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OZET

Amag¢: Bu calismada ratlarda serebral iskemi-repefiizyona bagli gelisen hasara

minosiklinin etkileri ve etkinligi arastirilmasini amagladik.

Yontem: Bu calisma Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin ve Sinir
Cerrahisi Anabilim Dali’nda M.K.U. Deneysel Arastirmalar Merkezi’nin (DAM)
laboratuar imkanlar1 kullanilarak 200-250 gram 24 adet erkek Wistar Albino sigan 3
gruba ayrilarak, anterior servikal diseksiyonla bilateral a. carotis communis’ler
ortaya konduktan sonra n. vaguslar ekarte edilerek uygulanan okliizyonunun ardinda
iskemi-reperfiizyon hasar1 olusturularak gergeklestirildi. Minosiklin-
iskemi/reperfiizyon grubuna iskemi oncesi 48. Saat, 24. Saat ve 1. Saatte minosiklin
90 mg./kg. p.o. uygulandi, tanimlanan modele uygun iskemi-reperfiizyon hasari
yapildi. Reperfiizyon sonras1 alinan kan ve beyin dokusunda MDA, SOD, GSH-PX,
CAT diizeyleri ve kanda CK, CK-BB, LDH, NSE, protein S100b diizeyleri 6l¢iildii
ve histopatolojik degisiklikler incelendi. Verilerin istatistiksel degerlendirmesi SPSS

v15 programi kullanilarak yapildi.

Bulgular: Yapilan histopatolojik degerlendirmelerde 151k mikroskobu goriintiilerinde
iskemi-reperfiizyon+minosiklin ~ grubunda iskemi-reperflizyon grubuna gore
dejenerasyon bulgularinda kismi diizelme oldugu gozlenmistir. Istatistiksel analizde,
iskemi-reperflizyon+minosiklin ~ grubunda iskemi-reperfiizyon grubuna gore
vakuolizasyonda (p<0,001), konjesyonda (p<0,05), eozinofilik dejenerasyonda
(p<0,001) diizeylerinde anlamli diizelme saptandi. Biyokimyasal degerlerin
istatistiksel analizinde iskemi-reperfiizyon+minosiklin grubunda iskemi-reperfiizyon
grubuna goére MDA (p<0,001), NO (p<0,05), CK (p<0,05), CK-MB (p<0,05)

degerlerinde anlaml1 fark saptandi.
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Sonuclar: Minosiklinin beyin iskemi-reperfiizyon hasar1 {izerinde etkilerinin
incelendigi bu calismada minosiklin uygulanan grupta kismi diizelme bulgulari
saptandi. Minosiklinin beyin iskemi-reperfiizyon hasarinda etkilerinin ¢oklu merkezli

caligmalarla incelenmesi ve standardize edilmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Beyin, iskemi, reperfiizyon, minosiklin, MDA, NSE, protein
S100b.
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ABSTRACT

Assessment of The Effecs of Minocycline on Brain Ischemia-Reperfusion Injury

in Rats

Objective: It is aimed to assess the effects and effectiveness of minocycline on

injury developed by cerebral ischemia-reperfusion in rats in the present study.

Material and Methods: This study was performed at Mustafa Kemal University
Faculty of Medicine, Department of Brain and Nerve Surgery, using the laboratory
facility of Mustafa Kemal University Experimental Research Center, and after
dividing 24 male Wistar Albino rats, weighing 200 to 250 grams, into 3 groups,
following exhibition of common carotid artery bilaterally by anterior cervical
dissection and exclusion of vagus nerve, ischemia-reperfusion injury was performed
by occlusion. Minocycline 90 mg/kg p.o. was administered to rats in ischemia-
reperfusion group at 48th, 24™ and 1% hours pre-ischemia, and ischemia-reperfusion
was applied as appropriate to the model described. Following reperfusion MDA,
SOD, GSH-PX, CAT levels in blood and brain tissue, and CK, CK-BB, LDH, NSE,
protein S100b levels in blood were measured and the histopathological changes were

monitored. Data were statistically assessed using SPSS v15.

Results: Regarding histopathological evaluation, symptoms of degeneration were
partially improved in the ischemia-reperfusion+minocycline group when compared
to the ischemia-reperfusion sole group. When analyzed statistically, significant
improvement in vacuolization (p<0,001), congestion (p<0,05), and eosinophillic
degeneration (p<0,001)levels were found in the ischemia-reperfusion+minocycline
group when compared to the ischemia-reperfusion sole group. In the statistical

analysis of biochemical parameters, significant differences in MDA (p<0,001), NO

Xiv



(p<0,05), CK (p<0,05), CK-MB (p<0,05) levels in the ischemia-
reperfusion+minocycline group when compared to the ischemia-reperfusion sole
group.

Conclusion: Partial improvement was found in minocycline applied group in this
study where the effects of minocycline on brain ischemia-reperfusion injury have

been studied. The effects of minocycline on brain ischemia-reperfusion injury need

to be standardized and studied in multi-center trials.

Key words: Brain, ischemia, reperfusion, minocycline, MDA, NSE, protein S100b.
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1.GIRIS VE AMAC

Serebral iskemi ve bunun ardindan gergeklesen reperfiizyona bagli meydana
gelen beyin hasari ve sonuglari; modern norosirurji, noroloji ve sinirbilim ile

ilgilenen bilim adamlarinin 6nemli sorunlarindandir.

Serebral iskemi beyin kan akiminda azalma veya kesilme gibi degisikliklere
bagli olarak enerji kaynaklar1 ve oksijen desteginin yetersizlesmesi ile baglayan ve

ndronal dejenerasyon ve dliimle sonuglanan bir olaylar zinciridir (1, 2) .

Iskemi; kardiyak arrest, inme (stroke), subaraknoid kanama, travmatik beyin
yaralanmas1 (TBI) gibi bircok klinik tabloda ortaya ¢ikabilen ve sik gozlenen bir
tablodur. Buna bagli nedenlerle serebral iskemi eriskinlerdeki en sik mortalite ve
morbidite nedenlerindendir. Diinya Saglik Orgiitii’niin tanimina gore inme; serebral
islevlerin global veya fokal bozulmasina bagli gelisen klinik bulgularin 24 saat veya
daha uzun siirmesi veya Olim gelismesidir. Beyin damar hastaliklarimin yaklasik

%385’1ni iskemiye bagl gelisen tablolar olusturmaktadir (3).

Iskemi etyolojisi ile ilgili olarak fokal veya global iskemi seklinde gdzlenir.
Fokal iskemi genellikle orta serebral arterin embolik okliizyonu ile ortaya ¢ikmasina
ragmen subaraknoid kanama, kafa travmasi gibi nedenlere bagh olarak da gelisebilir.
Global iskeminin gelisimi ise kardiyak arrest sonucu gerceklesir (4). Global serebral
iskemide serebral kan akimi mevcut olmamasma ragmen fokal serebral iskemide
kollateral dolanimlar sayesinde diisiik diizeylerde rezidiiel kan akimi potansiyeli

mevcuttur. Fokal serebral iskemideki rezidiiel perfiizyon hiicre memran devamliligini

1



saglar ve bu sayede diisiik diizeyde metabolik aktivitenin devam ettirilebilmesine
yardimci olur (5). Fokal serebral iskemideki lezyon santral fokus ve perifokal alan
adli iki boliimden olusur. Santral fokus reperflizyonun hizla yapilmadigi durumda
olusan infarkt alanidir; dakikalar i¢inde geri doniisiimsiiz hasarin oldugu, lezyonun
en yogun oldugu bolgedir. Perifokal alan ise elektiriksel aktivitesi sessiz, iyon
pompalar1 halen intakt olan bolgedir. Reperfiizyon saglanmasi, ndroprotektif
ajanlarla desteklenmesi durumunda kurtarilabilme olasiligi olan alan perifokal

alandir (6).

Tanimlanmis en eski serebral iskemi olgusunun; Gull’un 1859°daki yazisinda
tanimladigi; 30 yasinda, yliriirken aniden sol eli ile basini tutan ve basinin agridigin
sOyleyen bir kadin oldugu diistiniilebilir. Bu olguda hasta hospitalize edildiginde sag
kolunda hafif paralizi oldugu, kaslarinin flasid oldugu ve sag bacaginda da ayni
klinigin oldugu raporlanmaktadir. Hasta daha sonra diizelmeye baslamis, 3. giini
yemek yiyebilmis, 4. giin bazi kelimeleri sdyleyebilmeye baslamis ancak 5. giin
aniden kotiileserek pupilleri fiks dilate olmus ve eksitus olmus. Otopside sol
hemisferde masif yumusama ile birlikte sol Sylvian fissiirde subaraknoid kanama

(SAK) ve a.cerebri mediada (MCA) biri patlamis olan iki anevrizma raporlanmis (7).

Serebral iskemi-reperfiizyon hasarinin temeli iskemi ve buna bagli néronal
doku hasar1 ile birlikte reperfiizyon sirasinda ve sonrasinda agiga ¢ikan kimyasal
mediatér ve maddelere dayanmaktadir. Beyin dokusu tarafindan verilmis olan bu

reaksiyonlarin parenkim hasarinda temel rol oynadig: diisiiniilmektedir.

Beyin kan akiminin azalmasma baglh bir¢cok biyokimyasal ve immiinolojik
siire¢; bu siire¢ i¢inde de molekiiller arasinda ve immiin hiicreler arasinda izlenen
etkilesimler serebral iskemi fizyopatogenezinde rol almaktadir. Eksitotoksisite,
nitrik oksit etkileri, iyon degisiklikleri, serbest radikaller, iskemi sonras1 gergeklesen

inflamatuvar reaksiyonlar bu kaskaddaki baslica aktorlerdir (8).

Serbest radikaller lipid peroksidasyonu ile hiicre memranlarin1 dogrudan
hasarlayan potent okside edici ve indirgeyici ajanlardir (9). Malondialdehid (MDA)
gibi lipid peroksidasyonu biyoliriinlerinin olusumu veya endojen koruyucu

molekiillerin tiiketim hizlarimin oranmi serebral iskemik hasarla etkilenen dokunun



gosterilmesinde onemlidir (10). Siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi endojen antioksidanlar oksidatif hasara karsi

korunmada 6nemli molekiillerdir (11).

Literatiirde serebral iskemi-reperfiizyon hasar1 ile ilgili birgok calisma
bulunmaktadir ve bu konu ile ilgili birgok ajan ve grup incelenmistir. Bu ajanlardan
bir tanesi de minosiklindir. Minosiklin yiiksek lipofilik 6zellige sahip, kan-beyin
bariyerini gegebilen, yar1 sentetik, uzun etkili, ikinci kusak bir tetrasiklindir.
Minosiklinin epilepsi, Huntington Hastalig1, Parkinson Hastaligi, amyotrofik lateral
skleroz (ALS), multiple skeloroz (MS), fokal ve global serebral iskemi, travmatik
beyin hasari, omurilik zedelenmesi gibi hastalik modellerinde noéroprotektif etkinlik

gosterigi disliniilmektedir (12).

Minosiklinin mikrogliya aktivasyonunu; immiin hiicre aktivasyonunu; ard
arda gelen sitokin, kemokin, inflamasyonun lipid mediyatorleri, matriks
metalloproteinaz ve nitrik oksid (NO) salinimin1 modiile ederek potent anti-

inflamatuvar etki gosterdigi gosterilmistir (13, 14).

Literatiirdeki bilgilerin 1s18inda bu calismada ratlarda serebral iskemi-

reperfiizyona bagli gelisen hasara minosiklinin etkileri ve etkinligi arastirildi.



2.GENEL BILGILER
2.1.Beyin Embriyolojisi

Merkezi sinir sistemi ticlincli haftanin basinda primitif nodun middorsal
bolgesinin Oniinde ektodermin kalinlagmasi, noral plaka, ile gozlenmeye baslar

(Sekil 1) (15).

Resim 1: Yirmi giinliik fare embriyosunun elektron mikroskobu altindaki goriintiisii. F:
Forebrain, M: Midbrain, H: Hindbraind (15).



Gelisimin ilerlemesi ile birlikte noral katlantilar yiikselmeye ve orta hatta
noral tiipii meydana getirmek i¢in birbirine dogru yaklasmaya baslarlar (Sekil 2,
Sekil 3). Noral katlantilar servikal bolgede birbirine temas ettiginde fiizyon baglar ve
hem sefalik hem de kaudal yone dogru devam eder. Fiizyon basladiginda noéral tiipiin
acik uclar altta yatan amniyotik kavite ile iliskide olan kranyal ve kaudal néroporlari
meydana getirir (Sekil 4). Kraniyal noroporun kapanmasi kraniyalde servikal
bolgedeki baslangi¢ kapanma alanindan ve daha sonra olusacak olan forebrain
alanindan baglar ( Sekil 4. A). Bu alan ndral tiiplin kraniyalde kapanmasina ve
kaudalde de servikal alandan kaynaklanan kapanmaya eslik eder. Kraniyal ndroporun
en son kapanmast 18 ile 20 somit evresinde ( somite stage) (25. giin) , kaudal

ndroporun kapanmasi ise bundan yaklagik 2 giin sonra gergeklesir.

Moral Krest

Dorsal Ganglion

Sempatik
Ganglion

Gelisen
Suprarenal
Bez

4 .._--,:? — Preaortik Ganglion

b

* .
R, &

WA Enterik Ganglion

4
@
S

*
Y

3 Cc &%

Urogenital Kabarnt

Sekil 1: A-C. Embriyodaki noral oluk, ndral tiip ve ndral kresti gosteren transvers kesitler.
Noral krest hiicreleri noral katlantilarin sinirlarindan migrasyona ugramakta ve spinal ve
sensoriyal ganglionlara gelismektedir (15).



Resim 2: Dorsal bolgeden migrasyona ugrayan noral tiip (NT) ve noral krest (oklar)
hiicreleri (15).
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Sekil 2: A. Yaklasik 22. Giiniindeki insan embriyosunun dorsal goriiniimii. Noral tiipiin her
iki yaninda belirgin yedi somit gozlenmektedir. B. Yaklagik 23. Gilinlindeki insan
embriyosunun dorsal goriiniimii. Sinir sistemi kraniyal ve kaudal ndroporlar aracilig: ile
amniyotik kavite ile baglant1 halinde. C. A.’daki ile benzer evredeki fare embriyosunun
elektron mikroskobu altindaki goriintiisti. S:Somitler (15).

Noral tiipiin sefalik sonunun ii¢ dilatasyonu vardir ve bunlar primer beyin
vezikiilleridir: (A) prozensefalon veya forebrain; (B) mezensefalon veya midbrain;

(C) rombensafalon veya hindbrain ( Sekil 5 ). Bu yap1 iki fleksura olusturur: (a)



rombensefalon ile spinal kord bileskesindeki servikal fleksura; (b) mezensefalon
bolgesindeki sefalik fleksura ( Sekil 5 ). Embriyo 5 haftalik oldugunda prozensefalon
2 pargadan olusur: (a) orta kistmdan ve lateral iki cepten olusan telensefalon, primitif
serebral hemisferler; (b) optik vezikiillerin gelisimi ile karakterize diensefalon ( Sekil
6 ). Bu donemde rombensafalik istmus adli mezensefalon ile rombensefalonu
birbirinden ayiran derin oluk da gdzlenir. Rombensafalon iki parcadan olusur: (A)
daha sonra pons ve serebellumu olusturacak olan metensefalon; (B) miyelensefalon.
Bu iki kisim arasindaki dallar pontin fleksur olarak adlandirilir ( Sekil 6 ). Spinal
kordun liimeni olan santral kanal beyin vezikiilleri ile devam eder. Rombensefalonun
kavitesi dordiincli ventrikiil, diensefalonun kavitesi {¢iincii ventrikiil, serebral
hemisferlerin kaviteleri de lateral ventrikiilleri olusturur. Mezensefalonun limeni
iclincli ve dordiincli ventrikiilleri birbirine baglar, darlastigi yer de aqueductus
Sylvius’u olusturur. Lateral ventrikiiller de interventrikiiler foramen Monro ile

birbirlerine baglantilidirlar ( Sekil 6 ) (15).

Resim 3: insan embriyosunun yaklagik 27. Giiniine denk gelen fare embriyosunun elektron
mikroskobundaki sagital goriintiisii. U¢ beyin vezikiilii de gdzlenmektedir. F: Forebrain, M:
Midbrain, H: Hindbrain (15).



Resim 4: insan embriyosunun yaklasik 32. Giiniine denk gelen fare embriyosunun elektron
mikroskobundaki sagital gériintiisii. Ug beyin vezikiilii de telensefalona (T), diensefalona
(D), mezensefalona (M), metensefalona (Mt) ve miyelensefalona (My) ayrismis. Yildiz
isareti telensefalonun disar1 ceplesmesini; ok isareti rombensefalik istmusu; okbaslari 4.
Ventrikiiliin tavanini; o ise optik stalki gostermektedir (15).

Serebral korteksin gelisimi ve kortikal noronlarin proliferasyonu ve
migrasyonu biiyiik dlclide fetal periyodda gerceklesir. Her hemisfer once kaudal
yonde biiyiir, daha sonra ventral ve rostral yonde biikiilmeye, egilmeye baglar. Bu
sekilde temporal loblar olusur. Kaudat niikleus, amigdala, hipokampus, lateral
ventrikiiller de ayn1 C-sekilli yolla olur. Sulcus ve gyruslarin karmasik yapisi da fetal
periyodda gerceklesir. Dordiincii aydan sonra beynin lateral ylizeyinde sulkus
lateralis ve sulkus sentralis tanimlanmaya baslar. Prefrontal korteksin gelisimine
bagl olarak sulkus sentralis kaudal yone dogru ilerler. Medial yiizeyde ilk olarak
parieto-oksipital ve singulat girus ortaya ¢ikar, ardindan kalkarin ve sentral sulkuslar
gelisir.  Sag hemisferde sulkus ve girus formasyonu sol hemisferden Once
gerceklesir. Lateral ventrikiiliin pleksus koroideusu telensefalik vezikiiliin alt

kisminda olusur (16).



Sekil 3: Gelismekte olan insan beyninin lateral goriintiileri, a. 4. Gestasyonel ayda, b.6.
Gestasyonel ayda, c. 8. Gestasyonel ayda, d. Neonatal donemde. Ok santral sulkusu
isaret etmektedir (16).

Sekil 4: Gelismekte olan insan beyninin medial goriintiileri, a. 4. Gestasyonel ayda, b. 6.
Gestasyonel ayda, c. 8. Gestasyonel ayda, d. Neonatal donemde. Oklar pariyeto-oksipital
sulkusu isaret etmektedir (16) .

Beynin kanlanmasi1 bir ¢ift karotid arter ve vertebral arterin Willis
poligonunda baglanmasi ile olur. Noral tiipiin kapanmasi1 sirasinda primordiyal
endotelyal kan iceren kanallar kurulur. Bu kanallardan tiim diger damarlar, arterler,

venler ve kapillerler farklanirlar. Carnegie evre ( stage ) 12°de; ana vendz pleksuslar,



ana ven ve l¢ aortik ark olusur. Stage 11-13’de internal karotidler gelisir ve bunu
posterior komminikan arterler izler. Stage 14’de internal karotidlerin kaudal dallari,
stage 16’da vertebral arterler, stage 17°de ana serebral arterler ve sonunda anterior
kommunikan arter olusur ve tiim bunlarin sonunda Willis poligonu tamamlanir.
Bilateral olarak longitudinal arterler stage 13’de olusur ve temporary trigeminal, otik
ve hipoglossal arterler ile internal karotidler aracilig1 ile birbirine baglanir. Ilk basta
posterior komminikan arter beynin ana kan saglayicisidir. Anastomotik kanallar iki
longitudinal arteri birbirine baglar bunun sonucu olarak basiller arter formasyonu
baslar. Temporary arterler asamali olarak elimine edilir, fakat her biri persistant

olarak kalabilir (16).
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neonate

Sekil 5: Carnegie evre ( stage ) 12’den neonatal doneme kadar insan beyninin damarsal
gelisimine bakis. Arterler kirmizi, venler gri gosterilmistir. a anterior kapital pleksus, AA
aortik ark, AB a. basilaris, ACA a. serebri anterior, ACE a. karotis eksterna, acha anterior
koroidal arter, achp posterior koroidal arter, ACI a. karotis interna, ACIc a.karotis internanin
kaudal dali, ACIr a.karotis internanin rostral dali, ACM a.serebri media, acmp a.
kommunikans posterior, ACP a. serebri posterior, ahy hiyoid arter, AICA anterior inferior
serebellar arter, along a. longitudinalis, AS a. subklavia, astap a. stapediya, AV a. vertebralis,
¢b serebellum, cc korpus kallozum, CCV v.cardinalis communis, DA duktus arteriyosus, di
diensefalon, ep epifiz, ev goz vezikiilii, gV trigeminal gangliyon, m middle kapital pleksus,
mes mezensefalon, OA oftalmik arter, ov otik vezikiil, p posterior kapital pleksus, pAo
posterior aorta, PICA posterior inferior serebellar arter, plch pleksus koroideus, RA sag
atrium, RV sag ventrikiil , SCA superior serebellar arter, SV sinus venozus, TA trunkus
arteriyosus, fel telensefalon, TP trunkus pulmonalis, I-I/I aortik dallar, 5, 8, /2 temporary
trigeminal, otik ve hipoglossal arterler (16).
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Primitif trigeminal arter primitif karotid-basiller anastomozlardan yetiskin
cagna en sik kalan persistant arterdir (%0.1-1). Serebral hemisferler seviyesinde
kapillerler 5. Hafta civarinda gozlenir (beyin sapinda daha erken olabilir). Stage
16’da (5.hafta) son arterlerin bazilar1 bulunur ve bunlar son yapilarina dogru
transforme olmaya bagslar. Embriyonik periyodun sonunda leptomeningeal arterlerin
anular ag1 her middle serebral arterden yiikselir ve gelisen hemisferlerin iizerinde
uzanir. Vertebral ve baziler arterlerden kdken alan benzer meningeal dallar beyin
sapin1 ve serebellumu sarar. Asamali olarak muskularize olan leptomeningeal arter
dallar1 beynin igine dogru gelisirler. Hem supratentoryal hem de infratentoryal
paramedian, kisa sirkumferensiyal ve uzun sirkumferensiyal arterler tanimlanabilir.
Gestasyonun 7. haftasinda telensefalonu penetre eden damarlar gestasyonun 12.
haftasinda subventrikiiler pleksusu olusturur ve asamali olarak muskularize olur.
Anterior serebral arterin paramedian dali serebral parenkimi penetre etmeden once
kisa bir seyre sahiptir. “kisa sirkumferensiyal arterler” (striat arter gibi) biraz daha
uzun bir seyre sahiptir. “uzun sirkumferensiyal arterler” serebral hemisferlerin dorsal
yiizeyine ulasir. Gestasyonun 16. haftasinda Willis poligonuna katilan anterior,
middle ve posterior serebral arterler olusmustur. ilerleyen fetal periyodda rolatif
olarak basit leptomeningeal arterler artar (biiyiikliik, dal sayis1 ve tortuosite olarak)
ve dallanma patternleri gestasyonun 28. haftasinda tamamlanir. Leptomeningeal
perforan dallar kortikal, medullar, striat dallar olarak serebral parankime gecerler.
Kortikal damarlar korteksi kisa dallarla besler. Bununla beraber medullar dallar altta
yatan beyaz cevheri besler. Striat dallar beyine anterior perforat substans yoluyla
penetre ederler ve bazal ganglialar ve internal kapsiilii beslerler. Kortikal ve mediillar
dallar serebrumun periferi boyunca koni sekilli alanlar1 besler (ventrikiilopetal

arterler). Striat dallar ventrikiile yakindir ve serebrumun daha merkezi kismini besler.
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Sekil 6: Serebral damarlarm gelisimi. Beyin leptomeningeal arter sistemi ile sarilmistir. vp:
ventrikiilopetal arterler, vf: ventrikiilofugal arterler, dp: derin penetre edici damarlar, acha:
anterior koroidal arter, ACI: internal karotid arter, cb: kortikal dallar, HbA: Heubner arteri,
Ima: leptomeningeal arter, mb: meduller dallar, pba: periventrikiiler sinir alan, sb: middle
serebral arterin striat dallar1 (16).

