematoksilen&Eozin, Bar:100 pm.
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Resim 18: Kontrol grubu beyin Kkesitlerinin blyltk buyutmedeki gérinima.
Noronlarda (ok) ve glia hicrelerinde (ok basit) normal goériinim. Boyama:

Hematoksilen&Eozin, Bar: 50 um.
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Resim 19: Deney grubu beyin kesitlerinin kiglik buyitmedeki goérunimi. Beyin
dokusunda yikim ve yogun hemoraji (*), néronlarda (ok) ve glia hiicrelerinde (ok
bas1) piknotik nikleus, serebral kapillerlerin longitudinal kesitlerinde konjesyon

goruntust (kalin ok). Boyama: Hematoksilen&Eozin, Bar: 100 pm.
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Resim 20: Deney grubu beyin Kkesitlerinin biyuk buyutmedeki gérinimd.
Noronlarda (ok) ve glia hiicrelerinde (ok basi) piknotik nikleus, beyin ventrikiler

alanda diffuz konjesyon (yildiz). Boyama: Hematoksilen&Eozin, Bar: 50 pum.
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Resim 21: Resveratrol grubu beyin kesitlerinin kiclik buyutmedeki gérinima.

Beyin kesitlerinde ndronlarda (ok) ve glia hicrelerinde (ok basi) yer yer piknotik

cekirdekli goriinim. Boyama: Hematoksilen&Eozin, Bar: 100 pm.
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Resim 22: Resveratrol grubu beyin Kesitlerinin blylik buyutmedeki gorinimd.
Resveratrol grubu beyin kesitlerinde biiyiik bir ¢ogunlugu kontraktil durumdaki

kapillerlerin yani sira yer yer goriilen dilate serebral kapiller géruntusi (kahn ok),
perivaskiler édem (%) varhgini siirdiirmektedir. Boyama: Hematoksilen&Eozin,

Bar: 50 pm.
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Resim 23: Riociguat grubu beyin kesitlerinin kiglk buyitmedeki goranima.

Riociguat grubun beyin kesitinin kontrol grubuna benzer 6zellikte normal

goriiniimde noéronlarin yani sira bazi ndéron (ok) ve glia hicrelerinde (ok

basi1)piknotik cekirdekli hiicre durumu. Boyama: Hematoksilen&Eozin, Bar: 100

im.
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Resim 24: Riociguat grubu beyin Kkesitlerinin buyik biyutmedeki goérinimd.

Riociguat grubu beyin kesitinde gozle goérulir dizeyde konjesyonsuz kapiller
dilatasyon (kahn ok), ancak perivaskiiler 6dem (%) varligini siirdiirmektedir.

Boyama: Hematoksilen&Eozin, Bar: 50 pm.
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Resim 25: Resveratrol + riociguat grubu beyin kesitlerinin kicik blylitmedeki

gorinumi. Noronlar ve glia hiicreleri piknotik ¢ekirdeklerin dagilimi gézle goriiliir

sekilde azalmistir. Boyama: Hematoksilen&Eozin, Bar: 100 pum.
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Resim 26: Resveratrol + riociguat grubu beyin Kesitlerinin blylk buyitmedeki
gorinumd. Serebral néronlar (ok) ve glia hicreleri (ok basi) kontrol grubuna benzer
goriiniim izlenmektedir, ayrica vaskiiler dilatasyonun yani sira perivaskiiler 6demin
ortadan kalktig1 izlenmektedir (kahn ok). Boyama: Hematoksilen&Eozin, Bar: 50

jm.

4.2. immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol grubunda Bax ve Bcl-2 immunohistokimya kesitleri incelendiginde her iki
apoptoz iliskili proteininde beyin dokusunda diisikk diizeyde eksprese oldugu
gozlendi. Bax’in baz1 multipolar noronlarda sitoplazmik lokalizasyonu belirgindi ve
dokunun genelinde bax mevcuttu ancak mitokondride oligomer olusturacak diizeyde
eksprese olmadigi ve hiicrelerin genel anlamda normal protein diizeyine sahip oldugu
goruldu (Resim 27). Bu grubun Bcl-2 ekspresyon diizeyinin de bax’a benzer sekilde,
dokuda diffiiz ancak oldukca diisiik diizeyde eksprese oldugu tanimlandi. Ne kadar
noronlarda ve glia hiicrelerinde diisiik diizeyde ekspresyon izlense de noronlara ait
aksonlarinda pozitifligin daha yogun oldugu ve bcl-2’nin kismen buralarda lokalize
oldugu goze carpt1 (Resim 28). Deney grubunda bax ekspresyonunun néronlarda ve