Tela koroideanin dallar1 ile birlikte striat dallar “ventrikiilofugal” arterleri
verir; bu damarlar ventrikiiler zonu veya germinal matriksi besler. Bazi1 goriislere
gore merkezi kisimlar derin penetran arterler ile beslenir. Midgestasyonda strial
arterlerin bazal sonlarinda diiz kaslar bulunur ve ikinci trimesterin sonuna dogru
kaudate niikleusun ic¢ine dogru uzanan damarlara dogru da uzanir. Asamali olarak
intrakortikal damarlar gelisir. 13. Haftadan 15. haftaya kadar yan dallar1 olmadan
radial arterler korteks boyunca uzanir. 20. Gestasyonel haftada horizontal yan dallar
ve rekurren kollaterallar ortaya ¢ikar ve 27. haftadan terme kadar daha kisa radial
arterlerin sayis1 artar. Intrakortikal kapillerlerin biiyiimesi dogumdan sonra da devam
eder. Fetal beyinde 17. haftaya kadar kapiller yogunlugu ventrikiiler zonda kortikal
plate’den ¢ok daha fazladir. 25.Haftadan sonra kortikal alanlarda artmis

vaskiilarizasyon olur. Gestasyonun 24. haftasinda basal ganglialarin biiyiik kism1 ve
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internal kapsul prominent Heubner arteri ile beslenir (anterior serebral arterden
yiikselir). Ventrikiiler yataktaki kapiller yatak ana olarak Heubner’in arteri veya
middle serebral arterden kdken alan lateral striat arterin terminal dallar ile beslenir.
Gelisim bu basamaklarinda korteks ve altinda uzanan beyaz cevher daha zayif
vaskiilarizedir. Zamanla middle cerebral arter ile beslenen alan anterior ve posterior
serebral arterler ile beslenen alanlara gore predominant hale gelir. Gestasyonun 16.
haftasinda erken arteriyel anastomozlar olusur. Middle ve anterior serebral arterler
arasindaki anastomoz hatt1 beynin konveksitesinden superior saggital sinuse dogru
uzanir. Middle ve posterior serebral arterler arasindaki anastomoz hatt1 beynin bazal
yaninda uzanir. Gestasyonun 32-34. haftalarinda ventrikiiler zon igeri dogru
kivrimlanir ve serebral korteks kompleks artmis vaskiiler destegi ile kompleks girus
yapisina ulasir. Ventrikiiler zon kapillerleri kaudat nukleus kapillerleri ile karisir ve
Heubner arterinin besledigi alan kaudate nukleusun kii¢iik bir mediyal pargasina
indirgenir. 3. Trimesterin sonuna dogru serebral dolasim dengesi sentral - ventrikiiler
zon oriyente dolasimdan serebral korteks ve beyaz cevherde predominant dolagima
dogru yon degistirir. Serebral sirkiilasyon yapisindaki bu degisiklikler gelisen insan
beynindeki hipoksik/iskemik lezyonlarin dagilimi ve patogenezisinde ana Onemli
faktordiir. Serebrovaskiiler dansite bolgesel metabolik ihtiya¢ ile uyumludur.
Ozellikle hizli serebral gelisim, miyelinasyon, differensiyasyonun postnatal
periyodunda vertebrobaziler ve karotid sistemdeki serebrovaskiiler iletim beyin
agirhgindan daha yavas ilerler. Normal gelisimin parcasi olarak ¢ogu immatiir insan
serebral arterleri damar bifurkasyonlarinin yakinindaki bolgelerde zayiflamis alanlara
sahiptir. Bu zayiflamig alanlar maturasyon sirasinda diiz kas depozisyonu yolu ile
giiclendirilir ancak erken postnatal gelisim boyunca artmis derecede savunmasiz
alanlar olarak degerlendirilebilir. Gen¢ premature infantlarda (22-30 hafta) germinal
zon ile periventrikiiler zon damarlar1 ve perforan ventrikiilopetal damarlar 6zellikle
perinatal asfiksiye karsi savunmasizdir. Bu damarlarin hasarlanmasi fokal hemorajik
lezyonlara neden olur. Daha ileri yaslhh premature infantlarda (30-34 hafta) fetal
beyaz madde hipoksik-iskemik beyin hasarina 6zellikle daha savunmasizdir ki bu
durum periventrikiiler 16komalaziye (PVL), infarktlara (nekroz) ve kavitasyonlara

neden olur.
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Dural pleksuslar prekardinal venlerle baglantilidir ve beynin g¢evresindeki
cesitli dural siniisleri olusturmak tizere modifiye olurlar. Kesin (son) vendz kanallar
primitif vaskiiler agdan yiikselirler (arterlerden daha sonra). Uzun periyodda
degerlendirildiginde c¢evrenin degisen ihtiyaglarini saglayabilmek igin biiyiik bir
ayarlama gerekmektedir ve bunun i¢in de komplike vendz anastomozlar
essansiyeldir. Alt1 ana evrede degerlendirilir. Padget’in Vendz Stage 1’i:Ana vendz
pleksus ve ana ven olusur. Padget’in Vendz Stage 2’si: Ug rolatif kalict dural kok
(anterior, middle, posterior) anterior kardinal ven ile devamlilik gdsteren primer bas
siniisine dokiiliir (capital veya “head”veni). Padget’in Venoz Stage 3 ve 4 boyunca
dural vendz kanallar serebral hemisferler ve serebellar taslaklar genisler ve otik
vezikiil de genisledikce daha laterale dogru uzanirlar. “Head” siniis ve primitif
internal jugular ven de bu gelismeler sirasinda laterale migre olur. Padget’in Venoz
Stage 5’1 ile “head” siniis sekonder anastomoz ile yer degistirir (sigmoid sinus). Daha
da ilerledik¢e daha kranial primitive transverse siniis olusur. Padget’in Venoz Stage

6’s1 sirasinda eksternal juguler sistem olusur.

Medulla disindaki beynin ¢ogu parcasi sigmoid sinus ile primitif transvers
siniisiin bileskesine dokiilir. Bu arada intraserebral drenajin “Galenik sistemi”
ganglionik eminenslerin akselere biiylimesinin sonucu olarak ortaya ¢ikar. Sonraki
vendz degisiklikler biiyiik oranda serebral ve serebellar hemisferlerin
ekspansiyonuna ve kafatasinin rolatif olarak ge¢ ossifikasyonuna baglidir. Galen ven

malformasyonu en sik serebral venoz sistem malformasyonlarindan birisidir (16) .
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Sekil 7: Carnegie evre ( stage ) 12’den neonatal déneme kadar insan beyninin venoz
sistem gelisimine bakis. Venler gri, erken arteryel yapilar kirmizi gosterilmistir. a
anterior kapital pleksus, ACV anterior kardinal ven, CavS$ kavern6z sinus, CCV kommon
kardinal ven,ev goz vezikiilii, m foramen magnum, GVG Galen’in biiyiik veni, ICV
internal serebral ven, IJV internal jugular ven, m middle kapital pleksus, p posterior
kapital pleksus, PHS primer kafa siniisii, PTS primitif transvers siniis, RA sag atrium,
Sags sagittal siniis, SCVs superior serebral ven, SS sigmoid siniis,S#rS straight siniis, SV
sinus venozus, fent tentoriyal pleksus,TeS tentorial siniis, 7S transverse siniis, I/ ikinci

aortik dal, 7, 2, 3 pharingeal arklar (16) .
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2.2 Beynin Vaskiiler Anatomisi

Beynin kanlanmasi her iki internal karotid arterler ve vertebral arterlerden olusan

bir sistem tarafindan saglanir.
2.2.1. A.Carotis Interna (ICA):

ICA bilateral olarak a.carotis communisden kaynaklanir. Eksternal karotid
artere gore daha lateralde ve posteriorda seyreder. Bir karotid arterin akut olarak
oklude olmasi insanlarin %15-20’sinde inme (stroke) nedenidir. Karotid sifon
kaverndz ICA’nin posterior egiminden baslar ve ICA bifurkasyonunda sonlanir;

kaverndz, oftalmik ve kommunikan segmentleri birlestirir. Yedi segmenti vardir.

Servikal (C1) segmenti; karotid bifurkasyonundan baglar, v.jugularis interna
ve n.vagus ile birlikte karotid kilif icinde seyreder. Postgangliyonik sempatik
sinirlerle sarilidir. Eksternal karotidin posterior ve medialinde uzanir. Petroz kemigin

karotid kanalina girerken sonlanir. C1 dal vermez.

Petroz (C2) segmenti; postgangliyonik sempatik sinirlerle sarilidir. Foramen
lacerumun posterior sinirinda sonlanir. Vertikal segment, posterior loop ve horizontal

segment olmak iizere li¢ segmenti vardir.

Laserum (C3) segmenti; ICA foramen lacerumun iizerinden lateral loopu
yaparak gecer, kanalikiiler kisimda yiikselerek durayr deler ve kavernéz segmenti
olusturmak {izere petrolingual ligamenti gecer. Karotikotimpanik ve pteryoid (vidian)

olmak tizere iki dali vardir.

Kaverndz (C4) segmenti; siniisi de doseyen vaskiiler membran ve
postgangliyonik sempatik sinirlerle sarilidir. Proksimal dural halkada sonlanir.
Bir¢ok dali vardir. En proksimalde olan ve en biiyiikk olan dali meningohipofizeal
trunkustur. Meningohipofizeal trunkus Bernasconi ve Cassinari arteri olarak da
bilinen tentoriyal arteri, dorsal meningeal arteri ve hipofizin posterior lobunu
besleyen inferior hipofizeal arteri verir. Ayrica C4 hipofizin kapsiiliinii besleyen Mc.

Connell’in kapsiiler arterini de verir.

Klinoid (C5) segmenti; ICA’nin intradural oldugu yerde distal dural halkada

sonlanir.
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Oftalmik (C6) segmenti; distal dural halkadan baglar, posterior
kommunikanin (p-comm) hemen proksimalinde sonlanir. Oftalmik arteri, superior

hipofizeal arter dallarini, posterior kommunikan arteri, anteior koroidal arteri verir.

Kommunikan (C7) segmenti; posterior kommunikanin orijininden baslar, 2.
ve 3. kraniyal sinirlerin arasinda seyreder anterior perforan substansin altinda
anterior serebral arter (ACA) ve middle serebral arter’e (MCA) dallandig1 yerde

sonlanir (17).
2.2.2. A.Cerebri Anterior (ACA):

Optik siniri  Ustten carprazlayan ACA karsit tarafin ACA’st ile a.
communicans anterior araciligi ile anastomoz yapar. Bes segmente boliiniir. Al;
prekommunikan veya horizontal segment olarak da bilinir. ICA bifurkasyonundan
orijin alir ve a.communicans anterior’a (a-comm.) kadar wuzanir. A2;
postkommunikan segment olarak da bilinir. a.comm.’dan orijin alir, rostrum
konturunu izleyerek korpus kallosumun genusuna kadar uzanir (kallozomarjinal
cikisina kadar). A3; kallozomarjinal dallanma noktasindan baslar ve genunun 3 cm.
posteriorunda korpus kallozumun {ist ylizeyine kadar devam eder. A4; perikallozal
dallardir. AS; terminal dallardir. Heubner’in rekiirren arteri, medial orbitofrontal
arter, frontopolar arter, kallozomarjinal arter (internal frontal dallar ve parasentral

arteri verir), perikallozal arter ( ACA’nin devami) da dallaridir (17).
2.2.3. A.Cerebri Media (MCA):

MCA bes segmentte incelenir. M1; horizontal segmenttir, orijin noktasindan
bifurkasyon noktasina kadardir. M2; bifurkasyon noktasindan Syvian fissiirden ¢ikis
noktasina kadar olan segmenttir. M3 ve M4 distal dallar ve M5 terminal dallar olarak
adlandirilan segmentlerdir. Verdigi dallarin en 6nemlileri; medial ( her yanda 3-6
adet) ve lateral lentikiilostriat arterler, anterior temporal arter, posterior temporal
arter, lateral orbitofrontal arter, assenden frontal (candelabra) arter, presantral
(prerolandik) arter, santral (rolandik) arter, anterior parietal (postrolandik) arter,

posterior parietal arter ve angular arterdir (17).
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2.2.4. A.Cerebri Posterior (PCA):

Baziler arter ponsun {ist siirinda iki posterior serebral artere boliiniir. PCA
dort segmentte incelenir. P1 (pedinkiiler); orijin noktasindan posterior kommunikan
artere kadar olan segmenttir, uzun ve kisa sirkumfleks ve talamoperforan arterler bu
segmentten yiikselir. P2 (ambient); posterior kommunikan arterin orijin noktasindan
inferior temporal arterin orijinine kadar uzanan segmenttir, ambient sisterni
carprazlar ve hippokampal, anterior temporal, pedinkular perforan ve medial
posterior koroidal arterler bu segmentten yiikselir. P3 (kuadrigeminal); inferior
temporal dalin orijin noktasindan terminal dallarin orijin noktasina kadar uzanan
segmenttir, kuadrigeminal sisterni ¢arprazlar. P4; parieto-oksipital ve kalkarin

arterlerin orijin noktasindan sonraki segmenttir ve PCA’nin kortikal dallarini igerir

(17).
2.2.5. A.Vertebralis (VA):

Vertebral arter a. subclavia’nin ilk ve genellikle en genis dalidir. Sol VA %
60 oranda dominanttir ve % 4 oraninda varyasyon olarak arkus aortadan yiikselir.
Cap1 yaklasik 3 mm. olup ortalama kan akim1 150 ml./dak. dir. Sag vertebral arter %
10 ve sol vertebral arter de % 5 oranda hipoplastik olabilir. Sol VA’in atretik olmasi
ve a.basilaris (BA) ile birlesmemesi % 3 oraninda gozlenirken bu oran sag VA icin
% 2°dir. VA; 6. Servikal vertebra hizasindan baslayarak foramen transversiumlardan
gecerek yiikselir ve atlasin iist kenarinda medialize olur. Foramen magnumdan
gecerek intrakraniyal seyrine baglar ve karsi tarafin VA’si ile birleserek BA
olusturur. Dort segmentte incelenir. Birinci segment; siiperior ve posteriorda yiikselir
ve genellikle 6. Vertebra korpusundan foramen transversiuma girer. Ikinci segment;
servikal vertebralarin transvers foramenleri i¢inde vertikal olarak yiikselir, seyri
sirasinda genellikle stellat gangliyondan gelen sempatik lifler ve vendz pleksuslardan
olusan bir ag eslik eder ve aksisin transvers prosesi hizasinda laterale déner. Ugiincii
segment; aksisin forameninden c¢ikar atlasin iist ylizeyindeki olukta posteriora ve
mediale dogru yaylanir foramen magnuma girer. Dordiincii segment; duray: deler ve
subaraknoid araliga girer. Alt pontin sinirdaki vertebral konfluensde karsi tarafin
VA’siile birleserek BA’1 olusturur. Verdigi dallar; anterior meningeal arter (vaskiiler

okliizyonda kollateral olarak davranabilir), posterior meningeal arter, meduller
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(bulbar) arterler, posterior spinal arter, posterior inferior serebellar arter (PICA) ve
anterior spinal arterdir. PICA; VA’nin en genis dalidir, VA’ ’nin intradural oldugu
noktanin yaklasik 10 mm. uzagindan ve vertebrobaziler bileskenin 15 mm.
proksimalinden yiikselir (% 5-8 ekstradural orijinlidir). PICA’nin segmentleri;
anterior mediiller, lateral mediiller, tonsillomediiller, telovelotonsiller (supratonsiller)
ve kortikal segmentler olmak lizere 5 tanedir. Cerrahi sirasinda ilk 3 segment
mutlaka korunmalidir, diger 2 segment sakrifiye edilirse minimal defektler
gerceklesir. PICA’nin dallari; koroidal arter (dall) ve terminal dallardir [

tonsillohemisferik (dal 2) ve inferior vermian (dal 3) ] (17).

2.2.6. A Basilaris (BA):

Vertebral arterlerin birlesmesi ile olusur. Dallar1; anterior inferior serebellar
arter (AICA), a. auditorius interna ( a. Labyrinthine), pontin dallar, a. serebellaris

superior (SCA), posterior serebral arterdir (PCA) (17).

Koronal Kesit Aksiyel Kesit

/— anterior serebrab————
/ ar‘terk\\\\_i —

““middle serebral—
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/ ‘x
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acha— 4 \\ | [F R
mternalkaroptlccén—“}'m \ | \anterior koroidal — /
baziler arter — " I arter [T /

/i B

— : nlf
posterior serebral
arter

Sekil 8: Cerebral hemisferlerin vaskiiler alanlarmi gosteren diyagram. RH: Heubner’in
rekirren arteri, AChA: Anterior koroidal arter, MCA: Middle serebral arter, PCommA:
Posterior kommunikan arter (17) .
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Willis poligonu her iki VA ve ICA arasindaki anastomozlarla olusan ve
beynin kanlanmasin1 saglayan énemli bir anastomuzdur. Willis poligonu posterior
serebral, posterior kommunikan, internal karotid, anterior serebral ve anterior
kommunikan damarlardan olusur ve interpedinkiiler fossada beynin tabaninda
yerlesim gosterir. Ponsun superior smirindan serebral hemisferler arasindaki
longitudinal fissiire kadar uzanir; optik kiyazma, infundibulum, mamiller cisimcikleri
cevreler. Willis poligonundan ve ana serebral arterlerden iki tip dal ¢ikar; bunlar
kortikal ve santral dallardir. Santral arterler beyni penetre ederek bazal ganglialar
gibi derin yapilar1 kanlandirir. Kortikal dallar ise piamaterin iginde seyreder ve
beynin daha yiizeyel dokularini kanlandirir. Anterior serebral arter medial ve
superior yiizeyin ¢ogunu ve frontal polii kanlandirir. Middle serebral arter lateral
yiizey ve temporal polil kanlandirir. Posterior serebral arter de alt yiizeyi ve oksipital
polii kanlandirir. Beynin yiizeyinde serebral arterlerin birbirleriyle kiigiik terminal
dallar araciligi ile kurduklari 6nemli anastomozlar bulunmaktadir. Ana serebral
arterlerin birinde okliizyon olmas1 halinde anastomozlar aracilig1 ile diger serebral
arterlerden kan akimi kismen devam ettirilir. Kollaterallerle saglanan kan akimi
yetersiz olmakla beraber oklude olan arterin kanlandirdigi alanin bir kismi infarkttan
korunmus olur. Tipik bir Willis poligonunda anterior ve posterior kommunikan
arterler araciligi ile serebral arterler arasinda bir miktar kan transferi gergeklesir; bu
nedenle bu sistem poligona giren major arterlerin birinin obstriiksiyonundaki
kollateral dolasimda ©nemli rol oynar. Yash bireylerde poligonu olusturan
anastomozlar biiyiik arterlerin ani okliizyonunda yetersiz kalabilir ve sonucta inme

(stroke) meydana gelir (18).
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13
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Sekil 9: Kafa tabaninda Willis Poligonu’nun gériiniimii (19).

(1)Anterior kommunikan arter
(2)Posterior kommunikan arter
(3)Anterior koroidal arter
(4)Pontin ramus

(5)Baziler arter

(6)Anterior spinal arter
(7)Vertebral arter

(8)Posterior spinal arter
(9)Krista galli

(10) Anterior serebral arter

(10a) Perikallozal arter

(11) Oftalmik arter

(12) Middle serebral arter

(13) Posterior serebral arter

(14) Superior serebellar arter

(15) Labirintin arter

(16) Anterior inferior serebellar arter
(17) Middle inferior serebellar arter
(18) Posterior inferior serebellar arter

(19) Foramen magnum
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2.3 Ratlarda Beyin

Beynin vaskiiler sistemi bir¢ok acidan essiz ve diger organlardan daha heterojen
yapiya sahiptir. Beyindeki serebral kapiller yogunlugu 260 mm./mm3 (beyaz madde
averaj1) ile hipotalamusun paraventrikiiler ve supraoptik niikleuslarinda oldugu gibi
2000 mm./ mm3 arasinda degisir. Bu sayisal farklara ek olarak kapiller yapida
metabolik hizla ilgili olarak genis varyasyonlar gozlenebilir (6zellesmis endokrin
sekretuvar mekanizmalar varliginda oldugu gibi) . Sinir sistemindeki damarlarinda
yogun endotelyal siki-baglantilar (tight-junction) bulunur; bu yapilar bosluklar siki
bir sekilde doldururlar ve 6zellesmis transport sistemleri haricinde suda ¢oziinebilir
molekiillerin damar disina kagisini engellerler. Beynin c¢ogu alaninda kapiller
yapilarin gegirgenligi yiiksektir ve bu beyin dokusu ile birlikte sinir hiicreleri i¢in
kan igerigi yiiksek bir mikro ¢evre meydana getirir. Beyin sirkiilasyonunun diger bir
Ozgill ozelligi de diger organlarda oldugu gibi lenfatik sisteme sahip olmamasidir.
Beyin dokusunda ve subaraknoid aralikta biriken depozitlerin beyin-omurilik sivisina
(BOS), oradan da kribriform tabaka ve kraniyal ve spinal sinirlerin trunkuslarinin
ciktig1 bosluklardan ekstrakraniyal ekstreseliiler siviya ve en sonda da lenf nodlarina
ulastig1 dusiintilmektedir. Ratlarda serebral arterler ve venler kompleks kapiller
aglarla birbirlerine bagli olmakla beraber cift halinde seyretmezler. Rat serebral
vaskiiler sisteminin diger bir onemli karakteristigi de (bir¢ok tiirde oldugu gibi)
arterler ve venler arasinda direkt baglantilarin (A-V santlar) olmamasidir. Cok
sayidaki arteryal ve vendz anastomozlarin varligi kan damarlarinin okliizyonuna
bagli beyinde komplet lokalize iskemi gerceklesmesini imkansiz hale getirir.
Ratlarda arteryal anastomozlar dallanmanin tiim seviyelerinde (biiyiik arteriyel
sistemlerden kapillerlere kadar) goézlenebilir. Ayni gergek vendz sistem icin de

gecerlidir (20).

2.4. Epidemiyoloji ve Insidans

Beyin kan akiminda azalma veya kesilme, bunun sonucunda enerji kaynaklarinin
tilkkenmesi ve buna bagli ndronal dejenerasyon ve Oliimle sonuglanan olaylar

kaskadina serebral iskemi denir (1, 2) . Beyni besleyen damarlarin altta yatan
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patolojilere bagli olarak total veya kismi okliizyonu ile ortaya ¢ikan klinik tabloya
iskemik strok (inme) denir. Strok bat1 diinyasinda kimi yazarlara gore ti¢ilincii, kimi
yazarlara gore de ikinci siklikta 6liim nedeni (ortalama %27) ve en sik morbiditeye
yol agan hastalik grubudur (20-24). Bati toplumlarinda strokun yaklasik %80’
iskemik kokenlidir (21) . Amerika Birlesik Devletleri’'nde yilda yaklagik 600.000
iskemik ve 100.000 hemorajik serebrovaskiiler olay olgusu goriilmekte ve bunlarin
da 175.000’1 6liimle sonlanmakladir (25). Tiirkiye’de strokun prevalans ve insidansi
ile ilgili kayit altinda saglikli veriler yoktur. Tiirkiye’de hastalarin genel 6zellikleri
ve risk faktorlerinin aragtirildigi hastane tabanli ¢ok merkezli bir c¢alismada
hemorajik strokun orani %28, iskemik strokun orani da %72 bulunmustur (26).
Yagslara gore yillik strok insidansi; 55-64 yas araliginda 1.7-3.6/1000 kisi, 65-75 yas
araliginda 4.9-8.9/1000 kisi, 75 yastan sonra 13.5-17.9/1000 kisi olarak bulunmustur
(27). Kadinlarda 55-64 yas araliginda strok insidansi erkeklere gore 2-3 kat daha
azdir ancak 85 yasma dogru bu farkin azaldigi bildirilmistir (28). Ulkeden iilkeye
farkli olmakla birlikte 40-69 yas araligindaki erkeklerde serebrovaskiiler hastaliktan
kaynaklanan Olim oram1 40-250/100.000’dir; bu oranin kadinlarda ise 20-
160/100.000 oldugu gozlenmistir (29). Dogu Avrupa iilkeleri ve Japonya’da bu
oranlar daha yiiksek gozlenmektedir. Kuzey Iskandinav iilkeleri, Hollanda, Amerika
Birlesik Devletleri, Kanada ve Isvi¢re’deki oranlar 100/100.000 seviyesinin altinda
olup diger tilkelere gére daha diisiiktiir (29).

2.5 Beyin iskemi ve Reperfiizyonu
2.5.1 Serebral iskemi Tanim

Dirnagl ve Siesjo gibi otorlere gore; serebral iskemi beyin kan akiminda azalma
veya kesilme gibi degisikliklere bagli olarak enerji kaynaklar1 ve oksijen desteginin
yetersizlesmesi ile baslayan ve noronal dejenerasyon ve Oliimle sonuglanan bir
olaylar zinciridir (1, 2). Baz1 baska kaynaklarda da serebral iskemi, beyin kan
akiminda azalma; buna bagli beynin bazal islevlerini karsilayamayan kan akimi
seklinde tanimlanmaktadir (30) . Beyin; kan akim1 ve regiilasyonunu saglayan bir¢cok

mekanizmaya ragmen iskemiye toleranst oldukca kisithdir ve kan akiminda
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gerceklesen bu degisikliklere bagli olarak c¢esitli norolojik tablolar ortaya g¢ikabilir.
Meydana gelen kismi veya komplet vaskiiler okliizyona bagli olarak kan akiminin
belirli bir seviyenin altina diismesi durumunda ilgili vaskiiler yapinin kanlandirdigi
alanda beyin parenkimi temel hayat fonksiyonlarini siirdiirememeye baslar ve
nekroz gergeklesir. Olayin en alevli oldugu bu parenkim alanina “’iskemik ¢ekirdek’’
(core) denir. Iskemik cekirdegin cevresindeki parenkim dokusunda perifere dogru
gidildik¢e artan farkli kan akimi seviyelerine sahip alanlar vardir. Bu alanlar da
iskemik prosesin etkisi altinda olmakla beraber heniiz infarkt gelisimi yoktur ancak
iskemi diizeltilemez ise nekroz olusma potansiyeli vardir. Kan akiminin azaldig
ancak nekroz ve kalici hasarin olugsmadigi bu parenkim alanima °* kurtarilabilir
doku’ adi verilmektedir. Kurtarilabilir doku iskemik beyin hasarlanmasinin
giiniimiizdeki tedavisinde temel odagi durumundadir ve tedavi modaliteleri bu alani
kurtarmaya yonelik diizenlenmektedir (27). Beyin damar hastaliklari iskemik ve
hemorajik olmak iizere iki alt baslikta incelenebilir. Iskemik strok bu iki ana smifin
yaklasik %80’ini olusturmaktadir. Iskemik strok ilgili parankime giden kan
akimindaki azalmaya bagli oksijen, glukoz diizeylerinin azalmasi1 ve néronal dokuda
fonksiyon kaybina yol acar. Hemorajik strok ise parenkim i¢i veya subaraknoidal
hemoraji gibi nedenlerle benzer patogenezi meydana getirir. Bu iki klinik antitenin
tedavi modaliteleri farklidir, bundan dolay:r da tamilarmin hizla konulmas: ve bu
klinik tablolarin birbirinden ayirt edilmeleri gerekmektedir (22, 24, 31, 32). Beyin
kan akiminin azalma veya kesilmesi tiim parenkimi etkileyecek bir vaskiiler yapidan
kaynaklanirsa bu duruma global serebral iskemi; sadece bir bolgeyi etkileyecek bir
vaskiiler yapidan kaynaklanirsa bu duruma da fokal serebral iskemi denmektedir.
Kimi kaynaklarda serebral iskeminin kan akim derecesine gore de adlandirilabilecegi

ifade edilmektedir.
2.5.2 Serebrovaskiiler Olaylarda Kisa Tarihce

Serebrovaskiiler olaylar (SVO) yikict sonuglarina ragmen ¢ok eski ¢aglardan
beri fark edilmis ve degerlendirilmeye ¢alisilmistir. Hippokratin yazilarinda major
strokla etkilenen hastalar1 tanimlamak amaci1 ile apopleksi terimi siklikla
kullanilmistir. Milattan 6nce 400°de Hippokrat major stroktan 6nce olan; viicudun

ayni tarafinda karincalanma ve hissizlik seklinde tanimladigi mindr transient iskemik
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ayagi da gozlemlemistir. Hippokrat ayn1 zamanda hastalarin hastaliklarinin {i¢ ile
besinci giinlerinde oldiiklerini; stroktan sonra bir hafta yasayanlarin genellikle
kurtulduklarin1 da kaydetmistir (33). Donley’in raporladigina gére Wepfer 1658’de
basilan kitab1 “’Treatise de Apoplexia’® da serebral arterler ve iskemi arasindaki
iligkiyi ilk olarak ifade etmistir (34). Clarke tarafindan da ifade edildigi gibi, Hunt
1914°de karotid arter okliizyonuna bagli gelisen kontralateral hemiparezi ve
ipsilateral monokiiler korliikle giden sendromu tanimlamistir (35). Wilks 1859°da
spontan intraserebral kanama ile travmatik kanamay1 birbirinden ayirt etmistir (36).
Fazio; 1834’tin baslarinda Piorry’nin intraserebral hemoraji tedavinde kafatasini
delmeyi (trepanasyon) dnerdigini belirtmistir (37). MacEwan 1888’de intraserebral
hematom i¢in ilk bagarili kranyotomiyi yapmustir (38). Cushing’in intraserebral
hematoma ilgisi, intrakraniyal hipertansiyonla ilgili gézlemleriyle canlanmistir (39).
Serebral  iskeminin  cerrahi  tedavisi karotid endarterektomiden  ¢esitli
revaskiilarizasyon islemlerine kadar cesitlilik gosterir. Hemorajik strokun cerrahi
tedavisi ise tartigmalidir. Cushing 1903°de intraserebral hematom bosaltilmasini
raporlamistir (39). Bagley 1932’de derin intraserebral hematomlar1 yiizeyel
olanlardan ayirt etmis ve cerrahi Oonemini tanimlamistir (40). Penfield 1933°de
intraserebral hematomlarin bosaltma teknigini detaylandirmistir (41). McKissock ve
arkadaslar1 tarafindan 1961°de yapilan ve donlim noktasi olan ¢alismada intraserebral
hematomlarda medikal ve cerrahi tedavi yaklasimlar1 karsilagtirllmigtir. McKissock
ve arkadaslarinin yaptiklar1 randomize, prospektif klinik c¢alismada cerrahi ve
medikal yaklagim yapilan gruplar arasinda belirgin bir fark bulunamamistir (40).
Hamilton ve Zambramski tarafindan da tartisildigi gibi; diger iic modern prospektif
calismaya gore (1983°de Auer, 1989’da Juvela, 1990’da Batjer tarafindan
gerceklestirilen) cerrahi tedavi lobar hematomlarda yararli olabilmekte ancak derin
yerlesimli hematomlarda cerrahi tedavi yararli olmamaktadir (42). Intraserebral
hematomlarin cerrahi bosaltilmasinda stereotaktik aspirasyon, néroendoskopi, gercek
zamanlt BT kilavuzlu aspirasyon denenmistir (43). Giiniimiizde ve gelecekte
yapilacak c¢ok merkezli, genis olgu igerigi olan c¢aligmalarin da katkisi ile
serebrovaskiiler olaylarin yonetimi ile 1ilgili optimum yontemler ve yollarin

netlesmesi beklenmelidir.
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2.5.3. Beyin Kan Akim ve Serebral Perfiizyon Basinci

Erigkin insan beyni total viicut agirliginin yaklasik %2’si olmasina ragmen
dinlenme halindeki viicutta diger organlarin bazal ihtiyaclari ne olursa olsun kalp
atim1 ile pompalanan kanin yaklasik 9%15’in1 alir. Beyin kan akiminda tama yakin
meydana gelebilecek kesintiler saniyelerle Olgiilebilecek siirede biling diizey
degisikliklerine, dakikalar i¢inde de geri doniisiimii olmayan patolojik siireclere yol
acar. Beyin oksijen ve glukoz ac¢isindan ihmal edilebilecek kadar diisiik depo
fonksiyonuna sahip oldugundan viicut tarafindan devamli desteklenmeye ihtiyag
duyar. Bu zorunluluklar nedeni ile beynin kan akimi hassas fizyolojik mekanizmalar
ile organizma ici ve dis1 degiskenlere karsi spektrumu genis ama sinirlar1 belirgin
sekilde kontrol altinda tutulmaya c¢alisilmaktadir (21, 44, 45). Beyin kalp atim
voliimiiniin  %15-20’sine ek olarak viicudun total oksijen miktarmin da %?25’ini
tikketir (45). Bu miktarin %60’1 noronal elektriksel aktivite iiretimi igin ATP
sentezlemek amaci ile kullanilir. Serebral metabolizma hizi (CMR) oksijen tiiketimi
olarak ifade edilir (CMRO2). CMRO2 degeri eriskin insanda 3-3.5/ml/100g/dak.dur.
Beyin O2 tikketimi bu kadar yliksek olmasina ragmen oksijen rezervi
bulunmadigindan beyin parenkim perflizyonunun durmasi ile yaklagik on saniyede
biling kayb1 gerceklesir ve parsiyel oksijen basinct 30 mm.Hg.nin altina iner. Kan
akimi {i¢ ile sekiz dakika arasinda yeniden saglanamaz ve parenkim iskemik kalmaya
devam ederse mevcut adenozin trifosfat (ATP) depolar: tiikenir ve irreversibl beyin
parenkim hasar1 baslar. Hipoksiye en duyarli beyin bolgeleri hipokampus ve

serebellumdur (21).

Beynin metabolik ihtiyacinin karsilanmasindaki hassas dengeler serebral kan
akimi iizerine kuruludur ve en 6nemli parametre serebral kan akimidir. Serebral kan
akimi (SKA) serebral perflizyon basincinin (SPB) serebral vaskiiler rezistansa (SVR)

oraniyla belirlenir (27).
SKA =SPB/SVR

SPB beynin arteriyel ve vendz uglar1 arasindaki basingtir ve vendz basing
farki ile intrakraniyal basing (IKB) pratikte benzer oldugundan SPB siklikla sistemik
ortalama arter basinciyla (SOAB) IKB arasindaki fark seklinde tanimlanir (46).
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SPB = SOAB - SVB veya SPB = SOAB - IKB

SPB ortalama 80 — 100 mm. Hg. arasinda seyreder. Bu basing farki sistemik
dolasimda bulunan metabolitlerin ve molekiillerin beyin dokusunda gecisini saglar.
Normal kosullarda SPB sabit olmakla beraber; sistemik arter kan basinci ve serebral
vendz doniisi etkileyen durumlarda perfiizyon basinci etkilenir. Sistemik arter kan
basinct esik degerin altina diistiiglinde, IKB arttifinda beynin perfiizyon basinci
global olarak azalir. SPB normal oldugunda serebral kan akimi1 degisiklikleri serebral
vaskiiler rezistanstaki degisikliklerden kaynaklanir. Serebral arterlerin yarigaplarinin
degismesi serebral vaskiiler rezistansi belirler ve serebral kan akimi degisikliklerine
neden olur. Arter yaricaplarinin degismesi birgok parametreye baglidir. Potasyum ve
hidrojen iyonlart damar liimeni {izerinden etki gostererek kimyasal vazodilatasyon
yaparlar. Parsiyel arteriyel karbondioksit basing degisiklikleri serebral vazomotor
etki gosterir. Parsiyel arteriyel karbondioksit basing artis1 vazodilatasyona, azalmasi
ise vazokonstriiksiyona neden olur. Arteriyel oksijen icerigi de bu dongii i¢indeki bir
diger Onemli serebral wvaskiiler rezistans diizenleyicisidir. Parsiyel oksijen
basincindaki degisiklikler, hematokritteki degisiklikler oksijen diizeyini sabit tutacak
sekilde serebral vaskiiler rezistansta kompensatuvar degisikliklere neden olurlar.
Serebral perflizyon basmnci 50 mm.Hg.nin altima indiginde EEG dalgalarinda
yavaslama gozlenir. Serebral perflizyon basinct 25 — 40 mm.Hg. oldugunda
EEG’nin diiz ¢izgi ¢izdigi gozlenir. Serebral perfiizyon basinci 25 mm.Hg. nin
altinda seyrettiginde ise geri donilisiimsliz beyin hasar1 gergeklesir (21, 27).
Lassen’in yazilarinda belittigi ilizere noronal metabolizma laktik asit iiretimiyle
yakindan iligkilidir ve laktik asit birikimine bagli olarak ekstraselliiler pH’da azalma

ve vaskiiler dilatasyon gerceklesir (47).

Normal serebral kan akimi, ortalama arter basinc1 60 — 130 mm.Hg. olan bir
insanda 45 — 60 ml./dk./100 gr.’dir (48). Serebral kan akiminin 20 — 25 ml./dk./100
gr. olmast durumunda hafif anestezi altindaki normotermik bir bireyde EEG dalga
aktivitelerinde degisiklik goriilmemesine ragmen beyin metabolizmasindaki su,
elektrolit dengesinde anlamli degisiklikler goriilmeye bagslanir (49). Serebral kan
akiminin bu seviyenin de altina diismesi halinde EEG aktivitesi kaybolmaya baslar.

Serebral kan akimi 15 ml./dk./100 gr.’in altina inerse kortikal elektiriksel yanit
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kaybolur. Serebral kan akiminin 10 — 12 ml./dk./100 gr. olmasi halinde iyon
hemostazi kaybolur, ani ve tam ndronal depolarizasyon gdzlenir. Bu durumda néron
yapisindan ekstraseliiler araliga masif potasyum (K) iyonu gecisi ve intraseliiler
alana sodyum(Na) ve kalsiyum (Ca) gecisi olur. Bu kaskadin bir sonraki basamagi da

hiicre i¢inde su tutulumu ve hiicrenin sismesidir.

Sistemik arteryel perfiizyon basincinda olan degisikliklere ragmen serebral
kan akimini sabit tutmaya yarayan fizyolojik bir otoregiilasyon mekanizmasi vardir.
Serebral perfiizyon basinct diistiglinde otoregiilasyonla; serebral damarlarda
vazodilatasyon, serebral perfiizyon basinci yiikseldiginde de serebral damarlarda

vazokonstriiksiyon meydana getirilerek kan akimi sabit tutulmaya calisilir (46).

Ortalama arter basmmct 50 — 150 mm.Hg. arasinda seyrettiginde,
otoregiilasyon sayesinde serebral kan akimi onemli degisikliklere ugramaz. Bu
degerlerin altina inilmesi veya iistiine ¢ikilmasi halinde ise serebral kan akimi basing

bagimli bir hale gelir ve serebral perfiizyon basinci ile lineer dogrultuda degisir (50).

Bir¢ok etyolojik nedenle mevcut olan bu otoregiilasyon bozulabilir. Bu
nedenlerin en sik gozlenenleri; kafa travmasi, subaraknoid kanama (SAK), serebral
hipoksi ve iskemidir. Kafa travmalarinda, beyin kanamalarinda IKB artis1 ve buna
bagli olarak serebral perfiizyon basinci diiserse serebral kan akimini arttirmak igin

kan basincinda refleks olarak gozlenen yiikselmeye ¢* Cushing Refleksi ** denir (51).

Serebral otoregiilasyonu agiklamak amaci ile miyojenik, ndrojenik, metabolik
mekanizmalar ileri siiriilmiis olsa da kesin kontrolii saglayan mekanizma
bilinmemektedir (21). SPB’daki diismeye arteriyel yapilarin genel yaniti
vazodilatasyon yoniindedir. SPB’daki yiikselmeye arteriyel yapilarin genel yaniti ise
vazokonstriiksiyon yoniindedir. Bu etkilesim Bayliss tarafindan 1902’de tanimlanmis
olup kendi adiyla ¢Bayliss Etkisi’> ya da “miyojenik varsayim’ adi ile
anilmaktadir. Miyojenik varsayima gore transliiminal basing artigina bagli damar
duvarlarindaki diiz kaslarda gerilme meydana gelir, radial liflerin refleks olarak
gerilimi de etkisini damar ¢apinda daralma yani vazokonstriiksiyon seklinde gosterir.
Transluminal basingta azalma ise bu varsayima gore tam ters etki dogurur ve

vazodilatasyona yol agar (21, 52, 53). Bayliss etkisi ilk 30 saniyede kompensatuvar
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degisiklikleri olusturur; ardindan yavas seyirli olarak metabolik faktorler ve diger bir
dizi etken kan dolasiminin diizenlenmesinde gorev alir. Ilk birka¢ dakikada Bayliss

etkisi daha 6nemli ve dominant iken ilerleyen saat ve giinlerde rolii azalir (21).

Metabolik varsayima gore serebral kan akimimin azalmasi ile beyinden
vazoaktif substanslar serbestlestirilir ve serebral rezistan arterlerin dilatasyonu
uyarilir. Buna neden oldugu diisiiniilen faktorler; karbondioksit, hidrojen, potasyum,
kalsiyum ve adenozindir (21, 54, 55). Serebral kan akimi otoregiilasyonunda
endotelyal faktorlerin de rol oynadigi disliniilmektedir. Bazi yayinlarda

endotelyumun mekanoreseptor rolii oynayabilecegi de vurgulanmaktadir (21, 56, 57).

Norojenik varsayim iizerinde en ¢ok arastirma yapilan konulardandir. Genis
capli serebral damarlarin pial dallarina sinir liflerinin eslik etmekte oldugu
gosterilmistir (58-60). Bu konu ile ilgili ortak goriis ise bu liflere damar ¢eperlerinde
rastlanabilecegi ve parasempatik liflerin sempatik liflere oranla kii¢iik capl
damarlarda daha az goriildiigli yoniindedir (59, 61, 62). Meyer ve arkadaslarinin
caligmalarinda parankim i¢indeki kiigiik capli vaskiiler yapilarin duvarlarinda beyin
sap1 kokenli parasempatik liflerin varligr belirtilmistir (63, 64). Serebral dolasimin
norojenik uyaranlara verdigi yanit viicudun diger organlarindaki kan damarlarinda
goriilenden daha azdir (21, 59). Serebral damarlarin adrenerjik ve kolinerjik
ajanlardan etkilenebilecegi gibi, bu ajanlarla etkilenmis damarlardaki ilgili ajanlarin
etkileri bloke etme Ozelligi olan bagka ajanlarla inhibe edilebilir (58-61, 63).
Sempatik, parasempatik lifler veya beyin sap1 yapilarinin uyarilmasi sonucu yiizeyel
kortikal arteriyel yapilar vazokonstriikksiyona ugrar ve bu serebral kan akiminin
azalmastyla sonuglanir (59, 60, 64). Sempatik veya parasempatik uyarinin
sonlanmasi veya blokaji PaCO2 ve perfiizyon basinci degisikliklerine karsi serebral
vaskiiler yapilarin regiilatuar yanitlarini degistirebilir (65). Genel olarak pial vaskiiler
yapilarin parenkimal vaskiiler yapilara gore daha biiyiik 6l¢iide innerve edildikleri;
serebral vaskiilaritenin de yaklasik %40’ inin bu yapilardan kaynaklanmasi nedeni ile
otoregiilasyonun parenkim dis1 alanda norojenik etkilerle daha belirgin, parenkim igi
alanda da metabolik etkilerle daha belirgin diizenlendigi diistiniilmektedir (59, 60).
Serebrovaskiiler yapilardaki diiz kaslar ve kan beyin bariyeri endoteli lizerinde

yapilan c¢aligmalarda vazoaktif ajanlar ve bunlarin fonksiyonel o6zellikleri
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gosterilmeye baslanmistir. Bu vazoaktif ajanlar lokal serebral kan akimi,
metabolizma, néronal aktivite arasindaki fizyolojik etkilesimleri diizenlemektedirler.
Serebral kan akimi ve matabolik gereksinimlerle ilgili homeostatik mekanizmalar
aralarinda serebral metabolizma icin énemli rolii olan molekiiller (hidrojen, oksijen,
karbondioksit, pH), vazoaktif gazlar, lipidler, fosfolipidler, aminler ve vazoaktif
peptidler gibi birgok parametre ile ilgilidir (21, 45). Serebral vaskiiler yapilarda etki
eden vazoaktif maddeler; aminler, lipidler, peptidler, purin grubu niikleotidler, nitrik
oksit (NO) ve karbondioksitten olusmaktadir. Aminler arasinda norepinefrin,
serotonin, histamin, dopamin, asetil kolin, 5-hidroksitriptamin sayilabilir. Lipidler
arasinda  eikozanoidler, prostasiklin, tromboksan A2, prostoglandinler,
sistenillokotrien, platelet aktive edici faktor sayilabilir. Peptidler vazodilatatdr ve
vazokonstriiktor olanlar seklide iki ana grupta degerlendirilebilir. Vazodilatator
peptidler arasinda vazoaktif intestinal peptid, histidin, izolosin, pitiiiter adenilat
siklaz aktive edici peptid, kalsitonin gen bagimli peptid, adrenomedullin, substans P,
bradikinin sayilabilir. Vazokonstriiktér peptidler arasinda ndropeptid Y, anjiyotensin
II, endotelin I, vazopressin sayilabilir. Purin grubu niikleotidler arasinda galanin,
somatostatin, dinorfin B, norotensin, adenozin, adenozin difosfat (ADP), adenozin

trifosfat (ATP) sayilabilir (45, 66).

Serebral dolasimdaki vaskiiler kas yapisinin gevsemesinde gecerli oldugu
diisliniilen li¢ ana mekanizma vardir. Birinci mekanizma ¢’siklik 3-5-guanezin
monofosfat”> (cGMP) iiretiminin artis1 ve guanilat siklaz aktivasyonudur. Ikinci
mekanizma ’siklik 3-5-adenozin monofosfat’” (cAMP) liretimi ve adenilat siklaz
aktivasyonudur. ¢cGMP ve cAMP ‘nin intraseliiler artis1 cesitli mekanizmalar
sonucunda intraseliiler kalsiyumu azaltir ve bunun sonucunda da vaskiiler kaslarda
gevseme olur. Ugiincii mekanizma ise potasyum kanallar1 aktivasyonu ile ilgilidir.
Potasyum kanallar1 aktive olunca potasyum atilimi artar bunun sonucunda da
vaskiiler kas hiperpolarize olur. Membran hiperpolarizasyonu nedeniyle voltaj
bagimli kalsiyum kanallar1 kapanir, bunun sonucunda da vaskiiler kaslarda gevseme

gerceklesir (21, 45).

Karbondioksit serebral kan akimi {izerinde Onemli bir role sahiptir.

Hiperkapni sonucu serebral vaskiiler yanitta vazodilatasyon, hipokapni sonucu ise
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vazokonstriiksiyon gergeklesir.  Hiperkapni daha c¢ok kiigiikk c¢apli serebral
arteriollerde dilatasyon gerceklestirmesine ragmen hipokapninin vazokonstriiktor
etkisi damar c¢ap farki ile ilintili degildir. Uzun siiren hiperkapni veya hipokapni
nedeni ile akut donemde serebral kan akiminda goriilen degisiklikler sonralari
degisir. Karbondioksitin serebrovaskiiler etkileri ile ilgili olarak ndral ekstreselliiler
stvinin hidrojen iyon konsantrasyonu, prostaglandinler, nitrik oksit ve noral yollar
ileri stiriilmektedir. Bu mekanizmalardan en onemli olan ekstreseliiler sividaki

hidrojen iyonuna baglim olandir ve diger mekanizmalarla baglantilidir (54, 67, 68).

Oksijenin azligina bagh gerceklesen hipoksi serebral kan akimini arttirir.
Oksijene bagli regiilasyonda karbondioksite bagli regiilasyondan farkli olarak
normale yakin alandaki kiigiik degisikliklere bagli olarak serebral kan akimi
degismez. Hipoksiye bagli gerceklesen akut serebrovaskiiler vazodilatasyonda
vaskiiler ve norojenik mekanizmalar gecerlidir. Hipoksiye bagli olarak biiyiik
serebral damarlarin endotelleri araciligi ile vazodilatator bir ajan olan NO salinimi
uyarilir, hipoksinin siirmesi halinde vazodilatasyonu destekleyen potent vazodilatator
adenozin salinimi stimiile olur (69). Serebral dokudaki oksijen duyarli rostral
ventrolateral medullar néronlarin uyarilmasi sonucu ise nérojenik mekanizma aktive
olur. Rostral ventrolateral medullanin iki yanli lezyonu olmas1 durumunda hipoksiye

kars1 gelismesi beklenen serebrovaskiiler yanit %50 oraninda azalir (70).

Karbondioksit inhalasyonu sonucunda serebral ekstraseliiler sivi
asidifikasyona ugrar ve bunun sonucunda da serebral kan akimimin global olarak

artig1 gozlenir.

Hidrojen iyonlar1 serebral kan akimini protonlarin vazodilatator 6zelliklerine,
metabolik laktat ve karbondioksitin hidrojen i¢in kaynak olmasina bagl olarak

etkiler (55).