glia hiicrelerinde olduk¢a yogun sekilde arttigi goriildic (Resim 29). Bu bulgu
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serebral iskemi reperfiizyona bagli olarak noral ve glia hiicre dejenerasyonlarinin
oldugu, apoptotik hiicre 6limiiniin indiiklendigini gosterdigi sonucuna ulasildi. Bel-
2’nin ise ekspresyonunun hiicreler diizeyinde kontrol grubuna benzer oldugu
g6zlendi. Kontrol grubuna benzer sekilde aksonlarda bcl-2 ekspresyonu izlense de bu
diizeyin kontrol grubuna gore azaldig tespit edildi (Resim 30). Resveratrol grubunda
bax protein lokalizasyonu diger gruplara benzer sekildeydi ancak deney grubu ile
karsilastirildiginda immunopozitivite yogunlugunun kontrol grubuna benzer bir
yapida oldugu sonucuna ulasildi (Resim 31). Bu grubun bcl-2 immunopozitifligi
kontrol ve deney gruplaria benzer lokalize olmustu ancak pozitifligin 6zellikle sinir
lifleri diizleminde kontrol grubuna daha yakin oldugu gozle goriiliir durumdaydi
(Resim 32). Riociguat grubunda ise bax expresyonu kontrol ve reveratrol gruplarina
benzer yogunluktaydi. Noron perikaryonunda ve glia hiicrelerinin sitosoliinde
pozitiflik izlenirken yogunlugun deney grubuna gore azaldigi tespit edildi (Resim
33). Bu grubun anti-apoptotik bcl-2 ekspresyonu diger gruplarda gozlendigi sekildeki
gibi perikaryon da olduk¢a diisiik diizeydeydi ve aksonda bcl-2 yogunlugu hiicre
govdelerine gore daha fazlaydi. Ayrica 06zellikle aksonlar g6z Oniinde
bulunduruldugunda bu grubun immunopozitivitesi deney grubuna gore gozle gorulur
diizeyde artmust1 (Resim 34). Resveratrol + Riociguat tedavisi uygulanan gruplarin
beyin kesitlerinde bax immunopozitivite diizeyi kontrol grubuna yakin diizeydeydi.
Sitoplazmik dagilimi olduk¢a fazla oldugu i¢in bu grupta immunopozitiflik yok
denecek kadar azdi (Resim 35). Ayrica bu grubun bcl-2 ekspresyon durumu da
kontrol grubuna benzer nitelikteydi. Noron hiicre govdeleri ve glia hiicrelerinde
diffiiz bir dagilim izlenirken dendritlerde protein agragasyonu gozle goriiliir

yogunlukta ve deney grubundan olduk¢a yogun bir gériiniimdeydi (Resim 36).
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Resim 27: Kontrol grubunda Bax immunohistokimya. No6ronlarda perikaryon

diizeyinde ¢ok diisiik Bax ekspresyonu (0k). Boyama: Bax immunohistokimya, Bar:

50 um
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Resim 28: Kontrol grubunda Bcl-2 immunohistokimya. Multipolar néronlarda diisiik
diizeyde immunopozitiflik (ok), noroglialarda ve dendritik uzantilarda (ok basi)
nispeten daha yogun immunopozitivite. Boyama: Bcl-2 immunohistokimya, Bar: 50
pm
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Resim 29: Deney grubunda bax immunohistokimya. Noronlarda (ok) ve glia

hicrelerinde (ok basi) yogun bax immunopozitiflik yani sira bazi néronlarda diisiik

daha dizeyde (kivrimh ok) immunopozitivite. Boyama: Bax immunohistokimya,

Bar: 50 um
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Resim 30: Deney grubunda Bcl-2 immunohistokimya. Normal morfolojiye sahip
bazi multipolar néronlarda immunopozitiflik (0k), piknotik niikleuslu néronlarda
diistik diizeyde immunopozitivite (kalin ok), noroglialarda diisiik pozitiflik (ok

basi1). Boyama: Bcl-2 immunohistokimya, Bar: 50 um
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Resim 31: Resveratrol grubunda bax

immunohistokimya.