Potasyum iyonlar1 serebral kan akimini serebral vaskiiler diiz kas yapisi
tizerindeki kasilmay1 engelleyici 6zelligine, fizyolojik siirecte ndronal aktivasyon
sirasinda, epileptik ndbetlerde, hipoksi ve iskemi durumlarinda ndéronlardan

potasyumun serbest kalis 6zelligine bagli olarak etkiler. Bu sistemin detayli kaskad1
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incelendiginde NO potasyumun vazodilatatdr aksiyonunda modiile edici bir goreve

sahiptir (71, 72).

Nitrik oksit gliglii bir vazodilatatdr olup endotel kdkenlidir. Nitrik oksit ile
ilintili sistemde asetik kolin ve substans P gibi diger vazodilatator ajanlarin nitrik
oksit sentaz (NOS) uyarimimi sagladigi, NO serbest kalis1 oldugu ve wvaskiiler
kaslarde gevseme ile sonlanan siirecin gerceklestigi gozlenir. NOS inhibitorleri
serebral arterlerde vazokonstriikksiyon ve bolgesel kan akiminda azalma ile
sonuclanan etkiler dogurur. Serebellum ve hipotalamus noral dokuda yiiksek NOS
aktivitesine sahip bolgelerdir. Literatiirdeki bilgiler 1s18inda noéronal ve endotelyal

nitrik oksidin vaskiiler tonusu ciddi oranda regiile ettigi diistintilmektedir (21).

Adenozin piirin niikleozididir ve serebral dokuda iki ana fizyolojik etkisi
vardir. Birincisi sinaptik ve ndronal aktivitenin diizenlenmesidir. ikincisi ise serebral
kan akiminin regiilasyonudur. Adenozinin topikal uygulanmasi sonucunda serebral
arteriollerin potent dilatatdrii oldugu gdzlenmistir ve uygun uyaranlar sonucunda
interstisyel ve serebrospinal sividaki konsantrasyonunun yiikseldigi bilinmektedir.
Fizyolojik sartlarda serebral kan akimi regiilasyonunda rol oynayan adenozinin

patofizyolojik durumlarda nroprotektis etkileri olabilecegi de diisiiniilmektedir (21).

Noropeptidlerden olan endotelinler ET-1 ve ETa reseptorleri araciligt ile
serebral arter ve arteriyollerin potent vazokonstiiktor etki gosterirler (73). Fizyolojik
sartlarda endotelin reseptdr antagonistleri serebral damar yarigaplari iizerinde

minimal etkilidir (74, 75).

Serebral vaskiiler tonus lizerinde etkili olan arasidonik asit tiirevleri ndron,
mikroglia, astroglia, endotel, perivaskiiler sinirler, diiz kas ve platelet kokenlidir.
Serebral vaskiiler diiz kaslar lizerine etkili olan eikozanoidler sentez edildikleri
hiicrelerden beyin omurilik sivisina salinirlar. Arasidonik asit pial arteriollere direkt
uygulanirsa etkisi dilatasyon seklinde gozlenir ve bu etki siklooksijenaz inhibitorleri
ile bloke edilebilir. Siklooksijenaz tiirevleri potent vazoaktiftirler. Prostasiklin ve
prostaglandin E2  vazodilatatér, tromboksan A2 ve prostaglandin F2a
vazokonstriiktor etki gosterirler. Siklooksijenaz enziminin farmakolojik inhibisyonu

ile bazal kan akimi azaltilabilir (76-78). Lipooksijenaz tiirevleri de siklooksijenaz
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tirevleri gibi vazoaktiftirler. Lipooksijenaz tiirevlerinden 16kotrienler, 15-
hidroksieikozatetranoik asit (HETE) serebral arterlerde potent vazokonstriiktor etki

gosterirler. Bu gruplardan lipoksinler ise vazodilatator etki gosterirler (21).

Serotonin tlirevlerinden olan 5-hidroksitriptamin’e (5-HT) serebral arterlerin
yanit1 potent vazokonstriiksiyondur. 5-HT kan beyin bariyerini gegemez, bu neden
serebral dolasimdaki sistemik etkisi diisiik 6l¢lidedir. Kan beyin bariyerinin ortadan
kalktig1 durumlarda 5-HT etkisi ile serebral kan akimi ve glukoz kullanimi azalir

(21,79).

On beyin bazalinde yerlesimli kolinerjik ndronlarin lokal kortikal serebral kan
akimi regiilasyonunda rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir. Literatiirdeki bilgilere gore
perivaskiiler yerlesimli astrositler asetil kolin ve diger vazoaktif molekiiller aracilig
ile serebral doku mikrovaskiiler fonksiyonlarinin noérojenik kontroliinde rol

oynamaktadir (45).

Serebral kan akimi agisindan incelendiginde dopaminerjik sistem santral
kokenli ve daha simirli fonksiyonu olan bir sistemdir. Noradrenalin ve adrenalin ise
periferik sempatik ve santral kokenlidir ve daha genis bir otonomik etki alani vardir.
Dopamin noradrenalinin prekursor olarak sempatik sinirlerde ve bazi tiirlerde de
perivaskiiler mast hiicrelerinde bulunur, beyin omurilik sivisinda diisiik diizeyde
bulunur. Invitro pial serebral arterlerde dopamin potent kontraksiyon etkisine
sahiptir. Dopaminerjik agonistlerin etkileri serebral kan akiminda ve serebral
oksidatif metabolizmada artis yoniindedir. Adrenerjik ajanlarin etkilerinin invivo ve
invitro ¢alismalarda dual oldugu ve konstriiksiyon ve dilatasyon yoniinde oldugu
gosterilmistir. Dopamine oranla intravendz uygulanan noradrenalin serebral kan
akiminda minimal degisiklikler yapar. Katekolaminlerin serebrovaskiiler etkileri

retikiiler sistemdeki mekanizmalar ile iligkili goriillmektedir (21).

Sempatik sinir sistemine bagli adrenerjik lifler arteriyel ve vendz yapilarda
genis oranda bulunurlar. Serebral vaskiiler yapilardaki perivaskiiler sinir liflerinin
yaklasik yaris1 adrenerjiktir. Noradrenalin de ndropeptid-Y akut hipertansiyonda

vazokonstriiksiyon i¢in aktif araci goreve sahiptir. Fizyolojik sartlardaki kan basinci
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azalmas1 genellikle diisiik sempatik tonusa baglidir. Hemorajik hipotansiyonda

sempatik tonus yiiksektir (21).

Serebral vaskiilarite ve kan dolasimi tizerine etki eden en gliglii noral
vazodilatator faktor parasempatik innervasyondur. Parasempatik sistemde rol alan
norotransmitterler asetil kolin (Ach), glutamat, vazoaktif intestinal peptid (VIP),
peptid histidin izolosin (PHI) (insanda methionin), NO, helospektin 1 ve II,
helodermindir. Parasempatik sistem metabolik regiilator faktorlerin yetersiz kaldigi

durumlarda serebral kan akimini arttirir (21, 80, 81).

Beyin kan akiminin diizenlenmesinde trigeminovaskiiler sistem de rol
oynamaktadir. Bu sistemi trigeminal gangliona bulunan néronlar olusturur ve
gorevleri vaskiiler innervasyondur. Bu sistemde rol oynayan baglica
ndrotransmitterler substans-P, kalsitonin gen baglantili peptid (CGRP), ndrokinin A
(NKA), kolesistokinindir (CCK). Substans-P etkisi endotel baglantili olan ve pek ¢ok
vaskiiler kompartmanda vazodilatator etkisi olan bir ndrotransmitterdir. Norokinin
A’da serebral vaskiiler yapilarda dilatasyon etkisine sahiptir ancak etkisi substans-
P’nin 1/10’u kadardir. Kalsitonin gen baglantili peptid etkisi endotel baglantili olan
ve serebral dolasimdaki en giiglii potent vazodilatator ndrotransmitterdir.
Trigeminovaskiiler sistem serebral kan akiminin tehlikede oldugu durumlarda daha
etkindir, subaraknoid kanama gibi patolojilerde aktive olmasi da bu diisiinceyi

destekler niteliktedir (82-84).

Serebral kapiller yapilar boyunca eritrosit akimi intravaskiiler ve
ekstravaskiiler bircok faktoriin etkisi altindadir. Bu faktorlerin en 6nemlisi
prekapiller arteriyol ve postkapiller ventil arasindaki intravaskiiler akim egrisidir. Bu
basing egrisi sistemik arteriyel basingtan etkilenir. Rezistan arter ve arteriollerin
dilatasyonu mikrovaskiiler basing egrisini ve kapiller akim hizini arttirir. Dinlenme
halindeki beyin dokusunda kan hacminin yariya yakini kapillerlerde, diger yariya
yakini da kii¢iik ven ve veniillerde, geri kalan yaklasik yiizde bes oranindaki kisim da

arter ve arteriollerde bulunur (21).

Kapiller yataktaki eritrosit akiminda 16kosit akiminin da diizenleyici roli

oldugu diisiiniilmektedir. Kapillerler i¢inde eritrositlerin hizlart 1mm./sn. civarinda
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olup 0.3-3.2 mm./sn. arasinda degisebilir. Dinlenme halinde mikrovaskiiler ag
icindeki akim hiz1 heterojendir. Her kapillerin igindeki eritrosit perfiizyon ortalama
orant ve akim yonii sabittir. Arterioler kapillerlerdeki hiz ayni boyutlardaki venoz
kapillerlerinkinden 2-6 kat fazladir. Fizyolojik sartlarda kapiller yapilar plazma ve
eritrositlerce perflize edilir. Eritrosit ve plazma agisindan kapiller yataktan gegis
zamani farklidir. Fahraeus etkisi de denen fenomene gore eritrositler aksiyel akimda
plazmaya gore daha hizli seyrederler. Bu etkiye gore eritrositler hizli akim yollarim

takip ederler ve yavas akim yollarini plazmaya birakirlar (85).

Serebral gri maddedeki kapiller yogunlugu beyaz maddenin yaklasik {i¢
katidir. Beynin tiim bdlgelerindeki kapiller hematokrit 9%20-35 arasinda izlenir.
Neokorteksteki en yliksek kapiller yogunluk ise lamina IV’de olup daha sonra lamina
I’de izlenir (86, 87). Orta derece hipoksi serebral kan akimi ve kapiller akim hizini
arttirir. Inspirasyonla alinan oksijenin %15 oraninda diismesi bile kapillerlerdeki
eritrosit hiz1 yaklasik %40 oraninda artar. Hiperkapniye yanit da kapiller hizda artma
seklindedir. Insipirasyonla alinan CO2 nin %35 oraninda artmas eritrosit hizinda %31

artis ile kendisini gosterir (21).

Hemodilusyon serebral kan akimimi arttirir. Bu sonucu kan viskozitesine
dogrudan etkisi ile ya da oksijen satlirasyonunun arteriyel diizeyde diismesine
sekonder vazodilatasyon ile dogurdugu diistintilmektedir. Hematokritin %30’un
altinda olmas1 durumunda hesaplanan O2 dagilimi devamlilik gostermemektedir.
Mikrovaskiiler yataktaki kontraksiyon 6zelligine sahip hiicreler kapiller kan akimini
fizyolojik olarak regiile ederler. iskemi olmasi durumunda kapillerlerde tikanma
endotel sismesi, trombosit agregasyonu, perivaskiiler astrosit sismesi ve ddem gibi

nedenlerle kapillerlere etki eden kompresyonun etkisi ile daha da artar (21).

Serebral perfiizyon basincinda azalma sonucu infarkt gelisimi olursa; bu
infarktin en sik gozlendigi bolge biiylik serebral damarlarin besledigi bolgeler
arasindaki gegis bolgeleridir. Bu sekilde olan infarkta da ‘’hemodinamik infarkt’ adi
verilir. Bu sekildeki infarktlar derin sistemik hipotansiyon, Willis poligonunun
konjenital anomalileriyle kollateral akim smirlandiginda internal karotid arterin

tikanmasinin ardindan meydana gelebilir
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2.5.4.Beyin Iskemi-Reperfiizyon Hasarmin Fizyopatolojisi

Insan beyni total viicut agirliginin yaklasik %2’sini olusturmakta olmasina
ragmen dinlenme halinde inspire edilen oksijenin %20’sine, kardiyak output
hacminin %15’ine, aclik anindaki karaciger glukoz salinimmin tamamina
gereksinimi vardir. Serebral kortekste gri madde 6ml./100gr./dak., beyaz madde ise
2ml./100gr./dak. olacak sekilde oksijen tiiketir. Beyin dokusunun glukoz kullanimi
yaklagik 4.5-7mg./100gr.civarindadir. Dinlenme halindeki serebral dokunun kan
akimi 50ml./100gr.beyin dokusu/dak. civarindadir(2). Bu kadar yogun ve hayati
ihtiyaglar saglayabilmek icin beyin dokusunda yliksek bir perfiizyona ihtiyac vardir.
Beyin parenkiminin anaerobik metabolizma ve glikojen depolar1 ¢ok kisa siire

yetebilecek diizeydedir; bu nedenle iskemiye karsi ¢ok duyarlidir (88, 89).

Iskemi etyolojisi ile ilgili olarak fokal veya global iskemi seklinde gozlenir.
Fokal iskemi genellikle orta serebral arterin embolik okliizyonu ile ortaya ¢ikmasina
ragmen subaraknoid kanama, kafa travmasi gibi nedenlere bagl olarak da gelisebilir.
Global iskeminin gelisimi ise kardiyak arrest sonucu gerceklesir (4). Global serebral
iskemide serebral kan akimi mevcut olmamasia ragmen fokal serebral iskemide
kollateral dolanimlar sayesinde diisiik diizeylerde rezidiiel kan akimi potansiyeli
mevcuttur. Fokal serebral iskemideki rezidiiel perflizyon hiicre memran devamliligini
saglar ve bu sayede diisiik diizeyde metabolik aktivitenin devam ettirilebilmesine
yardimer olur (5). Fokal serebral iskemideki lezyon santral fokus ve perifokal alan
adl iki boéliimden olusur. Santral fokus reperfiizyonun hizla yapilmadigi durumda
olusan infarkt alanidir; dakikalar i¢inde geri doniisiimsiiz hasarin oldugu, lezyonun
en yogun oldugu bolgedir. Perifokal alan ise elektiriksel aktivitesi sessiz, iyon
pompalart halen intakt olan boélgedir. Reperflizyon saglanmasi, ndroprotektif
ajanlarla desteklenmesi durumunda kurtarilabilme olasiligi olan alan perifokal

alandir (6) .

Iskemik hasarda en ©nemli faktdr uygun miktarda enerji kaynaginin
olmamasidir. Fizyolojik kosullarda beyin dokusunun enerji gereksinimi aerobik
glikoliz ve bunun iirlini olan ATP ile saglanir. Oksijen yoklugunda

mitokondrilerdeki elektron transportu ve oksidatif fosforilasyon bozulur, ATP sentezi
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durur. ATP sentezinin durmasina bagli olarak da asidoz, makromolekiil sentezinde

kesinti, iyon dengesizligi, ATP yikim iiriinlerinin birikimi ortaya ¢ikar.

Iskemik hasar ilk basladiginda oksijen eksikligi nedeni ile anaerobik glikoliz
kisa bir siire gergeklesir. Iskemiden 2-3 dakika sonra beyin dokusundaki laktat
diizeyi maksimuma ¢ikar. Doku laktat diizeyinin 16-20 mikromol/gr. ve {izerinde
olmasi norol hasara yol acar (90-92). Anaerobik metabolizma ile meydana gelen
laktik asit ve hidrojen birikimine bagli olarak hiicre i¢i ve dis1 ortamlarda asidoz
gelisir (2). Laktik asit ve diisik pH’a bagli olarak proteinlerde denatiirasyon,
enzimatik molekiillerde fonksiyonel kayip, ©odem, serbest radikal olusumu

gerceklesir (93).

Hiicre memraninda yer alan aktif ve pasif transport sistemleri ile fizyolojik
sartlarda noronlarin iyon dengesi potasyumun biiyiikk intraseliiler gradienti ve
ekstraseliiler sodyum, kalsiyum, klor gradientleri ile saglanir. Bu iyon dengesini
saglayan pompalar ATP gibi enerji metabolitlerine ihtiya¢ duyarlar. ATP’nin
olmamasi1 durumunda iyon pompalar1 fonksiyon goremez; bunun sonucunda da
konsantrasyon farkinda bagli K hiicre disina akarken Na, Ca, CI absorbe olur. Iyonlar
arasinda meydana gelen bu dongli sonucunda hiicre memran depolarizasyonu
meydana gelir. Na ve Cl iyonlari ile birlikte hiicre i¢ine su molekiillerinin de girmesi
sonucu “’sitotoksik ddem’’ olusur (1, 94, 95). Iskemi sonrasinda birikimi gézlenen
metabolitlere bagli gelisen vaskiiler permeabilite bozuklugu nedeni ile protein, Na,
su akiimiilasyonu olusur ve ‘’vazojenik 6dem’’ denen bu siire¢ beyin 6deminin ikinci

donemidir ve 12-48 saat sonra maksimuma ulasir (1, 96).

Iskemik hasarin gelisiminde; hiicre disindan kalsiyum girisi, hiicre igi
kalsiyum depolarindan salinim, hiicre i¢i kalsiyum diizeyini kontrol eden
mekanizmalarin bozulmast en 6nemli faktorlerdir. ATP azalmasina bagli olarak
Na/K ATPaz, 3Na/Ca ve Na/H transport pompalar1 bozulur. Hiicre i¢cinde artan Na
konsantrasyonu nedeniyle N tipi voltaj duyarli kalsiyum kanallar1 agilir ve hiicre
icine kalsiyum girer. Presinaptik uca giren kalsiyum glutamat basta olmak {izere
uyarict aminoasitlerin sinaptik araliga salinmasina neden olur (2, 97). Uyarici
aminoasitlerin geri alinimi sodyum diizeyi ve memrab potansiyeli ile calisan

2Na/glutamat kotrasporterlar1 ile olur (2, 98). Fizyolojik kosullarda hiicre igindeki
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kalsiyum, kalmodulin veya kalsibindin gibi baglayici proteinlere baglanarak
tamponlanir. Hiicre i¢i kalsiyumun tamponlanmasinin bir diger yolu da enerji
kullanimi ile hiicre i¢i organaller tarafindan yapilmasidir. Iskeminin dogal seyri

sirasinda meydana gelen enerji eksikligi sonucu bu tamponlama sistemi bozulur (2).

Hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin erken donemde artmasi ile degredasyonla
sorumlu enzim gruplar1 aktive olur; lipoliz, proteoliz, DNA hasar1 baslar (93).
Kalsiyum diizeyinin yiiksekligi nedeni ile aktive olan fosfolipaz enzimi ile hiicre ve
organel memranlarindaki fosfolipidler pargalanir, buna bagli ortamda serbest yag
asidi artis1 gozlenir. Memranlardaki protein ile lipid oraninin bozulmasi sonucu
iskemik hiicreye daha fazla kalsiyum girisi olur. Lipoliz ile artan serbest yag asitleri
hem iskemi, hem de reperfiizyon evresinde serbest radikallerin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir (10, 99-101). Hiicre i¢i kalsiyum artisina bagli ksantin oksidaz,
notral ve lizozomal proteaz aktivasyonu gerceklesir. Bu enzim aktivasyonlari ise
norofilamanlar ve hiicre iskeletini olusturan protein yapitaslarinin yikimina, sonucta

da dontistimsiiz hiicre hasarina neden olmaktadir (10, 99, 102).

Iskemi-reperfiizyonda meydana gelen doku hasarinda reperfiize olan
dokularda birikime ugrayan notrofillerin aktif rol oynadigini gosteren kanitlar vardir.
Literatiirde nétrofillerin kemotaktik aktivitesinin baslatilmasinda serbest oksijen
radikallerinin ve lipid peroksitlerinin rol oynadigina igaret eden bilgiler mevcuttur

(103).

Serbest oksijen radikalleri molekiiler oksijenin indirgenmesi ile olusur.
Baslicalar1 siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksi radikalidir. Siiperoksit radikali
stabil degildir, hizla zayif etkili oksidan olan hidrojen peroksit ve oksijene doniisiir.
Hidrojen peroksiti indirgeyen enzim olan katalazin reperfiizyon hasarinda 6nemli rol
oynadigi bilinmektedir. Literatiirde doku hasarini baslatan radikalin hidroksi radikali
oldugu ile ilgili ¢alismalar mevcuttur. Serbest oksijen radikalleri mitokondri
membraninda baglidirlar ve minimal artiglar1 bile hiicre icin ileri derecede toksiktir.
Reperfiizyonda artan oksijen radikalleri hiicre i¢inde deoksiriboniikleik asit (DNA),
proteinler ve poliansature yag asitleriyle reaksiyona girer ve sonugcta da hiicre zarinda

lipid peroksidasyonu meydana gelir (103).
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En kisa Omiirli ve en reaktif oksijen radikali olan hidroksi radikalinin
poliansature yag asitleri ile reaksiyona girmesi lipid peroksidasyonu ile sonuglanir.
Lipid peroksidasyonunda karbon baglar1 kopar ve aldehid yapisinda yikim tirtinleri
ortaya ¢ikar. Bu metabolitlerden malonil dialdehid (MDA) ve 4-hidroksi nonenol
gibi aldehid yapisindaki iirtinler serbest radikal aktivitesiyle paralel artig gosterirler.

Lipid peroksidler dokuda nétrofil birikimi ile indirekt hasar1 da tetiklerler (104).

Notrofiller direkt migrasyonla reperfiizyona ugrayan dokuda birikirler. Aktive
notrofiller elastaz, jelatinaz, kollajenaz gibi enzimler salgilarlar ve bunlar da endotel
hiicrelerinin  devamliliinin  bozulmasina neden olurlar. Vaskiiler endotel
biitiinliigliniin  kaybolmas1 iskemi-reperfiizyon hasarinda kilit roldedir. Endotel
biitiinligliniin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan sitotoksik aracilar ile mikrovaskiiler
gecirgenlik artar. Mikrovaskiiler gecirgenligin artisina bagli interstisiyel alana sivi
kacist sonugta da interstisiyel 6dem ve hemokonsantrasyon meydana gelir. Buna
bagli olarak da kapiller liimen daha da daralir ve perflizyon bozulur (104, 105).
Mikrovaskiiler hasarlanma olmasi, notrofillerin ortamda bulunmasma ek olarak
endotele adezyon gdstermelerine de baghdir. Notrofil-endotel adezyonu zedelenme
etkeni olan ajanlarin yiliksek konsantrasyona ulagsmasini tetikleyen mikro ortam
olusumuna neden olur (104). Reperflizyon hasarindaki adezyon mekanizmalarinin
onemi hayvan deneylerinde nétrofil adezif glikoproteinler {izerinde (CD11, CD18,
integrinler) gosterilmistir. Monoklonal antikorlar kullanilarak reperfiize dokuda
notrofil birilimi ve bunlarin da endotele adezyonu Onlenebilmektedir. Lokosit
sayisinda azalma ve 16kosit adezyonunun inhibisyonu ile mikrovaskiiler ge¢irgenlik
artist diizelmekte, hiicresel hasar Onlenmeye calisilmaktadir. Adezyon nedeniyle
serbest radikallerin, proteazlarin ekstraseliiler ortama salinmasi sonucunda olusan
hasar tetiklenir. Dokuda notrofil birikimi dokunun miyeloperoksidaz aktivitesi
Olgiilerek yapilabilmektedir. Miyeloperoksidaz enzimi nétrofillerin — sitozolik

graniillerinden salinir ve indirekt olarak notrofil birikimine isaret eder (104, 106).

40



2.5.5. Beyin iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Patolojik Degisiklikler

Iskemik noronal degisiklikler dért ana evre olarak incelenmektedir. Birinci
evrede perikaryumda vakuolizasyonun goriildiigli mikrovakuolizasyon donemidir.
Bu donemde niikleus normal veya hafif kiiclilmiistiir, niikleolus normal
goriiniimdedir ve hiicre biiyiikliigiinde belirgin farklilik gozlenmez. Solunum ve
oksidatif fosforilasyon ile ilgili enzim kompleksleri mitokondri yerlesimli
oldugundan iskemide en erken etkilenen boliimlerden birisi mitokondrilerdir. Bu
bilgileri destekler nitelikte de mikrovakuolizasyon evresindeki mikrovakuollerin
hemen hepsi sismis mitokondrilerdir. Ikinci evrede hiicre siser, stoplazmasindaki
koyu boyanan protein igeriginde artis gbzlenir, niikleus iicgen seklini alip kiictilerek
kenara dogru itilir. Uciincii evrede hiicre gdvdesinde bosluklar olusur, bu evrede
memran hasar1 gelismistir. Dordiincli evrede noronlar homojen bir goériiniime
biirliniirler ve parcalanirlar. Bu evreden sonra da artik materyaller fagosite edilerek

ortadan kaldirilirlar (107).

2.5.6. Beyin iskemi-Reperfiizyon Hasarinin Siniflandirilmasi

Serebral iskemik stok (inme) heterojen bir grup olup birka¢ ana hastalik ve

tikanma grubu seklinde siniflandirilabilir (21). Bu gruplar:

1. Biiyiik Damar Aterotrombotik Tikanmasi: Internal karotid, vertebral arter,
baziler arter gibi biiyiik veya orta derece biiyiilk damarlarda gézlenir. Bu tiik
tikanma karotid arter aterosklerozuna benzer sekilde aterosklerotik plagin
biliyliyerek damar duvarimi daraltmasi, kopma sonucu trombiis olusumu ve
distalinde tikanma olusumu sathalar1 vardir. Hiperkoagiilopatilere bagli olan
formunda aterosklerotik lezyon olmayabilir (21).

2. Kii¢iik Damarlarin Lakiiner Tikanmasi (Lakiiner Strok): Iskemik stroklarin
%40’ 1n1  olusturur. Perforan arterlerin vaskiilopati, hipohyalinozis gibi
patolojilerine bagli oldugu diisiiniilmektedir. Derin subkortikal alanlardaki

kiiciik infarktlara nedeni olur. Bu infarktlarin ¢evresindeki alanlara lakiin denir

@1).
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3.

Kardiyoembolik Tikanma: Serebrovaskiiler tikanmalardaki payr yaklasik
%20’dir. Arteria cerebri media ve vertebrobaziler sistem dallar1 gibi orta ¢apl
vaskiiler yapilardan kaynaklanir. Atriyal fibrilasyon bu patoloji i¢in ana
etkendir (21).

Diger: Etiyolojisi saptanamayan akut veya kronik iskemik stroklarin yaklasik
%20’sidir. Damar disseksiyonu, wvaskiilit, vendz tromboz, fibromuskiiler

displazi, Moya Moya gibi hastaliklar nedenler arasinda degerlendirilmektedir

@1).

Siniflama klinik bulgulara gore de yapilabilmektedir. Klinik degerlendirme

iskemi derecesi, iskemik bolge hacmi, etkilenen bolgenin fonksiyonel ozellikleri,

etkilenme siiresine gibi parametrelere gore yapilmaktadir. En sik goriilen semptom

basagrisidir (%25). Alanin genisligine gore yaygmn veya fokal iskemi seklinde

siniflandirilabilir. Iskemiye en duyarli bolgeler hipokampus piramidal hiicreleri ve

serebellar purkinje hiicreleridir (53). Tikayici damar hastaliklart nedeni ile

karsilasilan klinik tablolar dort ana baslikla incelenebilir (21):

1.

Transient (Gegici) Iskemik Atak (TIA): Nérolojik semptomlar fokaldir, 24
saatten kisa siiren gecici lezyonlardir. Siire genellikle 10-15 dakika kadardir.
Karotid-vertebral, kardiyal tromboemboli en sik nedenlerdir. TIA’nin
tekrarlayic1 olmasi veya siddeti ilerdeki baska klinik antitelerin habercisi
olabileceginden dikkatli degerlendirilmelidir.

Geri Déniislii iskemik Norolojik Defisit: Nérolojik semptomlar 24 saatten
uzun siirer ve 3 haftadan kisa stirer. Kardiyolojik emboli siklikla altta yatan
nedendir. Tam strok riski yiiksek bir klinik tablodur.

Ilerleyici Strok: Fokal iskemik semptomlar dakikalar, saatler icinde kotiilesir.
Klinik baglangicta etkilenen alanin genislemesine baghdir, genellikle 48 saat

stirer. Orijin verbtebrobaziler sistem ise siire 48-96 saat arasinda degisebilir.

4. Tamamlanmus Strok: Iskemik nérolojik defisit stabil hale gelmistir. Embolik

strok gelisimi ani baglar, maksimum defisitin gelisimi hizla gerceklesir ve

iyilesme siireci saatler ile aylar arasinda degisir. Trombotik olan strok da ani
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gelisimli olarak baglar, siklikla tamamlanmis strok ve norolojik defisit ile

uykudan uyanirlar.

Diyabetik veya hipertansif olmayan 40 yas alt1 yetigkinlerde strok ihtimali
dusiiktiir, gerg¢eklesmesi halinde kardiyak nedenler diistiniilmelidir. Uyusturucu
madde kullanimi, arteriyel diseksiyon, fibromuskuler displazi, koagiilasyon

bozukluklari da bu grup i¢in diger faktorler olabilir.

2.5.7. Beyin iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Tedavi Yontemleri

Iskemi durumunda serebral kan akiminin arttirilmasi “’iskemik penumbra’’
icin dnemlidir. Iskemik penumbra yasami devam eden ancak fonksiyon géremeyen
noronlarin oldugu boliimdiir ve bu gruplar diizelebilme sansina sahip oldugundan
akut serebral iskemi durumunda tedavi protokoliine hizla karar verilmesi ve
uygulanmaya baglanmasi Onemlidir. Serebral iskemi tedavisinde ana prensipler
taninin konulmasi ve etyolojinin erken saptanmasi, reversible evrede hastaligin
yakalanmasi, patogenezine gore spesifik tedavinin planlanmasi, iskemiyi agreve eden
veya komorbid olan durumlarin da tedavi edilmesi {izerine kuruludur (21). Tedavi

secenekleri arasinde cerrahi, medikal ve endovaskiiler yontemler bulunmaktadir.
2.5.7.1 Cerrahi Tedavi
Cerrahi tedavinin {i¢ ana alt baslig1 vardir.

1.Endarterektomi veya Tromboembolektomi: Servikal stenotik veya iilsere
lezyonlar (karotis veya vertebral arter) i¢in uygulanir. Acil karotid
endarterektomi ile ilgili bircok ¢aligma literatiirde mevcuttur. Bu bilgilerin bir
kismi ciddi infarkti olan hastalarda kan akimimin ani diizeltilmesinin
konjesyon, akut beyin 6demi ve kanamalara yol agabilecegi yoniindedir (108).
Hafif veya orta derecede defisiti olan hastalarda ilk 24 saatte yapilan

trombektomilerde iyi sonuglar alindig1 gézlenmistir (109, 110).
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2.Ekstrakraniyal-Intrakraniyal Damarlar Arasi By-pass: Bu ydntemin
kullanildig1 akut strok olgularinda olumlu sonuglar alinmamis, hatta ciddi

kanama sorunlari ile karsilasilmigtir (111).

3.Cerrahi Dekompresyon: Yaygin Odemin eslik ettigi genis hemisferik
infarktin oldugu olgularda cerrahi dekompresyon (kraniyektomi) yapilabilir

(112).

2.5.7.2. Endovaskiiler Tedavi

Son zamanlarda popiilaritesi bir¢cok patolojinin tedavisinde artmakla beraber
rekanalizasyona yonelik yapilan caligmalarda uzun donemli, ¢ok merkezli, olgu
sayist ¢ok olan serilerin sonuglart halen raporlanmamistir. Kullanilan endovaskiiler
teknikler arasinda direkt mekanik balon anjiyoplasti, mekanik kateteryel
trombektomi, intravaskiiler stent uygulamasi, lazer yardimli tromboliz, emme
“’suction’’ tromboliz, “’power assisted doppler tromboliz’’ sayilabilir. Endovaskiiler
tekniklerin gilivenligi ve etkinligi ile ilgili genis ve kontrollii bilgiler literatiirde halen

bulunmamaktadir (113-115).

2.5.7.3. Medikal Tedavi

Bir¢ok hastalik grubunda oldugu gibi strokta da onleyici tedavi onemli bir
boliimdiir. Strok i¢in risk faktorlerinin 6dnlenmesi (hipertansiyon, atriyal fibrilasyon
vb. sistemik ve metabolik hastaliklar, fiziksel inaktivite vb.) durumunda strok olusma
riski ve olusan stroktaki 6liim ve sakatlik olasilig1 azaltilabilmektedir (108, 116,
117). Strokta oOnleyici tedavinin bir baska parametresi de altta yatan nedenlerin
tedavisidir. Kalp veya vaskiiler kaynakli hastaliklarin uygun yontemle tedavi

edilmesi onemlidir (21).

Strok Onleyici tedavisinin medikal tedavi kisminda TIA ve hafif strok tiplerini
gecirmis hastalarda olast strok riskinin azaltilmasi i¢in gereken tibbi tedavinin

uygulanmasi 6nerilmektedir. Bu grup hastalarda antikoagiilan kullanimi rutin olarak
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Onerilmemektedir. Ancak atriyal fibriliasyonlu hastalarda kullanilmaktadir.
Antikoagiilan segenekler aspirin, ticlopidin, klopidogrel, dipiridamol sayilabilir (22,
118). Akut iskemik strok geciren hastalarda acilen gereken medikal baslanmalidir.
Altta yatan neden ¢ogunlukla ateriyel tromboembolik tikanma oldugundan iskemik
alan1  olusturan trombiisiin armndirilmasi, alanin reperflizyonu ag¢isindan
desteklenmesi temel amag¢ olmalidir. Penumbranin fonksiyonlarini tekrar
kazanabilmesi ile ilgili sinirin kimi ¢alismalarda 4 saat, kimi caligmalarda da 12-17

saat arasinda oldugu belirtilmektedir (119).

Serebral iskeminin tedavisinde kan basmciin yikseltilmesi, voliim
ekspansiyonu,  antikoagililasyon,  antiagregan  tedavi, steroid  tedavisi,
hiperventilasyon, hiperosmalar sivi tedavisi, mannitol tedavisi, kalsiyum
antagonistleri, trombolitik tedavi, ndroleptik tedavisi, prostasiklin tedavisi, serebral
metabolizmanin  azaltilmasi, hipotermi, kolloid sivi tedavisi segenekleri

bulunmaktadir.

Kan basincinin yiikseltilmesi, iskemik serebral doku hipoperfiize oldugundan
kan akiminin diizenlenmesi acisindan énemlidir. Bu tedavinin komplikasyonu olarak
da hemoraji sik goriilmektedir ve 6zelikle iskemik tahribat alan1 genis olan hastalarda

tehlikelidir (120).

Voliim ekspansiyonu yapan ajanlarin kullanilmasinin 6zellikle akut serebral

iskemisi olan hastalarda iyi sonuglar verdigi bilinmektedir (120).

Antikoagiilasyon amaci ile heparin ve kumadin tiirevleri kullanilmaktadir.
Strok hastalarinda antikoagiilan kullanimi hala tartigmali bir konudur. Fokal iskemik
patolojilerde tromboz olusumunu engellemesi ve embolizasyonu azaltmasi nedeni ile
kullanilmaktadir. Kardiyak embolilerde de kullanimi 6nemlidir. Akut progresif
tablolarda antikoagiilan kullanimi defisitin progresyonunu yavaslatabilmektedir.
Antikoagiilan tedavinin en O6nemli komplikasyonlarindan olan kanama %5-%]15

arasinda goriilebilmektedir (121, 122).

Antiagregan tedavide aspirin ve dipiridamol oral yolla kullanilabilmektedir.
Aspirin tromboksan A2 sentezini baskilayarak etkisini gosterir. Dipiramol, adenozin

difosfat (ADP) salinmimini baskilayarak etkisini gosterir. Bu iki ajanin bir arada
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kullanilmast ile sinerjistik etki elde edilmekte ve trombosit kiimelenmesi

azaltilabilmektedir.

Stereoid tedavisi ile infarkt alani degistirilemez ancak cevresel 6dem ve
intrakraniyal sift olusumu azaltilabilir. Steroidler fokal iskemi tedavisinde rol

alabilirler (123).

Hiperventilasyon 6zellikle intrakraniyal basing arttiginda ve iskemi sonrasi
O6dem gelisimi durumunda gerekli olabilir. Hiperventilasyonla intrakraniyal basing
ancak gegici bir siire i¢in diigiirebilir ve etkisi kisa siirelidir. Hiperventilasyonun akut
serebral iskemi deneysel hayvan calismalarinda ve kontrollii insan ¢alismalarinda

faydasi gosterilememistir (40, 123).

Hiperosmolar soliisyon secenekleri arasinda hipertonik salin ve mannitol en
sik kullanilanlardir. Mannitol plazma osmolaritesini arttirarak; intravaskiiler
kompartmandan disar1 sivi  ¢ikist  Onlenir, kan viskozitesi ve hemotokrit
konsantrasyonu azalir ve buna baglh direkt vazodilatasyonla kan akiminin
mikrosirkiilasyonu diizeltilmis ve lokal serebral kan akimi arttirilmis olur.
Mannitoliin iskemik 6demi arttiric1 etkileri, hidrofilik serbest radikal temizleyici
islevleri de vardir. Mannitol molekiiler 6zellikleri nedeni ile metabolize olmaz, kan
beyin bariyerini ge¢cemez. Mannitoliin beyin omurilik sivist yapimini azaltma,

serebral oksijen kullanimini arttirma yoniinde etkileri de vardir (123).

Kalsiyum iskemi siirecinde hiicre i¢inde birikme egilimindedir. Bu birikime
bagl olarak arasidonik asit ve diger serbest yag asitlerinin artis1, fosfolipaz enzim
aktivasyonu gibi etkilere yol acgar. Bu silirecin sonunda da ndronal mitokondrial
aktivite bozulma siirecine girmekte, ATP ve dolayisi ile hiicrenin enerji potansiyeli
azalmaktadir. Bu mekanizmalardan dolay1 kalsiyum antagonistleri farkli etiyolojilere

bagli iskeminin tedavisinde segenekler arasindadir (124, 125).

Trombolitik tedavi ile literatiirde hala birgok farkli degerlendirme
bulunmaktadir. Bazi kaynaklar streptokinaz, {iirokinaz gibi trombiisii eriterek
vaskiiler pasaj1 acabilecek ajanlarin kullanilmasi 6nermekte; baz1 kaynaklar ise hasta

tyilesmesinde olumlu etkileri olmadigin1 kotii sonuclarla karsilasildigini ifade
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etmektedir. Bircok yeni ajan ile ilgili olarak halen giivenli arastirmalar mevcut

degildir ve kullanimlar tartigmalidir (116, 118).

Literatiirde noroleptiklerin serebral dokuda vazodilatasyon ve bdlgesel kan
akimininda artis etkilerinden dolayr serebral iskemide kullanilmasini Oneren

calismalar mevcuttur.

Serebral metabolizmanin  barbituratlar gibi ajanlarla  azaltilmasinin

noroprotektif faydasi oldugu ile ilgili calismalar mevcuttur.

Hipoterminin tedavideki rolii ile ilgili ¢aligmalarda genel olarak iyi sonuglar

alinmakta beraber klinik ¢alismalarla desteklenmemistir (126).

2.5.8. Beyin Iskemi-Reperfiizyon Modelleri

Serebral iskeminin tedavi ve patofizyolojik olarak sistemli ¢aligilabilmesi i¢in
fizyolojik olarak kontrol edilebilir, tekrarlanabilir in vivo hayvan modelleri

kullanilmalidir. Bunun bazi nedenleri vardir:

1) Insan iskemik inmesinin manifestasyonunda, nedenlerinde anatomik
yerlesimlerinde ¢ok cesitlilik vardir; bu farkliliklar tam dogru analiz tipinin

ve kontrollii hayvan preparatlariin kontroliinii zorlagtirmaktadir.

2) Ozenli histopatolojik, biyokimyasal ve fizyolojik aragtirmalar, invazif

cerrahi teknikler ve beyin dokusuna direkt ulasim gerektirmektedir.

3) ilk saniyeden dakikalara kadar olusan iskemik hasar sadece hayvan

laboratuvarlarinda ¢alisilabilmektedir.

4) Iskeminin kalbinde abnormal perfiizyon yatmaktadir; bunu calisabilmek

icin doku kesitleri, néronal/glial hiicre kiiltiirleri gerekmektedir.

Rodentlerin beyin iskemi c¢alismalarinda kullanilmasinin temel nedeni ucuz
fiyatlari, gerekli islemler sirasindaki maliyet azligi, rdlatif olarak soy i¢i
homogeniteleri, serebrovaskiiler anatomilerinin ve fizyolojilerinin iist tiirlere yakin

olmasi, kii¢lik beyin dl¢iilerinin in vivo tekniklere ve biyokimyasal analizlere uygun
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olmasi, ekolojik ve etik nedenlerden otiirii iist tiirler ile karsilagtirlldiginda genis

kabul goriirligtdiir (127).

2.5.8.1. Serebral iskemide Rodent Modelleri:

Literatiirde kabul gérmiis ve rutin kullanima ge¢mis modellerin baslicalari

sunlardir (127).

2.5.8.1.1. Ratlarda Global Serebral iskemi Modelleri

1) Forebrain iskemisi i¢in iki damar okliizyonu modeli (hipotansiyona ek

olarak transiyent bilateral a. carotis communis (CCA) okliizyonu).

2) Forebrain iskemisi i¢in dort damar okliizyon modeli (kalici vertebral arter

okliizyonuna ek olarak transiyent bilateral CCA okliizyonu).

3) Artmis BOS basinci igeren iskemi modelleri (bihemisferal forebrain

kompresyon-iskemi, unihemisferal forebrain iskemi)

4) Cesitl iglobal islemi olusturan stratejiler (boyun turnikesi, boynun

kesilmesi)

5) Levine’in hipoksi-iskemisinin hazirlanmasi ve modifikasyonlart.

2.5.8.1.2. Ratlarda Fokal Serebral iskemi Modelleri
1) A.cerebri media (MCA) okliizyonu ve varyantlar
2) Hipertansif ratlarda spontan inme
3) Fotokimyasal olarak indiiklenmis fokal serebral tromboz

4) Serebral embolizm ve trombozda ¢esitli modeller (kan pihti

embolizasyonu, mikrosfer embolizasyonu, fotokimyasal olarak baslatiimig
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tromboembolizm, arasidonat indiiklenmis ‘’arachidonate induced’’

tromboembolizm)

2.5.8.1.3. Gerbillerde Serebral iskemi Modelleri
1) Unilateral CCA okliizyonu

2) Bilateral CCA okliizyonu

2.5.8.1.4. Forebrain Iskemisi I¢in Iki Damar Okliizyonu Modeli

Bu modelin temelinde forebrain kan akimini 6nemli derecede diisiirmeye
yetecek sekilde sistemik hipotansiyon ile bilateral CCA okliizyonu yatmaktadir. Son
zamanlarda dort damar okliizyon modeline alternatif olarak popiilaritesi artmaktadir.
Her iki CCA oklude edilmekte ve kan basinci kontrollii arteriyel kanama ile 50
mm.Hg.’ya kadar diisiiriilmektedir. Trimethaphan veya fentolamin hipotansiyon
olusturmakta kullanilabilmektedir. Postiskemik resikiilasyon sonucunda heterojen
hipoperfiizyon oldugu tanimlanmaktadir. Bu model hipokampusun CA1l piramidal
noronlari, kaudoputamen, neokorteks gibi selektif olarak etkilenebilir yapilarda
iskemik hiicre degisikliklerine neden olmaktadir. Bu modelin histopatolojisi dort
damar okliizyon modeline benzemektedir. Literatiirdeki ¢aligmalara gore 2 dakikalik
iskemide hipokampal CAl ve CA4 piramidal hiicreleri ve subikulum
etkilenmektedir. Iskemi siiresi 4 dakika olursa neokorteks, 8-10 dakika olursa
kaudoputamen ekilenmektedir. Baz1 ¢aligmalarda modelin uygulanmasi sirasinda
rektal 1s1 takibi yapilmis olmasina ragmen bazi ¢alismalarda da rektal 1s1 takibinin
onemsenmedigi  belirtilmektedir (127). Literatiirde sistemik  hipotansiyon
uygulanmadan iki damar okliizyon modelinin global iskemi yaratmak icin siklikla
kullanildig1 ancak posterior dolagimdan gelen artmis akimi dengelemek i¢in iskemi

stiresinin daha uzun tutulmasinin 6nerildigi ile ilgili bilgiler mevcuttur (128).
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2.5.9. Insan Beyin Iskemi-Reperfiizyon Hasari: Deneysel Modeller ile

Benzerlikleri ve Farkliliklari

Iskemik strok karmasik bir patofizyolojiye sahip yikici giicii yiiksek bir
hastaliktir. Hayvan modelleri iskemik strokta meydana gelen iskemik serebral hasar
mekanizmasini arastirmak icin zorunlu bir ara¢ olmak disinda yeni antiiskemik
ajanlar gelistirilmesi konusunda da 6nemli role sahiptir. Strok modellerinin g¢ogu
rodentler iizerinde gelistirilmekle birlikte daha az siklikla kopekler, kediler ve
primatlar gibi daha gelismis memelilerde de hayvan modelleri gelistirilmistir.
Gelistirilen modellerin her birinin kendisine 6zgili giiclii yanlar1 oldugu gibi zayif
yanlar1 da mevcuttur. iskemik strok oldukga heterojen bir patoloji oldugundan, insan
strokundaki patolojileri tiim yonlerini tek bir hayvan modelinde gergeklestirmek
mimkiin degildir. Deneysel iskemik strok modelleri iskemi ve ardindan
reperfiizyona ugrayan beyin dokusundaki olaylarin anlasilmasi ve arastirilmasinda

onemlidir (129, 130).

Rodent beyni lissensefalik bir yiizeye sahiptir ve insan beyni ile
karsilastinlldiginda ayr1 beyaz ve gri madde yapilarina sahiptir. Rodent ile insan
immiin sistemleri arasinda belirgin farklar mevcuttur. Ratlarda strok sonrasinda
infiltre olan ndtrofil yayginligi goézlenirken bu durumda insanlarda makrofaj
infiltrasyonunda yayginlik gozlenmektedir. Bu ve buna benzer farklara ragmen
gerbiller disinda ¢ogu rodent tiirii insan dolagimindaki gibi tam bir Willis poligonu
olusumuna sahiptir. Serebral dolasim yapisindaki bu benzerlikler sayesinde
rodentlerde yapilan deneylerle insanda meydana gelen strok ile benzerlikler
kurularak strok ve serebral kan akimi caligmalari yapilabilmektedir. Insanlar ve
hayvanlardaki temel beyin bolgeleri benzer oldugundan beynin strok sonrasi iyilesme
ve plastik adaptasyon silirecini kavramakta bu modeller yardimci olabilmektedir.
Buna benzer cesaretlendirici 6zelliklerine ragmen bu modellerle elde edilen bazi
sonuglar hayvan fizyolojisi ve uygulanan ajanlara 6zellikle hedef organlarda verilen
fizyolojik  yamitin  farklihiklar1 nedeni ile insanlarda benzer sonuglar
dogurmayabilmektedirler. Literatiirde 6zellikle N-metil-D-aspartat (NMDA) ile ilgili
caligmalarda bu problem tartisilmaktadir ve bazi arastirmacilar tarafindan da hayvan

modellemeleri ile insan strok tedavisinin gelistirilemeyecegi yoniinde goriisler ileri
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stirilmektedir. Bu durumun aksine Amerika Birlesik Devletleri’nde insan akut
serebral iskemisinde onay almis olan doku plazminojen aktivatorii (tPA) ilk olarak
tavsan modellerinde gosterilmis ve hayvan modellemeleri sayesinde klinik hayata

uyarlanmis basarili 6rnekler de mevcuttur (128).

2.6. Minosiklin

Literatiirde serebral iskemi-reperfiizyon hasar1 ile ilgili bircok c¢alisma
bulunmaktadir ve bu konu ile ilgili birgok ajan ve grup incelenmistir. Bu ajanlardan
bir tanesi de minosiklindir. Minosiklin ikinci kusak yari1 sentetik bir tetrasiklindir.
Klinik yaygin kullanimi antibakteriyel ozelliklerine baglidir. Minosiklin yiiksek
lipofilik 6zellige sahip, molekiiler agirligir 493,94 olan, uzun etkili ve kan-beyin

bariyerini gecebilen bir ajandir (131, 132).