Noron (ok) ve

noroglialarda (ok basi) disiik diizeyde bax immunopozitiflik. Boyama: Bcl-2

immunohistokimya, Bar: 50 um
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Resim 32: Resveratrol grubunda Bcl-2 immunohistokimya. Noronlarda (ok),
noroglia ve dendritik uzantilarda (ok basi) Bcl-2 pozitiflik. Boyama: Bcl-2

immunohistokimya, Bar: 50 um
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Resim 33: Riociguat grubunda bax immunohistokimya. Néronlarda (ok) ve néroglia

hicrelerinde (ok basi) degisen diizeylerde bax immunopozitiflik. Boyama: Bax

immunohistokimya, Bar: 50 um
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Resim 34: Riociguat grubunda Bcl-2 immunohistokimya. Noronlarda (ok) ve
noroglia hicrelerinde (kiveimh ok) disiik diizeyde Bcl-2 immunopozitiflik.

Boyama: Bcl-2 immunohistokimya, Bar: 50 um
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Resim 35: Resveratrol + Riociguat grubunda bax immunohistokimya. Noronlarda

noroglialarda yok denecek diizeyde diisiik bax

immunpozitiflik (ok),

bax

ekspresyonu (ok basi). Boyama:Bax immunohistokimya, Bar: 50 um
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Resim 36: Resveratrol + Riociguat grubunda Bcl-2 immunohistokimya. Noronlarda
(ok) ve noroglialarda (kivrimh ok) deney grubuna gore artmis Bcl-2 ekspresyon.

Boyama: Bcl-2 immunohistokimya, Bar: 50 pum.
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5. TARTISMA

Vaskiiler patoloji disinda baska bir neden olmadan meydana gelen serebral fonksiyon
bozuklugu olarak tanimlanan inme, yilda yaklasik 13 milyon insani etkilemekte ve
yaklasik 5,5 milyon 6liim goriilmektedir (1). Bu inmelerin yaklasik %88’ini iskemik
inmeler olusturmaktadir. Iskemik inmelerin ise yaklasik %70’i orta serebral arter
(MCA) okliizyonuna baglh gelismektedir. Bu nedenle ¢aligmamizi orta serebral arter
oklizyonu (MCA0) modeli tzerinde gerceklestirdik. Bir dizi olaylar meydana gelen
iskemik inmede yapisal olarak saglam ancak islevselligini kaybeden alan olan
penumbra tedavinin ana hedefidir. Clinkii bu alanda hipoperfiizyon diizeltildigi
zaman penumbradaki hicreler fonksiyonlarmi tekrar kazanabilirler. Guniimuzde bu
amagla noroptoteksiyon ve rekanalizasyon tedavileri 6n plana ¢ikmaktadir. Akut
iskemik inmede rekombinant doku plazminojen aktivatori (rtPA) ile tromboliz
onaylanan tek tedavi yontemidir. rtPA’ nin iskemik inmede ilk 4,5 saatte
yapilabilmesi nedeniyle ancak hastalarin %5°‘inde kullanilabilmektedir (87). Bu
nedenle daha genis kullanim1 olan tedavilere ihtiya¢ vardir. Bu nedenle intraluminar
stitur MCAo modeli kullandigimiz ¢alismamizda bir guanilat siklaz stimutatori olan
riociguat ve antioksidan Ozellikleri daha 6nce raporlanmis olan resveratroliin tek
basina ve kombineli terapotik etkisini aragtirdik.

Klinik yaklasimlarin yetersiz kaldigi durumlarda serebral iskemi’nin
tedavisine yonelik farkli tedavi yontemleri arastirilmis ancak henliz optimal bir
protokol gelistirilememistir. Ayrica medikal tedaviyle Klinik tablo hafifletilmis olsa
da iskemiye bagl olarak dokuda biriken reaktif oksijen bilesenleri sinir doku
elemanlarinda hasara neden olmaya devam etmektedir (106). Bugiine kadar yapilan
farkli tedavi arastirmalart1 konunun giincelligini ortaya koymaktadir ve bu
calismalarin biyiik bir kismi ya fitoterapotik veya sentetik Kimyasal bilesenlerin
serebral iskemi reperflizyon hasarma karsi koruyucu etkisini aragtrmistir. Beyin
iskemisine bagli ndrodejenerasyon ve tedavi edici ilag stratejilerinin gelistirilmesine
yonelik ilk ¢alismalar oldukg¢a eskilere dayanmaktadir. Yakin ge¢miste yapilmis bir
calismada Vakili ve ark. dogal bir karotenoid bilesen olan krosin’in serebral iskemi
tzerindeki koruyucu etkisini arastirmistir. Bu g¢alismada arastirmacilar krosin’in