2.6.1. Minosiklinin Farmakokinetik Ozellikleri
2.6.1.1. Minosiklinin Emilimi

Minosiklinin oral biyoyararlanim1 %95-100 arasinda degerlendirilmekte olup
doz artirimu ile biyoyararlanimda artma elde edilmez. Minosiklinin 150 mg.lik ve
300 mg.lik formlarinin alinmasi sonrasinda yaklasik ti¢lincii saatte birinci form i¢in 2
mg./LL ve ikinci form i¢in 4 mg/L olarak oOlclilen maksimum serum
konsantrasyonuna ulasildigr degerlendirilmistir. Minosiklinin 100 mg.lik dozlar
halinde 12 saat ara ile uzun siire kullanilmasi1 sonrasinda kararli durum
konsantrasyonunun 2.3 ve 3.5 mg./L arasinda degistigi gozlenmistir. Hayvan
modellerinde minosiklinin 25 mg./kg. dozunda i.v. olarak verilmesinin ardindan 1.
saatte beyin dokusunda saptandigi ve 2-4 saat arasinda plazma diizeyinin %35’1 olan
doruk konsantrasyonuna ulastig1 ve 8 saatlik bir siire boyunca ilk saat sonrasindaki

diizeyini korudugu bildirilmistir. Insan beyin omurilik sivisindaki minosiklin

konsanstrasyonu plazma konsantrasyonunun yaklasik %25-30 kadaridir (132, 133).
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2.6.1.2. Minosiklinin Dagilimi

Minosiklin yiiksek lipofilik yapiya sahiptir. Bu yapi1 molekiile viicut
dokularma iyi dagilim 6zelligi verir. Minosiklin tetrasiklinler arasindan en lipofilik
yapiya sahip olan molekiil durumundadur. Dagilim hacmi 1.14 ile 1.64 L/kg.
arasinda degisir. Minosiklinin plazma proteinlerine baglanma oras1 %70-80 arasinda

olarak degerlendirilmektedir (131, 133).

2.6.1.3. Minosiklinin Metabolizmasi

Minosiklininin biyotransformasyonu biiyiik Olclide karacigerde gergeklesir.
Yarilanma Omrii 16-18 saat olan minosiklinin metabolitleri hem idrar hem de feces
ile atilir. Minosiklinin 3 metaboliti bulunmaktadir. Bu metabolitler arasinda en
onemli ve fazla bulunani 9-hidroksi-minosiklindir. Diger metabolitler 9-hidroksi-
minosiklin molekiiliiniin 4. ve 9. pozisyonlarinda demetilasyonla olusurlar (131,
132).

2.6.1.4. Minosiklinin Atilim

Minosiklin ana molekiiliiniin %8 ile %12 arasi idrar yolu ile %25 ile %35
aras1 fekal yol ile atilir. Minosiklinin metabolitleri de idrar ve feges yolu ile atilir.
Molekiiliin renal klirensi 0.13 mL./dk./kg. olarak bildirilmekte olup toplam klirensi
yaklasik olarak 1.05 mL./dk./kg.dir. Metabolizasyonunun karacigerdeki kismindan
sonra kismen safra igine sekrete edilir. Safra icerisindeki molekiiller intestinal
liimene ulastiklarinda polivalent metal bilesikleri ile selat olustururlar ve siireg
inaktivasyon ile sonuclanir. Selat tiirevi molekiiller suda ¢oziinmediklerinden
absorbe edilemezler ve feces yolu ile atilimlar1 gergeklesir. Minosiklinin atiliminm
etkileyebilen ana faktorler arasinda yas, cinsiyet, gebelik, laktasyon, fizik aktivite

sayilabilir (132, 133).
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2.6.2. Minosiklinin Noral Dokular Uzerindeki Etkileri

Literatiirde serebral iskemi-reperfiizyon hasar1 ile ilgili bircok c¢alisma
bulunmaktadir ve bu konu ile ilgili bir¢ok ajan ve grup incelenmistir. Bu ajanlardan
bir tanesi de minosiklindir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda minosiklinin yerlesik
antimikrobiyal oOzelliklerine ek olarak noroprotektit 6zellikleri de oldugu

gozlenmistir.

Tiim beyin iskemisi modeli uygulanmis deney hayvanlarinda bu ajanin
hipokampal noéronlarda noroprotektif etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Fokal
serebral iskemi modeli uygulanmig deney hayvanlarinda ise infarkt alaninda anlamli
6lciide kiigiilme oldugu gosterilmistir. Minosiklinle ilgili hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 da
yapilmis olup bu calismalarda glutamat aracili ndrotoksisiteyi azalttigi bildirilmistir.
Fokal serebral iskemi modeli uygulanan calismalarda minosikline ek olarak orta
derecede hipoterminin de deney kosullarina eklenmesi durumunda bu
modifikasyonun minosiklinin etkinligini arttirdig: bildirilmistir. Rodentlerde neonatal
donemde yapilan hipoksik-iskemik beyin hasarlanmasi modellerinde néroprotektif

etkinlik elde edildigi literatiirde gézlenmektedir (133, 134)

Minosiklinin epilepsi, Huntington Hastalig1, Parkinson Hastaligi, amyotrofik
lateral skleroz (ALS), multiple skeloroz (MS), fokal ve global serebral iskemi,
travmatik beyin hasari, omurilik zedelenmesi gibi hastalik modellerinde

noroprotektif etkinlik gosterdigi bircok farkli ¢alismada tartisilmistir (12).

Minosiklinin ~ 6zellikle Parkinson Hastaligt modelinde mikrogliya
aktivasyonunu belirgin olarak inhibe ettigi, NO aracili ndrotoksisiteyi direkt olarak
inhibe ettigi ve dopaminerjik noronlar lizerinde ndroprotektif etki gosterdigi ile ilgili
bilgiler literatiirde bulunmaktadir (135, 136). Minosiklinle yapilan omurilik
zedelenmesi sonrast mitokondriyal sitokrom-c salinimini inhibe ederek islev
yetersizligini azaltti§1 raporlanmistir (137). Noron kiiltiirlerinde diisiik doz iyonize
radyasyon kullanilarak yapilan c¢alismalarda apopitotik siiregte noronlar

apopitozisden korudugu bildirilmistir (138).

Ozetle minosiklinin mikrogliya aktivasyonunu; immiin hiicre aktivasyonunu;

ard arda gelen sitokin, kemokin, inflamasyonun lipid mediyatorleri, matriks
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metalloproteinaz ve nitrik oksid (NO) salimimin1 modiile ederek potent anti-

inflamatuvar etki gosterdigi literatiirde gosterilmistir (13, 14)
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3.GEREC VE YONTEM

“’Siganlarda Minosiklinin Beyin Iskemi-Reperfiizyon Hasari Uzerine
Etkilerinin Incelenmesi’’ bashkli calismanin cerrahi prosediirleri Mustafa Kemal
Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onay: alindiktan sonra
Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve
Arastirma  Merkezi (M.K.U. D.AM.) laboratuvar ve ameliyathanelerinde
gerceklestirildi. Alinan Orneklerin 151k mikroskobu ile yapilacak olan patolojik
incelemeleri M.K.U. Tip Fakiiltesi Patoloji A.D. laboratuvarlarinda, beyin parenkimi
ve serumda yapilacak biyokimyasal incelemeler M.K.U. Tip Fakiiltesi Biyokimya
A.D. laboratuvarlarinda yapildi.

Calismada 200-250 gr. agiliginda olan erigkin erkek Wistar Albino cinsi
erkek siganlar kullanildi. Deney hayvanlart M.K.U.D.A.M.’da bulunan standart
laboratuvar kosullar1 altinda; 12 saat giindiiz ve 12 saat gece olacak sekilde
1siklandirma, 20-22 santigrad derece oda 1sis1, %50-%60 arasi nem saglanarak
barmdirildi. Deney hayvanlarina yiyebilecekleri kadar serbest olarak su ve yiyecek
verildi. Sicanlar her grupta 8 adet olacak sekilde 3 gruba ayrildi ve toplam 24 sigan
kullanilarak ¢alisma gergeklestirildi.

Deney hayvanlarinin gruplandirilmasi rastgele secim yontemi ile yapildi ve 3

grup olusturuldu.

1.Grup: Kontrol-sham grubu (B), 8 adet sicandan olugmakta. Bu gruba genel

anestezi uygulandi. Intrakardiyak yolla 5-6 cc. kan alind ve kardiyak kanatma
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yontemi ile deney hayvam oldiiriildii. Dekapitasyon yapildi, kranyotominin

ardindan beyin dokusu ve serebellum ¢ikarildi.

2.Grup: Iskemi-reperfiizyon grubu (M), 8 adet sicandan olusmakta. Bu gruba
genel anestezi uygulandi. Genel anestezi altinda n.vagus, CCA’den
uzaklastirildiktan sonra atravmatik klemp ile bilateral CCA okliizyonu

yapildi, okliizyon siiresi 20 dakika olarak ayarlandi. Okliizyon siiresinin

bitiminde atravmatik klempler acilarak rekanalizasyon ve beynin
reperfiizyonu saglandi, reperfiizyon siiresi 20 dakika olarak ayarlandi.
Reperfiizyon siiresinin bitiminde intrakardiyak yolla 5-6 cc. kan alind1 ve
kardiyak kanatma yontemi ile deney hayvani 6ldiiriildii. Dekapitasyon yapildi,

kranyotominin ardindan beyin dokusu ve serebellum ¢ikarildi.

3.Grup: Minosiklin + iskemi-reperfiizyon grubu (K), 8 adet sigandan
olugmakta. Bu gruba cerrahi uygulanacagi giinden 48 saat, 24 saat ve 1 saat
once toplam ti¢ doz olarak, her bir dozu 90 mg./kg. olacak sekilde orogastrik
tip araciligl ile minosiklin (Minocyclin-ratiopharm 100 mg Hartkapseln;
ratiopharm GmbH Graf-Arco Str.3 D-89079 Ulm, Almanya) uygulandi. Son
doz minosiklinden 1 saat sonra bu gruba da genel anestezi uygulandi. Genel
anestezi altinda n.vagus, CCA’den uzaklastirildiktan sonra atravmatik klemp
ile bilateral CCA okliizyonu yapildi, okliizyon siiresi 20 dakika olarak
ayarlandi. Okliizyon siiresinin bitiminde atravmatik klempler acilarak
rekanalizasyon ve beynin reperfiizyonu saglandi, reperfiizyon stiresi 20 dakika
olarak ayarlandi. Reperfilizyon siiresinin bitiminde intrakardiyak yolla 5-6 cc.
kan alindi ve kardiyak kanatma yontemi ile deney hayvam oldiirildi.
Dekapitasyon yapildi, kranyotominin ardindan beyin dokusu ve serebellum

cikarildi.
3.1. Anestezi Teknigi

Her ii¢ grup sicana da intraperitoneal 10 mg./kg. Xylazin hidrokloriir
(Trompun, Bayer, Istanbul, Tiirkiye) ve intraperitoneal 75-100 mg./kg. Ketamin

(Ketalar, Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak genel anestezi saglandi.
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3.2. Cerrahi Teknik ve Beyin Iskemi-Reperfiizyon Modeli

Sham grubundaki deney hayvanlarina intraperitoneal Xylazin hidrokloriir ve
Ketamin ile genel anestezi saglandi, kuyruk ve ayaklarindan agrili uyaran vermek
yoluyla kontrol edildi. Intrakardiyak yolla 5-6 cc. kan biyokimya tiipiine alind1 ve
ardindan kardiyak kanatma yontemi ile deney hayvanlar oldiiriildii, dekapitasyon
yapildi. Yapilan kranyotomi ile beyin ve serebellum dokusu ¢ikarildi. Orta hatta
korpus kallozum {izerinden yapilan kesi ile iki esit par¢aya boliindii. Parcalardan
birisi patoloji laboratuarlarina gonderilmek tizere %10 formaldehit i¢ine kondu.
Diger parca yikanarak aluminyum folyo ile sarilarak kuru buz ile dondurulduktan
sonra -80 derecede derin dondurucuya yerlestirildi. Biyokimya tiipiine alinan kanin
santrifiij sonrasi ayrilan serumu ependorf tiipiine alinarak -80 derecede derin

dondurucuya yerlestirildi.

Minosiklin + iskemi-reperfiizyon uygulanan ve iskemi-reperfiizyon
uygulanan gruplardaki deney hayvanlar1 intraperitoneal Xylazin hidrokloriir ve
Ketamin uygulamasi sonrasinda ameliyat masasina supine pozisyonda bas
ekstansiyonda yerlestirildi. Cerrahi sirasinda asepsi ve antisepsi kurallarina uyuldu.
M.K.U. D.AM.daki mikroskop kullamlarak mikroskop altinda boyun on
bolgesinde cilt ve ciltalti dokular gegildikten sonra orta hatta kas grubu i¢inde kiint
diseksiyonla ilerlendi ve trakea bulundu. Ardindan trakeanin her iki yaninda yer alan
dokular ekarte edilerek a.carotis communisler ortaya kondu. CCA’lar ile birlikte
seyreden n.vaguslar mikrodiseksiyonla CCA’lardan ayrilarak ekarte edildi ve

ardindan atravmatik klempler ile her iki CCA okliide edildi.

Bilateral CCA’lar okliide edildikten sonra 20 dakika beklendi ve bu yolla
beyin dokusu iskemik birakildi. Siire tamamlandiktan sonra atravmatik klempler
cikarilarak beynin reperflizyonu sagland1 ve 20 dakika reperfiizyon i¢in beklendi.
Stirenin tamamlanmasindan sonra genel anestezi altindaki deney hayvanlarindan
intrakardiyak yolla 5-6 cc. kan biyokimya tiipline alindi ve ardindan kardiyak
kanatma yontemi ile deney hayvanlar1 6ldiiriildii, dekapitasyon yapildi. Yapilan
kranyotomi ile beyin ve serebellum dokusu ¢ikarildi. Orta hatta korpus kallozum
tizerinden yapilan kesi ile iki esit pargaya boliindii. Pargalardan birisi patoloji

laboratuarlarina gonderilmek iizere %10 formaldehit icine kondu. Diger parga
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yikanarak aluminyum folyo ile sarilarak kuru buz ile dondurulduktan sonra -80
derecede derin dondurucuya yerlestirildi. Biyokimya tiipiine alinan kanin santrifiij
sonrast ayrilan serumu ependorf tiipiine alinarak -80 derecede derin dondurucuya

yerlestirildi. Tiim analizler 30 giin i¢erisinde yapilarak deney tamamlandi.

Resim 5: Boyun diseksiyonu sonrasi cerrahi alan. Beyaz siitiir ile asili bilateral CCA ve

bilateral medialinde daha beyaz renkli n.vagus gozlenmekte.

58



Resim 6: Bilateral olarak atravmatik klemp ile okliide edilmis CCA’lar.

3.3. Patolojik Inceleme

“Sicanlarda Minosiklinin Beyin Iskemi-Reperfizyon Hasari Uzerine
Etkilerinin Incelenmesi’’ baslikli bu calismanin patolojik degerlendirme béliimleri

Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda yapilmustir.

Tim deney hayvanlarinin dekapitasyon sonrasinda kranyotomi ile ¢ikarilan
ve korpus kallozumdan gececek sekilde iki esit parcaya boliinen esit serebral
hemisfer doku 6rneklerinden biri %10’luk formaldehit soliisyonunda 24 saat tespit

edildikten sonra sagittal kesitler alinarak kasetlendi ve rutin takip islemleri yapildi.
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Parafin bloklara gémiilen bu dokulardan 5 mikrometre kalinliginda kesitler alind1 ve
Hematoksilen&Eozin (H&E) ile boyandi. Boyanan orneklerde 151k mikroskobu ile
200 biiylik biiylitmede 50 alan incelendi. Dokularda vakuolizasyon, konjesyon ve
eozinofilik dejenerasyon Uzar ve arkadaslarmmin, Feng ve arkadaslarmin

calismalarindan modifiye edilerek degerlendirildi (139).

Tablo 1: Calismada kullanilan modifiye histopatolojik skorlama sistemi.

Yok Hafif Orta Siddetli
Vakuolizasyon 0 1 2 3
Konjesyon 0 1 2 3
Eozinofilik 0 1 2 3
Dejenerasyon

Istatistiksel analiz i¢in SPSS programi (SPSS v15.0 for Windows) kullanildi.
Sonuglar ortalama +/- standart hata seklinde verildi. Gruplar arasi karsilagtirmalarda
One-Way ANOVA testi ve posthoc LSD testi kullanildi. P<0.05 ise istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.

3.4 Biyokimyasal Inceleme
3.4.1. Dokularda Homojenizasyon islemleri
3.4.1.1. Dokularm Cikarilarak Biyokimyasal Analizlere Hazirlanmasi

Kranyotomi yapildiktan sonra biyokimyasal testler icin alinan serebral
hemisfer hemen soguk izotonik su ile yikandi. Aluminyum folyoya sarilarak kuru
buz ile donduruldu ve -80 santigrad derecede derin dondurucuda biyokimyasal

testlerin yapilacagi zamana kadar saklandi. Alinan kanlar 1500 x g devirde 15 dakika
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santrifuj edilerek serumlar1 ayrildi ve serumlar ependorf tiiplerine aktirilarak
numaralandi ve -80 santigrad derecedeki derin dondurucuda testin yapilacagi zamana

kadar sakland.

3.4.1.2. Homojenizasyonda Kullanilan Reaktifler

Homojenizasyonda kullanilacak olan reaktifler PH 7.5, 0.2 mM Tris-HCI
tamponu; 0.2 mM olarak hazirlanan Tris soliisyonu ve HCI soliisyonu 50 / 39.9 (v/v)
oraninda karistirilarak hazirlandi. Tiim c¢alismalarda bu tampon kullanildi.
Miyeloperoksidaz enzim tayininde kullanilacak siipernatanin elde edilmesi igin ise %
0.5’1ik hexadecyltrimethyl ammonium bromid, doku agirliginin 5 kat1 olacak sekilde
ilave edilerek 16000 devir/dakika hizda 2 dakika homojenize edildi.

3.4.1.3. Homojenizasyonda Yapilan islemler ve Numunelerin Hazirlanmasi

Yas agirliklar1 1 gr olarak ayarlanan dokular soguklugu muhafaza edilerek
temiz cerrahi makasla kii¢iik pargalara ayrildi. Cam tiipe aktarilan doku iizerine 2 ml
Tris-HCI tamponu eklendi. Buz doldurulmus plastik kap igerisine yerlestirilen cam
tiipteki doku 16.000 devir/dakika hizda homojenize edildi. Homojenizasyon islemi
sonrasinda son hacim doku agirliginin 10 kati olacak sekilde tampon ilave edildi.
Olusan materyal tekrar homojenize edilerek siire 3 dakikaya tamamlandi.
Homojenatin 1sis1 artirllmadan ependorf tiiplerine aktarildi ve tiiplerin {izeri
numaralandi. Yas doku agirlig1 ve ilave edilen tampon miktarlar1 kaydedildi. Elde

edilen homojenatlardan NO ve MDA tayinleri yapildi.

Elde edilen homojenatlar 3220 rpm / 30 dakika +6 °C sogutmali santrifiijde
santrifiij edilerek silipernatan elde edildi. Ayrilan siipernatanlardan CAT, GSH-Px,
XO ve protein tayinleri yapildi. Stipernatan 1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5,
v/v) vortekslenip cam tiipte 3220 rpm / 40 dakika +4°C’de santriflij edildi (140).
Materyalin tstiinde olusan etanol fazindan protein ve SOD enzim aktivite tayini

yapildi.
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3.4.1.4. Ekstraksiyonlu ve Ekstraksiyonsuz Numunelerde Protein Tayini (Lowry

Metodu)
3.4.14.1. Deneyin Prensibi

Alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi olugsmaktadir. Olusan bu kompleks
fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifi) rediikler ve
koyu mavi bir renk olusur (141). Burada rengin koyulugu ortamdaki protein

konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Folin reaktifinin ilavesinde sunlara dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu reaktif
sadece asit ortamda dayaniklidir. Fakat ifade edilen bu rediikleme ise pH 10 da
olugmaktadir. Bu yilizden folin reaktifi siiratle alkali bakir-protein ¢ozeltisine ilave
edilmeli ve vortekslenmelidir. Bu uygulama ile fosfomolibdat-fosfotungstat (folin)

reaktifi parcalanmadan 6nce rediiklenme olay1 gergeklesir.

3.4.1.4.2 Deneyde Kullanilan Kimyasallar

Bu deneyde kullanilan kimyasal maddeler CuSOj4, NasSitrat, Na,CO3;, NaOH

ve Phenol-Folin-Ciocalteu reaktifidir.

3.4.1.4.3. Deneyde Kullanilan Reaktifler

A reaktifi: Bu reaktifin hazirlanisinda 0.5 gr. CuSO4.5H,0 ve 1 gr NasSitrat

(susuz) 100 mL distile suda ¢oziiliir.

B reaktifi: Bu reaktifin hazirlaniginda 20.0 gr. Na,CO; ve 4 gr NaOH, 1 L

distile suda ¢oziiliir.

C reaktifi: Bu reaktifin hazirlanisinda 50.0 mL B ¢ozeltisine 1 mL A ¢ozeltisi
ilave edilir (Taze hazirlanmalidir). A ve B reaktifleri hazirlandiktan sonra,

numune sayisina gore C reaktifi hazirlanip bekletilmeden kullanilmalidir.
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D reaktifi: (Phenol-Folin-Ciocalteu reaktifi): Bu reaktifin hazirlaniginda
1500 mL’lik bir balon jojeye 100 gr sodyum tungstat (Na,WO4.2H,0), 25 gr
sodyum molibdat (Na;M004.2H,0), 700 mL distile su, 50 mL %385 fosforik
asit ve 100 mL konsantre hidroklorik asit (HCl) konulur. Bu karisim 10 saat

geri sogutucu altinda yavasca 1sitilir.

Karigim soguduktan sonra izerine 100 gr lityum siilfat, 50 mL distile su ve 5
damla brom ilave edilir (reaktifler asla teneffiis edilmemelidir). En son eklenen
maddelerden sonra 15 dakika kaynatilarak bromun fazlast u¢urulur (bu kaynatma
havalandirmali bir yerde agz1 acik olarak yapilir). Karisim soguduktan sonra 1 L’lik

balon jojeye aktarilir ve distile su ile 1 L’ye hacim tamamlanir.

Reaktif koyu renkli cam sisede 1-2 yil oda 1sisinda saklanabilir. Elde edilen
reaktifin rengi normalde sar1 olur. Eger yesil renk olusmus ise reaktif bozulmus
demektir. Protein Ol¢imiinde kullanilirken 1 / 1 (v / v) oraninda distile su ile
seyreltilmelidir. Bu metod bilire metodunun gelistirilmis sekli olup daha hassastir ve

Lowry Metodu olarak adlandirilir.

3.4.1.4.4. Deneyin Yapihs1

Deney yapilirken agz1 kapanan mika 5 mL’lik tiipler kullanilarak asagidaki

miktarlarda ve siirelerde hazirlanan materyal degerlendirilir.

Tablo 2: Lowry metodu

Lowry Metodu KOR tiipii NUMUNE tiipii
Numune (pL) - 10

Distile su (uL) 500 490

C reaktifi (uL) 2500 2500

D reaktifi (uL) 250 250

Karistirilir, 10 dakika beklenir.
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Tiipler vortekslenir, 20-30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra 700

nm’de numunenin ve standardin absorbansi kore karsi okunur.
3.4.1.4.5. Degerlerin Hesaplanmasi
Protein (mg/mL) = grafikten okunan deger x F
F (faktor) = standart hacmi (0.5 mL) / numune hacmi (0.010mL) = 50

Faktor, kullanilan numunenin miktarma gore degisir. Kullanilan numunenin
miktar degisikligine gore distile su hacminde azaltma yapilarak materyal tiiplere
pipetlenir. Standart hacim (numune + distile su) 500 pL olacak sekilde

hazirlanmalidir.
3.4.1.4.6. Protein Standart Grafiginin Cizimi

Tablo 3: Protein Standart Grafiginin Cizimi

Tiip numaralar1 |[KOR |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(Proplen Tiipler)

0.05]/0.10(0.15{0.20(0.25]0.30|0.35]0.40|0.45|0.50

Standart protein
¢ozeltisi (mL)

Distile su (mL) |0.50 [0.45]0.40|0.35]0.30|0.25{0.20|0.15{0.10{0.05 |-

Creaktifi (mL) |2.50 |2.50]2.50|2.50(2.50]2.50(2.50|2.50(2.50|2.502.50

Karisimlar alt-iist edilerek karistirilir, 10 dakika oda 1sisinda beklenir.

D reaktifi (mL) |0.25 |0.25]0.25|0.25]0.25]|0.25{0.25|0.25(0.25{0.25|0.25

Karisimlar agzi1 kapali olarak karistirilir, 20-30 dakika 25 °C’de bekletilir ve
700 nm’de kore karsit okunur. Kore karst degerleri okunduktan sonra OD —

konsantrasyon (mg. protein/mL) grafigi ¢izilir.
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3.4.1.4.7. Protein Standart Grafigi

Standart grafigi ¢izmek icin konsantrasyonunu bilinen Bovin serum albumi
kullanilarak hazirlanan ¢ozeltiler kullanildi. “Optik dansite (OD) — mg / mL protein

konsantrasyonu” grafigi ¢izilerek numunelerin protein degerleri bu grafikten okundu.

Protein Standart Grafigi
0,16 -
o1 0,1847 ;?’
o~ y =V, X 3
E 012 2= 0,9921
S 0,1 -
~ I
~ 0,08
g 006
s 0,04
= 002 ,
0 |
0 0,2 0,4 0,6 0.8 ]
mg / mL

Sekil 10: Protein standart grafigi.

Hesaplama denklemi olarak y = 0.1847x kullanildi.
3.4.2.Biyokimyasal Analizler
3.4.2.1. Superoksit Dismutaz (Total) Enziminin Aktivite Tayini

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) aktivitesinin Ol¢lilmesi Sun ve
arkadaslarinin metoduna (140) ve Durak ve arkadaglarinin tarifledigi modifikasyona
(142) gore ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile {iretilen siliperoksidin nitro blue
tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanir. Olusan siiperoksit radikalleri (O,)
ortamdaki NBT’yi indirgeyerek renkli formazon olusturur. Olusan bu kompleks 560
nm’de maksimum absorbans verir. Enzimin olmadigi ortamda bu indirgeme

meydana gelip mavi-mor renk olusmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise NBT
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indirgenmesi olmamasi nedeniyle mavi-mor renk meydana gelmemekte ve enzim
miktar ve aktivitesine bagl olarak acik renk olusmaktadir. Enzim bulunmayan (Kor)

deger ile enzim bulunan numune absorbans degerleri hesaba katilir.
Hesaplama:
Enzimin % inhibisyonu = (Absks: — AbSpum) / Absks: x 100

Bir SOD finitesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesi olarak degerlendirilmektedir. Sonuclar doku i¢in U/mg protein, eritrosit

icin U/gr Hb, plazma i¢in U/mL olarak ifade edilir.

3.4.2.1.1. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Hesaplanmasi
% Inhibisyon= [Absorbans kér (AK) - Absorbans numune(AN)] / (AK) x 100
% 50’lik Inhibisyona 1 U denildigi i¢in;

%350 Inhibisyon = (% Inhibisyon / 50) x 1 /0.1 = U/ mL = (AK-AN)/AK x
20 = Spesifik aktivite (SA)’dir.

Birimi Plazma i¢in: U/ mL,

Doku igin: SA / (mg protein / mL) = (U/mL) / (mg protein/mL) =U / mg

protein.
Ornek Hesaplama:

0,3 mmol / L Xanthine: M =m/[mw x V (L)] den; m =M x mw x V(L) =
93/1000 x 152,1 x4 x 10> > m= 1,825 mg alinir. 40 ml. d. suda ¢oziiliir.).

Sonug: 0.00913 g/200 mL distile su.

Deneyin yapilis1 agagidaki tabloda gosterilmistir.
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Tablo 4 : SOD deney semasi

Yarim Hacim

Cahsilirsa
Total-SOD Deney Metodu
Kor (mL) Numune (mL) |Kor (uL) | Numune
(nL)

ASSAY reaktifi 2.85 2.85 1425 1425
Extrakt (Etanol faz1) |- 0.10 - 50
Bidistile su 0.10 - 50 -
167 U/L XO 0.05 0.05 25 25

Kor tiipiine enzim ilavesi ile tiip altiist edilir ve inkiibasyon siiresi baslatilir

25 °C'de 20 dakika inkiibasyon sonu hemen;

0.08 mM/L CuCl,

1

1

500

500

[lavesi ile reaksiyon durdurulur. Bu islemler bittikten sonra distile suya kars1

korden baslanarak numuneler 560 nm.’de okunur.

3.4.2.2. Katalaz (CAT) Enziminin Aktivite Tayini

3.4.2.2.1 Deneyin Prensibi

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) aktivitesi Aebi’nin metoduna gore calisild1 (143).
Hidrojen peroksit (H,O,) 240 nm’de maksimum absorbans verir. Deney ortamina
ilave edilen H,0,, katalaz tarafindan su ve oksijene parcalanmakta, bu ise kendisini

ultraviyole spektrumda absorbans azalmasi seklinde gostermektedir. Absorbanstaki

bu azalma CAT enziminin aktivitesi ile dogru orantilidir. Reaksiyon su sekildedir:

H,0,

CAT
—
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3.4.2.2.2. Kullanilan Reaktifler
Fosfat tamponu (pH 7, 50 mM)

H,0; ¢ozeltisi: Absorbansi 0.500 nm’ye tampon ile ayarlanmis olan H,O,’li
fosfat tamponu olup; yaklagik 300 mL pH 7, 50 mM olan fosfat tamponu
renkli kaba (plastik, cam olabilir) aktarilir. Spektrofotometre fosfat
tamponuna gore sifirlanip renkli kaptaki tampona 10-20 puL hacimlerle H,O,
ilave edilir. Karisimin optik dansitesi (OD) 0.500 nm oluncaya kadar devam

edilir ve ara ara karigtirilir.
3.4.2.2.3. Deneyin Yapihis1

Deneyin gerceklestirilebilmesi i¢in fosfat tamponuna goére 240 nm dalga

boyunda sifirlanan kore karst H,O, ¢6zeltisinin absorbansi 0.500’e ayarlanilir.

Tablo 5 : CAT deney semasi

Koér (mL) Numune (mL)
Fosfat Tamponu 2.99 -
H,0,; ¢ozeltisi 0.01 2.99
Stipernatan - 0.01

Numune ilavesi ile quartz kiivetin agz1 bekletilmeden kapatilir ve hemen kiivet
alt-list edilerek absorbans okunur (10 kadar sayarak standardize edilir). Absorbans
azalmasi her 15 sn’de bir defa olmak iizere 5 dakika siire ile kaydedilir. Aktivite hizl
ilerliyorsa 10 sn’de bir kayit yapilabilir. Takiplerde lineer azalma tespit edilirse
okuma bitirilebilir. Hesaplamada 1 dakikalik lineer absorbans azalmasinin en yliksek

(ODy) ve en diistik (OD;) degerleri esas alinir.

3.4.2.2.4. Degerlerin Hesaplamasi
Ilgili degerlerin hesaplanmas1 asagidaki esitlige gore gergeklestirilir.
K=1[2.3 x log (OD,/ OD,)] / At (sn)
K/mg protein = k / [(mg/mL protein) x 1000]
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3.4.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX) Enziminin Aktivite Tayini
3.4.2.3.1. Deneyin Prensibi

GSH-Px (EC 1.11.1.9) aktivitesi Paglia ve arkadaslarinin metoduna gore
calisildi (GSH-Px-Litl). Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit (H,O,) varliginda
rediikte glutatyonun (GSH) okside glutatyon (GSSG)’a yiikseltgenmesini
katalizleyen bir enzimdir. Hidrojen peroksidin bulundugu ortamda GSH-Px’in
olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimi ile GSH’a indirgenir.
GSH-Px aktivitesi NADPH’in NADP ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans

azalmasinin 340 nm’de okunmasiyla hesaplanir.

GSH-Px NADP@ NADP"

2GSH + H,0, 2H,0 + GSSG  rediktaz 2GSH

Enzim Unitesi: Birim zamanda okside olan NADPH’1n mikromol miktaridir.

3.4.2.3.2. Kullanilan Reaktifler

GSH-Px Tamponu (pH 7, 50 mM Fosfat Tamponu + 5 mM EDTA’h) :
(1000 mL pH 7, 50 mM fosfat tamponu + 2.08 gr EDTA-Na tuzu)

[3.2 M (NH4)>2SO4 (Amonyum Siilfat)] : 4.224 g alinir 2 10 mL distile suda
¢Oziilerek hazirlanilir.

[150 mM rediikte Glutatyon (GSH)] : 50 mg alinir, > 1 mL GSH-Px
tamponunda ¢dziilerek hazirlanilir.

[8 mM rediikte NADPH]

[1 M NaNj3; (Sodyum Azid)] : 65 mg alinir > 1 mL GSH-Px tamponunda
¢Oziilerek hazirlanilir.

[GSH-Rediiktaz enzimi] : [1.5 mL 3.2 M (NH4),SO4 + 50 uL. GSH rediiktaz
(EC)]. Numune sayisina gore hesaplanmalidir ve 1.5 mL ile 150 numune
calisilabilinir.

[2 mM Hidrojen Peroksit (H>O, )] : 15 ul H,O, - 5 mL GSH-Px

tamponuna pipetlenilerek hazirlanir.
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3.4.2.3.3. Deneyin Yapihis1

GSH-PX deneyinin yapilis1 asagidaki semaya goredir.

Tablo 6 : GSH-Px deney semasi

Numune (mL)

Fosfat tamponu (pH 7, 50 mM) 5 mM|2.650
EDTA’I1

150 mM Rediikte GSH 0.100
8 mM NADPH 0.100
GSH-Rediiktaz 0.010
1 M NaN;j 0.010
Numune 0.020

30 dakika oda 1s1sinda inkiibasyonun ardindan

2 l’IlMH202

0.100

Dalga boyu 340 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede numunelerin absorbans
degerleri 5 dakika boyunca kaydedilir. Kayitlar sirasinda lineer aktivitede azalmanin

oldugu absorbans araliginin 1 dakikalik siiresi esas alinarak hesap yapilir.

3.4.2.3.4. GSH-Px Aktivitesinin Hesaplanmasi

Hesaplamada kullanilan esitlikler asagidaki gibidir.

Hesap: TU/L = [((AA/t) / 6.22 x 10 x (1 /0.02)

[U/mg protein = (IU/L)/(1000xW)

Spesifik aktivite [U/mg protein = (IU/L) / (1000xW)

AA = OD degisimi, denklemdeki t= zamani (dk), W= enzim ¢6zeltisinin

protein miktarini (mg/mL) ifade etmektedir.

NADPH=622x 10" M'=6.22 mM™.
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3.4.2.4. Malondialdehid (MDA) Miktarinin UV Spektro ile Tayini

3.4.2.4.1.Deneyin Prensibi

Malondialdehid miktarinin UV spektro ilte tayini EDTA’1 kan 6rneklerinden

calisilmaktadir.
3.4.2.4.2. Deneyin Yapihis1
Deneyin yapilis sistemetagi asagida tariflendigi sekildedir.

% 10’luk triklorasetik asit (TCA): 10 gr TCA al = 100 mL distile suya

tamamlanir.

% 0.675’1ik tiobarbitiirik asit (TBA) 0.675 gr TBA al = 100 mL distile suya

tamamlanir.

Materyaller hazir olunca bir deney tiipiine (vidali kapakli, 10 mL olan) 2.5
mL % 10’luk triklorasetik asit (TCA), lizerine 0.5 mL numune (plazma, homojenat,

eritrosit pelletinin 5 kat diliie olan) ilave edilerek 3-5 sn. vortekslenir.

Tablo 7: MDA deney semas1 1

10 mL’lik vidali-kap cam tiip Kor tiipu Numune tiipti

% 10°luk TCA (mL) 25 25
0.5

Numune (mL) (plazma, homojenat,
5 kat diliie eritrosit)

Distile su (mL) 0.5 -

Karisim 3-5 sn vortekslendikten sonra tiip agzi kapatilarak 90 °C’de 15
dakika inkiibe edilir. Inkiibasyonun ardindan materyal soguk c¢esme suyu ile

sogutulur. Sogutulan materyal 3000 x g’de 10 dakika santrifiij edilir (slipernatan).
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Tablo 8: MDA deney semasi 11

10 mL’lik vidali-kap cam tiip Kor tiipti Numune tiipti
Stipernatan (mL) 2 2
% 0.675’lik TBA (mL) 1 1

Elde edilen materyal vortekslendikten sonra tiipiin agzi kapatilarak 90 °C’de
15 dakika tekrar inkiibe edilir. Inkiibasyonun ardindn soguk c¢esme suyu ile

sogutulur. Sogutulmus materyal 532 nm’de kore kars1 okunur.
3.4.2.4.3. Malondialdehid (MDA) Aktivitesinin Hesaplamasi

TBA-MDA kompleksinin ekstinksiyon katsayisindan (1.56x105 cm”’ M

yararlanilarak nmol / mL cinsinden MDA degerleri hesaplanur.

34.2.5. Kreatin Kinaz (CK), Kreatin Kinaz-MB (CK-MB), Laktat
Dehidrogenaz (LDH) Enzimlerinin Aktivite Tayini

CK ve LDH diizeylerinin tayini Roche firmasina ait Cobas-Integra 800 model
otoanalizor cihaz kullanilarak gene Roche firmas: tarafindan hazirlanan ticari test

kasetleri ile spektrofotometrik yontemle yapildi.

CK-MB diizeyinin tayini Roche firmasina ait Cobas-Integra 800 model
otoanalizor cihaz kullanilarak gene Roche firmasi tarafindan hazirlanan ticari test

kasetleri ile immiinoinhibisyon yontemi ile yapildi.
3.4.2.6. Nitrik Oksit (NO) Miktarinin Tayini

Viicutta endojen olarak iiretilen nitrik oksitin doku ve viicut sivilarindaki
konsantrasyonu, pek c¢ok calismada nitrit ve nitrat olarak ifade edilmistir (144).
Ciinkii nitrik oksit, iiretildigi bolgede saniyeler i¢inde okside olarak Once nitrite
(NO;") daha sonra da nitrata (NO3') doniislir. Bununla beraber proteinden zengin
homojenat, serum ve plazma gibi soliisyonlarda spesifik olmayan reaksiyonlar

meydana gelebileceginden, Griess reaksiyonu ile dlgiimlerde belli bazi sikintilar
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yasanmaktadir. Bu acidan nonspesifik reaksiyonlarin Oniine gecilebilmesi ig¢in
homojenatlar 6nce deproteinize edip daha sonra nitrit ve nitrat konsantrasyonlarini
Olgiildii. Zor olmakla birlikte in vivo olarak direkt NO 6l¢iimii de miimkiindiir. Bu
amacla NO problar gelistirilmistir ancak bu problarla in vitro/ex vivo sartlarda

calisilmasi miimkiin degildir (145).

Dokuda nitrit ve nitrat miktar1 deproteinizasyondan sonra Griess reaksiyonu
ile belirlenir (146). Bu deneyde total nitrit (nitrit + nitrat) konsantrasyonu modifiye
kadmiyum rediiksiyon metodu ile degerlendirilmektedir. pH 9.7 glisin tamponunda
bakir (Cu) kapli kadmiyum graniilleri ve deproteinize numune (homojenat, serum,
eritrosit) silipernatanti ile 90 dakikalik inkiibasyon sonunda nitrat rediiksiyonu
saglanmaktadir. Uretilen nitrit; siilfanilamid ve buna bagli N-naphthylethylene
diamin (NNDA) diazotizasyonuyla reaksiyon sonu olusan pembe rengin 545 nm
dalga boyunda spektrofotometrede okunmasi ile belirlenmektedir. Sonugta elde
edilen nitrit konsantrasyonu ilk konsantrasyondan c¢ikarilarak nitrat miktari

belirlenmektedir.
3.4.2.6.1. Kullanilan Kimyasal ve Reaktifler:
Kadmiyum graniilleri :(Cd, MERCK 1.02001.250, W=112.40 g/mol)

Glisin-NaOH Tamponu (pH 9.7) : Bu materyalin hazirlanmasi i¢in 7.5 gr
glisin 100 mL deiyonize suda ¢oziilmesi gerekmektedir. Ardindan 2 mol/L
NaOH ile pH’s1 9.7’ ye gelecek sekilde ayarlanir ve son hacim 1000 mL’ye

deiyonize su ile tamamlanir. Olusan bu tampon +2-8 °C’de 1 ay saklanabilir.

Siilfanilamid: 5 gr siilfonilamid tartilir = 500 mL 3 M HCl igerisinde

wsitilarak ¢oziilerek hazirlanilir. Olusan soliisyon oda 1sisinda 1 yil korunabilir.

N-Naphthylethylene daimine (NNDA) : 50 mg NNDA alinip = 250 mL

distile suda ¢oziilerek hazirlanir.

5 mmol/L CuSQy4 Soliisyonu: 1.2434 gr CuSOy, alinir = 1000 mL distile

suda ¢oziilerek hazirlanir.
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0.1 mol/LL H,SO4 Soliisyonu: 2.8 mL H,SO, alinip = hacim 500 mL’ye

distile suyla tamamlanarak hazirlanir.
Standart soliisyonu: (0.1 mol/L NaNO, (Sodyum nitrit, W=69 gr/mol):

v0.345 gr NaNO; al = 300 mL 10 mmol/L Na,B407; (W=381.4 gr/mol olup;
1.144 gr alimip - 300 mL distile su ile tamamlanarak hazirlanir) iginde

¢Oziilerek hazirlanir.
75 mmol/L ZnSOy4
55 mmol/L. NaOH
3.4.2.6.2. Nitrit Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Stok soliisyon: 0.1 mol/L KNOs hazirlanir (Oda 1sisinda 9 ay stabil olan bir

sollisyondur).

Standart soliisyonlar: 0.1, 0.2, 0.5, 1, 4, &8 15, 30, 50 pmol/L

konsantrasyonlarda hazirlanir.

Hazirlanan standart soliisyonundan elde edilen “Optik Dansite (OD) — umol/L”

grafigi ile numune sonuglart hesaplanir (Grafik NO,).

NO Standart Grafigi
0,500 —
‘ y = 0,008x =
0,400 R? = 0,991
£ 0,300 —
= T
§ 0200
=
< 0100 & ;
0,000 -—=====
0 10 20 30 40 50 60
pmol/ L

Sekil 11: Grafik NOy, nitrit standart grafigi.
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3.4.2.6.3. Kadmiyum (Cd) Graniillerinin Aktiflestirilmesi

Kadmiyumlar 2.5-3 gr olarak 20 cc kapakli plastik tiiplere dagitildiktan sonra

asagidaki prosediir uygulanilir.

1. Graniiller deiyonize su ile 3 defa yikanir (siizge¢ kagidindan siizdiiriilerek).
2. 1-2 dakika 5 mmol/L CuSOy4 soliisyonu i¢inde bekletilir ve soliisyon
stizlilerek dokiiliir (Cd’lar CuSOy ile kaplanarak siyah renkte goriiliirler).
3. Graniiller 1-2 mL glisin tamponu ile yikanarak aktive Cd’lar 10 dakika
icinde deneyde kullanilir.

4. QGraniiller deneyde kulanildiktan sonra distile su ile hemen yikanir ve 0.1
mol/L H,SOy4 soliisyonu i¢inde en az 1 giin ara ara alt-iist ederek karanlik
ortamda saklanmalidir. Cd’lar boylece giimiis gibi parlak renk alirlar.

Tekrar aktiflestirmek i¢in basamak 1’den isleme baglanilir.

3.4.2.6.4. Deneyin Calisilmasi

Deproteinizasyon Islemi: 500 uL numune + 2mL 75 mmol/L ZnSO; ile
vortekslenir. 1.250 mL 55 mmol/L NaOH ilave edilip tekrar vortekslenir [(200 pL
numune + 800 pL 75 mmol/L ZnSO4 vorteksle) + 1 mL 55 mmol/L NaOH
vorteksle] ve 3500 x g’de 10 dakika santrifiij edilir. Berrak siipernatan Nitrat

tayininde deproteinize numune olarak kullanilir.

3.4.2.6.5. Nitrat Tayini

1. Glisin tamponu ile yikanmis aktif kadmiyum graniillii tiiplerinin {izerine 1 mL
glisin tamponu ilave edilir.

2. Uzerine 1 mL deproteinize numune ve 2 mL deiyonize su ilave edilir, tiiplerin
agz1 kapatilir.

3. 90 dakika oda 1sisinda karanlik ortamda ara ara kadmiyumlu tiipler alt-iist
edilerek inkiibe edilir.

4. Inkiibasyon sonunda Nitrit Calisma Tablosunda numune veya standart olarak

kullanilir.
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3.4.2.6.6. Nitrit Calisma Tablosu

Tablo 9 : Nitrit calisma tablosu

Blank | Deprot. Stl St2 St3

(mL) | Sample (mL)
Deproteinize Sample - 2 - - -
Stl - - 2 - -
St2 - - - 2 -
St3 - - - - 2
Distile H,O 2.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Sulfanilamid soliisyonu 1 1 1 1 1
N-Naphthylethylenediamine |1 1 1 1 1

Hazirlanan materyal vortekslendikten sonra 20-60 (45) dakika oda 1sisinda
karanlikta inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra 545 nm’de kore

kars1 okunarak sonuglar elde edilir.
3.4.2.6. Noron Spesifik Enolaz (NSE) Degerlendirilmesi

Bu calismanin néron spesifik enolaz tayini Uscn Life Science Inc. (Houston,
Texas, USA) firmasina ait, E90537Ra iiriin kodlu, ratlarda c¢alisilmak {izere
gelistirilmis ticari “’enzyme-linked immunosorbent assay kit’”> kullanilarak
yapilmigtir. Kullanilan kitin algilama araligi 0.625-40 ng/mL ve sensitivitesi 0.215
ng/mLdir.

Kitler okunurken Awareness Technology Inc . (Palm City, FL, USA)
tarafindan {retilmis olan ChroMate Microplate Reader model okuyucu cihaz

kullanildi.
3.4.2.7. Protein S100B (S100 Kalsiyum Baglayici Protein B) Degerlendirilmesi

Bu caligmanin néron spesifik enolaz tayini Uscn Life Science Inc. (Houston,
Texas, USA) firmasina ait, E90567Ra firiin kodlu, ratlarda calisilmak iizere

geligtirilmis ticari “’enzyme-linked immunosorbent assay kit’> kullanilarak
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yapilmustir. Kullanilan kitin algilama araligi 31.2-2,000 pg/mL ve sensitivitesi 12.1
pg/mLdir.

Kitler okunurken Awareness Technology Inc. (Palm City, FL, USA)
tarafindan {retilmis olan ChroMate Microplate Reader model okuyucu cihaz
kullanildi.

3.5. istatistiksel Analiz

“’Siganlarda Minosikinin Beyin Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 Uzerine Etkilerinin
Incelenmesi’’ adli bu ¢alismada elde edilen veriler SPSS paket programi (SPSS
v15.0 for Windows) kullanilarak istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Verilerin
dagilimina gore one-way ANOVA testi kullanildi; gruplar arasi karsilagtirmalarda

post-hoc LSD testi analiz i¢in kullanildi. P<0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik olarak yapilan siniflama ve degerlendirmede kontrol (sham)
grubu, iskemi-reperfiizyon grubu (I/R), minosiklin + iskemi-reperfiizyon grubu
(Mino+I/R) histopatoloji skorlar1 ortalama degerleri arasindan Kruskal-Wallis testi

kullanilarak analizler yapildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

Istatistiksel olarak yapilan degerlendirmelerde vakuolizasyon agisindan hem
I/R grubu hem de I/R+Mino grubu ile sham grubu arasinda istatistiksel anlaml fark
saptanmistir (p<0,001). I/R+Mino grubu ile I/R grubu arasinda da istatistiksel
anlaml fark saptanmistir (p<0,001).

Konjesyon agisindan hem I/R grubu hem de I/R+Mino grubu ile sham grubu
arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmistir (p<0,001). I/R+Mino grubu ile I/R
grubu arasinda da istatistiksel anlamli fark saptanmistir (p<0,05).

Eozinofilik dejenerasyon agisindan hem I/R grubu ile sham grubu arasinda
istatistiksel anlamli fark saptanmistir (p<0,001). I/R+Mino grubu ile sham grubu
arasinda da istatistiksel anlaml fark saptanmistir (p<<0,05). I/R+Mino grubu ile I/R
grubu arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmistir (p<0,05).

Isik mikroskobu goriintiilemelerinde kontrol grubunda goriilen normal
histomorfolojik yapinin iskemi-reperfiizyon (I/R) grubunda belirgin konjesyon (k),
vakuolizasyon (v) ve eozinofilik dejenerasyon (ed) yoniinde degisiklik gosterdigi

gozlenmektedir.
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Istk  mikroskobu  goriintillemelerinde = minosiklin+iskemi-reperfiizyon
(Mino+I/R) grubu degerlendirildiginde ise dejenerasyon bulgularinda kismi diizelme

oldugu gdzlenmektedir.

Konjesyon

2,5 T

1,5

0,5

Sham I/R I/R + Minosiklin

Sekil 12: Konjesyonun gruplara gore dagilimi.

Vakuolizasyon
2,5

1,5

0,5

Sham I/R I/R + Minosiklin

Sekil 13: Vakuolizasyonun gruplara gére dagilimi.
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Eozinofilik Dejenerasyon.