diistik dozlarda dahi beyinde iskemiye bagli olusan oksidatif stresi azalttigi ve
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enfarkt hacmini kiigiilttiiglinii rapor etmistir (107). Bir baska arastirmada ise takviye
besin gidasi seklinde ticari olarak fiiretilen ve satilan astaksantin’in tekrarl serebral
iskemi ve reperfiizyon zerindeki koruyucu etkisi ratlarda arastirilmistir. Xue ve
ark.’larinin yaptig1 bu arastirmada hayvanlarin tekrarl serebral iskemi reperflizyona
maruz kalmasi durumunda kognitif fonksiyonlarin bozuldugu, dokuda oksidatif
stresin sekillendigi ve basta hipokampal olmak Uzere ndronlarda ultrastriktirel
yapisal bozulmalarn ve sinir doku hucrelerinde apoptotik hicre 6luminin
sekillendigi belirtilmistir. Bu ¢alismada astaksantin tedavisi uygulanan hayvanlarda
patolojik degisikliklerin ve kognitif bozukluklarin anlamli derecede ortadan kalktigi
belirtilmistir (108). Ilagla iskemi-reperfiizyona bagh beyin ve noral hasar ortadan
kaldirmak i¢in yapilan ¢alismalarin sayist olduk¢a fazladir. Bu g¢alismalarin hepsi
birbirinden farkli dogal veya sentetik kimyasal bilesenlerin koruyucu etkisini
arastirmistir. Bunlardan bir tanesinde Peerless ve ark. serebral iskemi hasarinda
Fluosol-DA olarak tanimlanan perflorokarbon bazli sentetik oksijen ve karbondioksit
tastyic1 sentetik kan kullanmustir (109). Bu ¢alismada arastirmacilar beyin iskemisi
olusturduklar1 hayvanlarda Fluosol-DA’nin iskemiye bagli beyin hasarini azalttigini
tespit etmislerdir. Ayrica arastirmacilar bu bulgularin Fluosol-DA’nin iskemik
vaskler yapilarin disinda kalan mikrovaskiiler yapilarin aktivitesini arttirarak beyini
korudugunu One siirmiistiir. Yine yapilmis bir baska serebral iskemi reperflizyon
hasar ¢alismasinda Miao ve ark. klorojenik asidin fokal serebral koruyucu etkisini
arastirmistir (110). Bu calismanin sonucunda arastirmacilar klorojenik asidin fokal
serebral hasar1 ortadan kaldirmada inflammatuvar ve hipoksik faktorler ile sinir
biiylime faktorleri tizerinden gergeklestigini gostermistir. Her ne kadar Miao ve ark.
bu c¢alismada hipoksik ve inflammatuvar belirtecler (zerinden hipotezlerini
gelistirmis olsa da, yapilmis c¢alismalar genel olarak beyin iskemisinde vaskdler
sistemin desteklenmesi, iskemik bdlgeye oksijenin ulagsmasi ve metabolik atiklarin
bolgeden uzaklastirilmasi stratejisine dayanmaktadir. Bu sebeple beyin iskemi ve
reperflizyon hasariyla ilgili yapilan son donem arastirmalar1 genellikle vasodilatator
potansiyeli olan, mikrovaskdler yapilar tizerinden iskemik alanin oksijenizasyonunu
amaglayan calismalar olmustur (111). Yaptigimiz literatiir taramasinda resveratrol’iin
serebral iskemi / reperfiizyon hasarma karsi koruyucu olabilecegine yonelik bazi

sonuglara ulagmis olsak ta bir vazodilatdr bir ajan olan riociguat’n etkisini arastiran
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bir ¢alismaya ulasamadik. Bunun riociguat gibi SGC aktivatorlerinin agir yan
etkilerinden &tiirii Birlesik Devletler Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onay
noktasinda yasadigi sorunlar ve riociguatin ilgili onayr 2013 yilinda almis
olmasindan kaynaklandig diistiniilebilir. Daha 6nce yapilmis bir ¢alismada Sinha ve
ark. MCAo modeliyle serebral iskemi olusturduklar1 hayvanlarda bitkisel fenolik bir
bilesen olan resveratrol tedavisini 21 gilin silireyle uygulamistir. Bu calismanin
sonucunda arastirmacilar resveratroliin serebral iskemi — reperflizyonun neden
oldugu doku lipid peroksidasyonunu hafiflettigi ve beyin hasarin1 azalttigini
belirtmistir. Her ne kadar sGC aktivatorleri konusunda serebral iskemi reperflizyon
caligmalar1 kisith olsa da, Nitrik oksit (NO) — ¢ozuntr guanilat (SGC) — protein kinaz
G (PKG) yolunun uyarilmasi kardiyak iskemik hasarin1 azaltig1 g¢alismalarda
gosterilmistir (102). Methner C ve ark. farelerde sol koroner arteri baglayarak 30
dakika boyunca kardiyak iskemi olusturmus. Daha sonra hayvanlara reperflizyondan
5 dakika 6nce ve 5 dakika sonra riociguat verilmistir. Hayvanlara deneyden 24 saat
sonra hem ge¢ gadolinyum destekli manyetik rezonans goruntiuleme (LGE-MRI)
hem de F-FDG- pozitron emisyon tomografisi (PET) yapilmistir. Bu deneyin
sonunda arastirmacilar iskemiye bagli patolojinin hafifledigini rapor etmistir. Ayrica
trifeniltetrazolyum klorir (TTC) boyama ve reperflizyondan 2 saat sonra serumda
caligilan troponin-1 seviyeleri de riociguat’in bu etkisini destekleyici sonuglar1 ortaya
koymustur (103). Literatiirde gordiigiimiiz bu bosluktan 6tiirii riociguatin MCAO0
modelinde serebral iskemi-reperflizyon hasarindaki etkilerini ayrica bu ilacin
serberal iskemi reperfiizyon hasarina karsi koruyucu etkisine yonelik bulgular ortaya
konulan resveratrol ile kombine tedavisindeki etkisini degerlendirdik. Calismamizda
iskemi olusturup ilag verilmeyen grupla iskemi sonrasi riociguat verilen gruplari
histolojik ve immunohistokimyasal yonden karsilastirdik. Hematoksilen & eozin ile
boyanan kontrol grubu beyin kesitlerinde vaskiiler yapilarin, noéronlarm, glial
hiicrelerin normal yapida oldugu goriildii. iskemi olusturulan grupta ise kan beyin
bariyerinin yikildigi, noronlarda ve glial hiicrelerde piknotik ¢ekirdeklerin yogun
miktarda oldugu goriildi. Damar limenlerinde konjesyon tespit edilen bu grupta
ayrica yogun bir sekilde perindral dem de izlendi. Iskemi grubunda ayrica fokal ve
diffuz kanama alanlar1 da tespit edildi. iskemi sonrasi riociguat tedavisi uygulanan

grupta ise kanama odaklar1 tespit edilemedi. Bu grupta ayrica yer yer piknotik
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cekirdekli hucreler gorulse de bunlar iskemi grubuna gore gozle goralir dizeyde
azalmist1. Kapillerler dilatasyonun yani sira konjesyona neredeyse hi¢ rastlanmayan
bu grupta yer yer perindral 6dem izlendi.

Mitokondriyal apoptoz proapoptotik (Bax) ve anti-apoptotik (Bcl-2)
arasindaki dengeye baglidir (104). Bax / Bcl- 2 mitokondri zar1 yanisira ¢ekirdek ve
edoplazmik retikulum zarlar1 iizerinde de bulunur. Iskemik inmede meydana gelen
bir dizi olaylar sonucu hiicreler apoptoza ve nekroza ugrarlar. Apoptoz sureci
baslayinca sitozolde de bulunan Bax proteinleri mitokondri zarma baglanirlar.
Mitokondri zarmma baglanmasiyla mitokondri zarinda bulunan sitokrom c ve
Apoptozis Indiikleyici Faktor (AIF) sitozole geger. Sitokrom c, Apaf -1’e baglanip
prokaspaz 9’u aktive eder ve apoptozom kompleksi olusur. Apoptozom prokaspaz
3’1 aktive eder. Kaspaz 3 nikleotidleri ve enzimleri keserek hiicre 6limiine neden
olur. Anti-apoptotik bir protein olan Bcl- 2 ise programlanmis hiicre o6liimii
mekanizmasini bloke eder (104). Zhao ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada Bcl-2‘nin agir1
ekspresyonu iskemik hasara karsi koruyucu oldugunu sitokrom ¢ ve kaspaz 3'l
inhibe ettigini ancak Bax ekspresyonunu etkilemedigini gostermislerdir (104). Linnik
ve ark. serebral kortekse Bcl-2 enjekte edildikten 24 saat sonra MCA ve ayni taraf
karotis kommunis kalici olarak okliide etmistir. Okliizyondan 24 saat sonra
trifeniltetrazolyum klorir ile boyanarak iskemik alanlar gésterilmis. Sonug¢ olarak
egzojenik Bcl-2’nin dahi néronlar1 iskemiye karsi korudugunu goésterilmistir (105).
Bax / Bcl-2 arasindaki denge hiicrenin kaderini belirlemektedir. Deneysel
calismamizda Bax ve Bcl-2 proteinlerinin ekspresyonlarini da degerlendirdigimizde
iskemi grubunda yogun bir sekilde Bax ekspresyonu gézlemlememize ragmen iskemi
sonrasi riociguat verilen grupta Bax ekspresyonunun iskemi grubuna gdre anlamli
derecede azaldig1 Bel-2 immunopozitifligin ise 6zellikle aksonlarda arttigi goriildii.
Bu bulgular ayrica mikroskobik incelemede gordiigiimiiz vazodilatasyon durumu,
riociguatin serebral iskemik hasar1 azalttigini gostermektedir.

Iskemik inmede ortaya ¢ikan serbest reaktif oksijen bilesenleri iskemik
inmede hasarn en Onemli nedenlerinden biridir. Reaktif oksijen radikalleri,
endojenik antiokidan enzimlerin aktivitesini baskilayarak hasarin siddetini artirir.
Reperflizyondan sonra artan oksijen miktariyla beraber reaktif oksijen radikalleri

daha da artarak hasar1 daha da siddetlendirebilir. Bu nedenle inme tedavisinde
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onemli ¢aliyma alanlarindan birisi de antioksidanlardir. Baslica iiziim, sarap, yer
fistig1 ve soyada bulunan resveratrol iyi bilinen bir antioksidandir. Resveratrol nitrik
oksit sentetazi artirarak endotel hiicrelerinde giiclii vazodilatator olan nitrik oksit
(NO) sentezini artirrr  (112). Boylece antihipertansif, antitrombotik ve
antiaterosklerotik etki gdsterir. NO, I6kositlerin damar diiz kaslarina yapigsmasini ve
damar duvarina go¢ etmesini baskilayarak ateroskleroza karsi koruyucu olmaktadir.
Ayn1 zamanda endotelin-1 sentezini de azaltarak diz kaslarda ve endotel
hicrelerinde oksidatif stresi azaltir. Resveratrol NAD(P)H:kinon- oksidorediiktaz 1
(NQO1) ,SOD1, SOD2, glutatyon peroksidaz gibi enzimlerin aktivitelerini artirarak
ve reaktif oksijen radikalleri Greten NADPH oksidaz enzimlerinin aktivitelerini de
azaltarak antioksidan Ozellik gosterir. Resveratroliin apoptoza karsi ve hippokampal
noronlar1 iskemiye kars1 koruyucu oldugunu gosteren caligmalar mevcuttur. Hou Y
ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada MCAo0 modelinde resveratroliin ndroptotektif
oldugunu gostermislerdir. Bu ¢alismada Hou Y ve ark. Western blot yontemini
kullanarak Bax ve kaspaz 3’in onemli 6l¢iide distiigiinii Bcl-2 ekspresyonun ise
arttigin1 gostermislerdir. Apoptotik hiicreleri géstermek i¢in apoptotik hiicrelerdeki
DNA fragmantasyonlarini tespit etmek i¢in TUNEL Assay yontemi kullanilmaktadir.
Hou Y ve ark.’nmn bu deneyi sonucunda iskemi grubunda ¢ok sayida TUNEL pozitif
ndron varlig1 gosterilmis, buna karsin iskemi sonrasi resveratrol verilen grupta ise
TUNEL pozitif ndron sayisinda anlamli azalma oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular
resveratrollin serebral iskemide apoptozu inhibe ettigini gostermektedit (97). Bizim
yaptigimiz ¢alismada da MCAo iskemi modelinde resveratroliin koruyucu etkisi
incelenmistir. Iskemi sonras: resveratrol verdigimiz grupta néron ve glial hiicrelerde
piknozis, damarlarda konjesyon, perivaskiler alanlarda édem gézlense de iskemi
grubuna gore patolojik 6zelliklerin azaldigi daha saglikli bir hiicresel morfoloji ve
sinir dokusu yapist gozlemledik. Bax expresyonunun resveratrol verildikten sonra
iskemi grubuna gore azaldigi, Bel-2 ekspresyonunun ise aksonlarda iskemi grubuna
gore arttigini tespit ettik. Bu yoniiyle elde ettigimiz bulgular literaturler uyumlu olup,
resveratroliin serebral iskemiye karsi koruyucu bir ajan oldugunu gostermektedir.

Yaptigimiz deneyde MCAo iskemi modelinde serebral beyin dokusu hasarma
kars1 resveratrol + riociguat kombinasyonunun etkilerini de arastirdik. Calismamizda

kombine tedavi uyguladigimiz grupta herhangi bir hemorajinin goézlenmedigini,
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vaskiiler yapilarda dilatasyon’un oldugunu, piknotik ¢ekirdekli hicrelerde ciddi
azalma oldugunu, perindral ve perivaskiiler 6demin de kayboldugunu tespit ettik.
Ayrica Bax immunopozitifliginin yok denecek kadar az oldugunu ve bcl-2
ekpresyonunun kontrol grubuyla ayni oldugunu da go6zlemledik. Bu bulgular
degerlendirildiginde giiglii bir vazodilatatdr olan riociguat ile antioksidan 6zelligi iy
bilinen resveratroliin kombine bir sekilde kullanilmasi iskemik inmeye karsi etkili

olabilecegi sonucuna ulastik.
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6. SONUC

Bu yaptigimiz caligmada elde ettigimiz bulgular alaninda ilk olma o6zelligi
tagimaktadir. Serebral iskeminin neden oldugu noérolojik disfonksiyon ve beyin
dokusu hasar1 herkes tarafindan bilinen ve deneysel ¢alismalarla da arastirilmakta
olan bir konudur. Klinik yaklasimlarin tedavi hedefi girisimsel ve cerrahi miidahale
ile hastaya yaklasim saglamaktadir. Bu bakimdan iskemiye bagli nérodejenerasyonu
azaltma veya ortadan kaldirmaya yonelik gelistirilmis bir tedavi metodu
bulunmamaktadir. Literatiirde bugiine kadar sayisiz organik ve sentetik ajan serebral
iskemiye karsi bu ajanlarin koruyucu etkisini incelemistir. Serebral iskemiye bagl
hipoksi durumunda ortaya ¢ikan oksidatif stress molekiler dizeyde patolojik
durumun daha agir seyretmesini desteklemektir. Bu sebeptendir ki serebral iskemiye
kars1 bu ajanlarin etkisini inceleyen arastirmacilar, iskemiye bagl apoptotik siireci
degerlendirerek ilgili ajanin etkinligini incelemistir. Yaptigimiz mevcut calismada
literatirde deneysel serebral iskemide koruyucu olabilecegine yonelik bazi bulgular
One sirllen resveratrol ile ¢ozinlr guanilat siklaz aktivatori riociguatin hem 6z hem
de kombine tedavisindeki protektif etkisini inceledik. Sonuglarimiz resveratroliin
literatiire uyumlu sekilde protektif bir bilesen oldugunu gostermektedir. Bunu
saglarken gii¢lii antioksidan kapasitesinin yani sira literatiiriin One siirdliigii gibi
vazodilator bir ajan olmasiyla iliskili olabilecegini diisinmekteyiz. Riociguat tedavisi
uyguladigimiz hayvanlarda da durum resveratrol grubuna benzer nitelikteydi. Son
donemlerde yapilan galismalar riociguatin da antioksidan bir 6zellige sahip oldugunu
One siirmektedir. Ancak her iki ilacin da uygulandigi gruptaki hayvanlarda
noroprotektif etki ¢ok daha basariliydi. Bu elde ettigimiz bulgular dogrultusunda
resveratrol ve riociguatin kombine tedavisinin serebral MCAo olgularinda klinik
mudahale dncesinde destekleyici bir tedavi olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
Ancak her ne kadar elde ettigimiz bulgular gozle gorilir bir koruyucu etkinlik
saglasa da deneysel ¢aligmalarin klinige uyarlanabilmesi i¢in ¢ok daha fazla sayida
hayvanin ve ¢ok daha sayida dozun test edildigi yeni caligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.
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