18

1,5 T

1,2

0,9

0,6

0,3

Sham I/R I/R + Minosiklin

Sekil 14: Eozinofilik dejenerasyonun gruplara gore dagilimu.

Tablo 10: Histopatolojik skorlamanin istatistiksel analizi

Vakuolizasyon(I) Konjesyon(II) Eozinofilik D (III)
Sham 0 0,250,164 0
I/R 2,130,124 2 2.38+0,183 * 1,38+0,182 2
I/R + a,b a,c b,d
T 1,540,189 1,75+0,25 0,5+0,189

. Kontrolle kiyaslandiginda p<0.001 diizeyinde anlamlilik var.
- I/R ile kiyaslandiginda p<0.001 diizeyinde anlamlilik var.
© I/R ile kiyaslandiginda p<0.05 diizeyinde anlamlilik var.

- Kontrolle kiyaslandiginda p<0.05 diizeyinde anlamlilik var.
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Resim 8: Serebral dokuda iskemi-reperfiizyon hasari.
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Resim 9: Minosiklin uygulamasi sonrasi iskemi-reperfiizyon hasarinda dejenerasyon
bulgularinda gézlenen kismi diizelme.

4.2. Biyokimyasal Bulgular
4.2.1. Malondialdehid (MDA) Degerleri

Dekapitasyon sonrast elde edilen serebral doku homojenatinda MDA
degerleri sham (kontrol) grubunda 34,610 + 2,7300 nmol/g yas doku, iskemi-
reperfiizyon (I/R) grubunda 54,642 + 3,9584 nmol/g yas doku, iskemi-reperfiizyon +
minosiklin uygulanan (I/R+Mino) grupta 32,432 + 2,7864 nmol/g yas doku olarak
bulunmustur. Sonuglar One-Way Anova?2 testi ile degerlendirildi.

Sonug olarak I/R grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
yiikseklik bulunmustur (p<0.001).

I/R+Mino grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark
(ytkseklik) bulunamamastir.
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I/R+Mino grubu I/R grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.001).

™ MDA (nmol/g yas doku)
60
40
20
o
Sham I/R I/R + Mino

Sekil 15 : MDA Degerlerinin Sematik Analizi

Tablo 11 : MDA Grubunun One-Way Anova2 Degerleri

| Mean S.D. S.E. ‘

Sham 8 34,610 | 7,7217 2,7300
MDA

I/R 8 54,642 11,1962 3,9584
(nmoll/g yas

I/R + Mino |8 32,432 | 7,8810 2,7864
doku)

Total 24 40,561 13,3965 2,7345

4.2.2. Superoksit Dismutaz (Total) (SOD) Enziminin Degerleri

Dekapitasyon sonrasi elde edilen serebral doku homojenatinda SOD degerleri
sham (kontrol) grubunda 0,6141 + 0,05823 U/mg protein, iskemi-reperfiizyon (I/R)
grubunda 0,5534 + 0,04797 U/mg protein, iskemi-reperfiizyon + minosiklin
uygulanan (I/R+Mino) grupta 0,4944 + 0,02406 U/mg protein olarak bulunmustur.
Sonuglar One-Way Anova?2 testi ile degerlendirildi.

Sonug olarak I/R grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunamamustir.

I/R+Mino grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamastir.
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I/R+Mino grubu

bulunamamastir.

Tablo 12 : SOD Grubunun One-Way Anova2 Degerleri

SOD (U/mg
protein)

I/R  grubu

ile kiyaslandiginda anlamli bir fark

0,8

SOD (U/mg protein)

0,7

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0]

Sham

I/R + Mino

Sekil 16 : SOD Degerlerinin Sematik Analizi

N Mean S.D. S.E.
Sham 8 ,6141 ,16471 ,05823
I/R 8 ,5534 ,13567 ,04797
I/R + Mino |8 ,4944 ,06806 ,02406
Total 24 ,5540 ,13328 ,02720

4.2 3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX) Enziminin Degerleri

Dekapitasyon sonrasi elde edilen serebral doku homojenatinda GSH-Px

degerleri sham (kontrol) grubunda 38,146 + 2,8108 U/g protein, iskemi-reperflizyon

(/R) grubunda 28,795 + 2,4133 U/g protein, iskemi-reperfiizyon + minosiklin

uygulanan (I/R+Mino) grupta 34,230 + 3,0924 U/g protein olarak bulunmustur.

Sonuglar One-Way Anova2 testi ile degerlendirildi.
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Sonug olarak I/R grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmustur (p<0.05).

I/R+Mino grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamustir.

I/R+Mino grubu

bulunamamustir.

I/R  grubu

ile kiyaslandiginda anlamli bir

GSH-Px(U/g
protein)

45

40

35

30

25

20

Sham

I/R

I/R + Mino

Sekil 17: GSH-Px Degerlerinin Sematik Analizi

Tablo 13 : GSH-Px Grubunun One-Way Anova2 Degerleri

fark

‘ N Mean S.D. S.E. ‘

Sham 8 38,146 7,9502 2,8108

GSH-Px
I/R 8 28,795 6,8260 2,4133

(U/g

] I/R + Mino |8 34,230 8,7467 3,0924

protein)
Total 24 33,724 8,4878 1,7326
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4.2 4. Nitrik Oksit (NO) Degerleri

Dekapitasyon sonrasi elde edilen serebral doku homojenatinda NO degerleri
sham (kontrol) grubunda 6,618 + 0,9941 mmol/g protein, iskemi-reperfiizyon (I/R)
grubunda 3,261 = 0,4990 mmol/g protein, iskemi-reperfiizyon + minosiklin
uygulanan (I/R+Mino) grupta 5,486 + 0,5371 mmol/g protein olarak bulunmustur.
Sonuglar One-Way Anova?2 testi ile degerlendirildi.

Sonug olarak I/R grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir

yiikseklik (fark) saptanmistir (p<0,05).

I/R+Mino grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamastir.

I/R+Mino grubu I/R grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark bulunmustur
(p<0,05).

NO (mmol/g

s — protein)
7 T
6 -
5
s -
;.
5
-
0 - T

Sham I/R I/R+

Mino

Sekil 18 : NO Degerlerinin Sematik Analizi
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Tablo 14 : Nitrik Oksit (NO) Grubunun One-Way Anova2 Degerleri

‘NW
Sham 8 6,618 2,8117 9941

NO (mmol/g | I/R 8 3,261 1,4113 44990

protein) I/R + Mino |8 5,486 1,5192 5371
Total 24 |5,122 2,3967 4892

4.2.5. Katalaz (CAT) Enziminin Degerleri

Dekapitasyon sonrasi elde edilen serebral doku homojenatinda CAT degerleri
sham (kontrol) grubunda 0,4967 + 0,04099 k/g protein, iskemi-reperfiizyon (I/R)
grubunda 0,3764 + 0,02293 k/g protein, iskemi-reperfiizyon + minosiklin uygulanan
(I/R+Mino) grupta 0,4021 £ 0,04347 k/g protein olarak bulunmustur. Sonuglar One-
Way Anova? testi ile degerlendirildi.

Sonug olarak I/R grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

fark saptanmistir (p<0,05).

I/R+Mino grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamastir.

/R+Mino grubu I/R grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir fark

bulunamamastir.
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CAT (k/g protein)
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0
Sham I/R + Mino

Sekil 19: CAT Degerlerinin Sematik Analizi

Tablo 15 : Katalaz (CAT) Grubunun One-Way Anova2 Degerleri

N Mean S.D. S.E. ‘
Sham 8 ,4967 ,11592 ,04099
I/R 8 , 3764 ,06486 ,02293
CAT (kg
_ IR+
protein) _ 8 | 4021 |,12295 04347
Mino
Total 24 ,4251 ,L11299 ,02306

4.2.6. Kreatin Kinaz (CK) Enziminin Degerleri

Dekapitasyon sonrasi elde edilen serebral doku homojenatinda CK degerleri
sham (kontrol) grubunda 412,75 + 54,041 U/L, iskemi-reperfiizyon (I/R) grubunda
1837,88 + 196,684 U/L, iskemi-reperfiizyon + minosiklin uygulanan (I/R+Mino)
grupta 1287,88 + 250,501 U/L olarak bulunmustur. Sonuglar One-Way Anova2 testi
ile degerlendirildi.

Sonug olarak I/R grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir

yiikseklik (fark) saptanmistir (p<0,001).

I/R+Mino grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

yiikseklik (fark) saptanmistir (p<0,05).
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I/R+Mino grubu I/R grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark bulunmustur
(p<0,05).

CK (U/L)
2500
2000 T
1500
1000
500 i
0 T T 1
Sham I/R I/R + Mino

Sekil 20: CK Degerlerinin Sematik Analizi

Tablo 16 : Kreatin Kinaz (CK) Grubunun One-Way Anova2 Degerleri

N Mean S.D. S.E. ‘
Sham 8 412,75 | 152,851 54,041
I/R 8 1837,88 | 556,307 196,684
CK (U/L) IIR +
_ 8 1287,88 | 708,524 250,501
Mino
Total 24 1179,50 | 783,215 159,873

4.2.7. Kreatin Kinaz-MB (CK-MB) Enziminin Degerleri

Dekapitasyon sonrasi elde edilen serebral doku homojenatinda CK-MB
degerleri sham (kontrol) grubunda 510,63 + 67,485 U/L, iskemi-reperfiizyon (I/R)
grubunda 1164,63 £ 195,683 U/L, iskemi-reperfiizyon + minosiklin uygulanan
(I/R+Mino) grupta 717,75 + 103,135 U/L olarak bulunmustur. Sonuglar One-Way

Anova?2 testi ile degerlendirildi.
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Sonug olarak I/R grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir

yiikseklik (fark) saptanmistir (p<0,05).

I/R+Mino grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamistir.

I/R+Mino grubu I/R grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark bulunmustur
(p<0,05).

. CK-MB{U/L)
1000
500 -
0
Sham I/R + Mino

Sekil 21: CK-MB Degerlerinin Sematik Analizi

Tablo 17: Kreatin Kinaz-MB (CK-MB) Grubunun One-Way Anova2 Degerleri

N Mean S.D. S.E.
Sham 8 510,63 | 190,876 67,485
I/R 8 1164,63 | 553,476 195,683
CK-MB
I/'R +
(U/L) _ 8 717,75 | 291,710 103,135
Mino
Total 24 | 797,67 | 456,001 93,081

4.2.8. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Enziminin Degerleri

Dekapitasyon sonrasi elde edilen serebral doku homojenatinda LDH degerleri
sham (kontrol) grubunda 381,88 + 93,045 IU/L, iskemi-reperfiizyon (I/R) grubunda
1101,25 £ 250,930 IU/L, iskemi-reperfiizyon + minosiklin uygulanan (I/R+Mino)
grupta 896,50 + 208,855 IU/L olarak bulunmustur. Sonuglar One-Way Anova?2 testi
ile degerlendirildi.
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Sonug olarak I/R grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

fark saptanmistir (p<0,05).

I/R+Mino grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamistir.

I/R+Mino grubu

bulunamamustir.

ile kiyaslandiginda anlamli bir

I/R  grubu
LDH (1U/L)
1600
1400
1200 T
1000 T
800
600
400 |
200 —:.
0 -
Sham I/R I/R+
Mino

Sekil 22: LDH Degerlerinin Sematik Analizi

Tablo 18 : Laktat Dehidrogenaz (LDH) Grubunun One-Way Anova2 Degerleri

LDH (IUL)

N Mean S. D. S.E.
Sham 8 381,88 263,172 93,045
I/IR 8 1101,25 | 709,737 250,930
I/IR +
_ 8 896,50 590,731 208,855
Mino
Total 24 793,21 613,319 125,193
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4.2.9. Noron Spesifik Enolaz (NSE) Enziminin Degerleri

Dekapitasyon sonrasi elde edilen serebral doku homojenatinda NSE degerleri
sham (kontrol) grubunda 9,949 + 3,2756 ng/ml, iskemi-reperflizyon (I/R) grubunda
11,645 + 2,8743 ng/ml, iskemi-reperfiizyon + minosiklin uygulanan (I/R+Mino)
grupta 7,119 £ 1,3734 ng/ml olarak bulunmustur. Sonuglar One-Way Anova2 testi
ile degerlendirildi.

Sonug olarak I/R grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

fark saptanmamustir.

I/R+Mino grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamuigtir.

I/R+Mino grubu /R grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir fark

bulunamamastir.

NSE (ng/ml)

16

14

10

Sham I/R I/R + Mino

Sekil 23: NSE Degerlerinin Sematik Analizi
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Tablo 19 : N6ron Spesifik Enolaz (NSE) Grubunun One-Way Anova2 Degerleri

[\ Mean S. D. S.E.
Sham 8 9,949 9,2649 3,2756
I/IR 8 11,645 8,1297 2,8743
NSE
I/IR +
(ng/ml) . 8 7,119 3,8845 1,3734
Mino
Total 24 9,571 7,3804 1,5065

4.2.10 Protein S100B (S100 Kalsiyum Baglayic1 Protein B) Degerleri

Dekapitasyon sonrasi elde edilen serebral doku homojenatinda Protein S100B
degerleri sham (kontrol) grubunda 103,880 + 14,7860 pg/ml, iskemi-reperfiizyon
(/R) grubunda 356,920 + 63,2405 pg/ml, iskemi-reperfiizyon + minosiklin
uygulanan (I/R+Mino) grupta 185,928 + 33,5672 pg/ml olarak bulunmustur.
Sonuglar One-Way Anova?2 testi ile degerlendirildi.

Sonug olarak I/R grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlaml

fark saptanmistir (p<<0,001).

I/R+Mino grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmistir (p<0,05).

I/R+Mino grubu I/R grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir fark

bulunamamastir.
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Sekil 24: S100b Degerlerinin Sematik Analizi

Tablo 20 : Protein S100B (Kalsiyum Baglayici Protein B) Grubu One-Way Anova2

Degerleri
N Mean S.D. S.E.
Sham 8 103,880 | 41,8212 14,7860
S100b I/R 8 356,920 | 178,8710 63,2405
(pg/ml) I/R + Mino | 8 185,928 | 94,9424 33,5672
Total 24 215,576 | 156,8675 32,0204
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S.TARTISMA

Serebral iskemi ve reperfiizyona bagli gelisen beyin hasar1 ve hasarin tanisi,
prognozu, tedavisi gilinlimiizde sinirbilim ile ilgili disiplinlerin baglica ilgi

alanlarindandir.

Iskemi-reperfiizyon sonrasi gelisen serebral doku hasarinin azaltilmasina
yonelik olarak multidisipliner ve ¢ok merkezli bir¢ok calisma ile olas1 tedavi edici
molekiiller ve bu molekiillerle olusturulabilecek optimal tedavi protokolleri
arastirilmis ve hala da arastirilmaktadir. iskemi-reperfiizyon hasarmin sinirbilim ile
ilgili bilim insanlarinca bu kadar irdelenmesinin baglica nedenleri arasinda altta yatan
nedenler farkli olabilmesine ragmen iskeminin sik gozlenen bir tablo olmasidir.
Beyin damar hastaliklarinin %85’inin iskemiye bagli gelisen tablolar tarafindan
olusturulmasi; iskemik strokun bati diinyasinda kimi yazarlara gore liglincii kimi
yazarlara gore de ikinci siklikta 6liim nedeni ve en sik morbiditeye yol agan hastalik
grubu olmasi yoniindeki literatiir bilgileri bu ilgiyi aciklar ve destekler niteliktedir (3,
22-24,119).

Serebral iskemi beyin kan akiminda azalma veya kesilme, buna bagli olarak
enerji kaynaklarimin tiilkenmesi, ndronal dejenerasyon ve Oliimle sonlanan bir

kaskaddir (1, 2).

Iskemi etyolojisi ile ilgili olarak fokal veya global iskemi sekilde
gozlenebilmektedir. Global serebral iskemide serabral kan akimi gézlenememesine
karsin fokal serebral iskemide kollateral dolanimlar sayesinde diisiik diizeylerde kan

akimi potansiyeli mevcuttur. Fokal serebral iskemideki rezidiiel perfiizyon hiicre
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membranlarindaki devamliligi saglarken diisiik diizeye metabolik aktivitenin de
devam ettirilmesine de yardimci olur (5). Fokal serebral iskemideki lezyon santral
fokus ve perifokal alan olarak adlandirilan iki bélgeden olusmaktadir. Santral fokus
reperfiizyonun hizla yapilmadigr durumlarda olusan infarkt alanidir. Santral fokus
lezyonun en yogun oldugu bolgedir, dakikalar iginde geri doniislimsiiz hasar olur.
Perifokal alan elektiriksel aktivite acisindan sessiz, iyon pompalar1 halen intakt olan
bolgedir. Perifokal alan reperfiizyonun yeniden saglanmasi, noéroprotektif ajanlarla

desteklenmesi durumunda kurtarilabilme olasilig1 olan alandir (6).

Serebral iskemi-reperfiizyon hasarinda temel, iskemiye bagli ortaya ¢ikan
noronal hasara ek olarak reperflizyon sirasi ve sonrasinda agiga cikan kimyasal
mediatdr ve maddelerdir. Bu mediator ve maddelerin agiga ¢ikmasinda hiicre igi

enerji rezervinin azalmast veya bitmesi ile birlikte oksijen desteginin

yetersizlesmesinin rol oynadigi disiiniilmektedir. Fizyolojik sartlarda beyin
dokusunun enerji gereksinimi aerobik glikoliz ve iiriinii olan ATP ile saglanmaktadir.
Iskemiye bagli oksijen yoklugunda mitokondrilerdeki elektron transportu ve
oksidatif fosforilasyon bozulur ve ATP sentezi durur. ATP sentezinin durmasina
bagli asidoz, makromolekiil sentezinde kesinti, iyon dengesizligi, ATP yikim
{iriinlerinin  birikimi gergeklesir. Iskemik hasarin baslangicinda kisa bir siire
anaerobik glikoliz gergeklesir, 2-3 dakika sonra beyin dokusundaki laktat diizeyi
maksimuma ¢ikar. Anaerobik mekanizma ile olusan laktik asit ve diisiik pH’a bagh
protein denatiirasyonu, enzimatik molekiillerde fonksiyonel kayip, 6dem, serbest

radikal olusumu gerceklesir (93).

Biyokimyasal siireglere ek olarak immiin hiicreler arasinda izlenen
etkilesimlere bagli gelisen immiinolojik olaylarin da iskemi fizyopatogenezinde rol
almaktadir. Bu dongiideki baslica aktorler arasinda eksitotoksisite, nitrik oksit
etkileri, iyon degisiklikleri, serbest radikaller, iskemi sonrasi inflamatuvar

reaksiyonlar yer almaktadir (8).

Serbest radikaller lipid peroksidasyonu yoluyla hiicre memranlarina dogrudan
hasar veren, potent okside edici ve indirgeyici ajanlardir (9). Serbest radikaller

normal hiicre dongilisii icinde mitokondrilerde iiretilen ve antioksidan
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mekanizmalarla etkileri noétrlestirilen molekiillerdir. Ancak iskemi-reperfiizyon
hasart ve buna benzer travmalarda hiicrenin fizyolojik mekanizmalarindaki
bozulmaya bagli olarak antioksidan mekanizmalar gerektigi gibi calisamamakta,
serbest radikallerin direkt zararh etkileri engelenememekte, miktar1 artan bu serbest
radikaller de hiicre i¢i yapilarla girdigi etkilesimler sonucunda lipid
peroksidasyonuna yol agmakta, serbest radikal miktarin1 daha da arttiracak bir kisir

dongii meydana gelmektedir.

Serbest radikallerle olusturulan oksidatif hasara kars1 korunmada SOD, CAT,
GSH-Px gibi endojen antioksidanlar 6nemli rol oynamaktadir (11). MDA gibi lipid
peroksidasyon biyoliriinlerinin olusumu, endojen antioksidan molekiillerin tiiketim
hizlariin orani iskemiye bagli hasarlanan noral dokunun gosterilmesinde 6nemli rol

oynamaktadir (10).

Histopatolojik olarak nétrofiller direkt migrasyonla reperfiize olan dokuda
birikirler. Aktive olan nétrofillerin salgiladigi elastaz, jelatinaz, kollajenaz gibi
enzimler endotel hiicrelerinin devamliligini bozarlar. Iskemi-reperfiizyon hasarinda
bu etki ile vaskiiler endotel biitiinliigiiniin bozulmasi kilit roldedir. Endotel biitiinliigi
bozulunca ortaya ¢ikan sitotoksik ajanlarin etkisi ile mikrovaskiiler gecirgenlik artar,
interstisyel alana sivi kagisi, 6dem, hemokonsantrasyon meydana gelir. Bu
mekanizmaya bagli olarak kapiller liimen daralir ve perfiizyon bozulur (104, 105).
Notrofil-endotel adezyonu zedelenme etkeni olan ajanlarin yiiksek konsantrasyona
ulagmasini tetikleyen mikro ortam olusumuna katkida bulunur (104). Bu adezyon
mekanizmalarinin  6nemi hayvan deneylerinde  nétrofil adezif glikoproteinler
tizerinde (CDI11, CDI18, integrinler) gosterilmistir. Adezyon nedeni ile serbest
radikallerin, proteazlarin ortama salinmasi ile olusan hasar tetiklenir. Notrofillerin
sitozolik graniillerinden saliman ve indirekt notrofil birikimine isaret eden
miyeloperoksidaz aktivitesi olgtilerek dokuda ndtrofil birikimi

degerlendirilebilmektedir (104, 106).

Iskemik  noronal  degisikliklerin ~ birinci  evresinde  perikaryumda
mikrovakuolizasyon go6zlenir. Bu evrede niikleus normal veya hafif kiigiilmiis,
niikleolus normal goriiniimdedir ve hiicre biiyiikliigiinde belirgin farklilik gozlenmez.

Ikinci evrede hiicre siser, stoplazmada koyu boyanan protein iceriginde artis ve
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niikleusun iiggen seklini alip kiiciilerek kenara itilmesi gdzlenir. Uciincii evrede
hiicre govdesinde bosluklar olusur, memran hasari meydana gelmistir. Dordiincii
evrede noronlar homojen goriiniime biiriiniirler ve parcalanirlar. Bu evreden sonra

artik materyaller fagosite edilerek ortamdan uzaklastirilirlar (107).

Bizim arastirmalarimizda saptayabildigimiz kadar1 ile iskemik beyin hasar1
ile ilgili dizayn edilmis pek ¢ok histopatolojik c¢alisma bulunmaktadir. Bizim
calismamizda 151tk mikroskobu goriintiilemelerinde kontrol grubunda normal
histomorfolojik yap1 gozlenmis olup, iskemi-reperfiizyon grubunda belirgin
konjesyon, vakuolizasyon ve eozinofilik dejenerasyon yoniinde degisiklikler oldugu
saptanmustir. Iskemi-reperfiizyon + minosiklin grubunun goriintiilemelerinde ise
dejenerasyon bulgularinda kismi diizelme saptanmustir. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda vakuolizasyon, konjesyon ve eozinofilik dejenerasyon ydniinden tiim

gruplar arasinda anlaml fark bulunmustur.

Kavakli ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada ratlarda beyin iskemi-
reperfiizyonu sonucu olugsan morfolojik degisikliklere melatonin ve pinealektominin
etkileri incelenmis ve bizim ¢alismamizla benzer sekilde vakuolizasyon, eozinofilik
dejenerasyon (red noron) ve konjesyon gozlenmis. Farkli olarak Kavakli ve ark.
tarafindan 6dem ve infarkt alanlar1 da gézlenmis ve melatoninin histopatolojik olarak

bulgular azattig1 bildirilmistir (147).

Uzar ve arkadaglar1 tarafindan yapilan c¢alismada deneysel serebral
iskemi/reperfiizyon hasarinda kafeik asit fenetil esterin koruyucu etkisi incelenmis ve
bizim ¢aligmamizla benzer sekilde konjesyon gozlenmis. Farkli olarak inflamasyon,
nekrobiyoz ve nekroz bulgular1 gézlenmis ve verilen molekiiliin histopatolojik olarak

beyin hasar1 bulgularini azalttig1 bildirilmistir (148).

Iskemi reperfiizyon hasarinda meydana gelen serbest oksijen radikalleri
oksijenin indirgenmesi ile olugur. Olusan bu serbest oksijen radikallerinden 6zellikle
siiperoksit radikali stabil degildir. Hiicre i¢indeki mekanizmalarla ROS’e (reactive
oxygen species) doniisen siiperoksit radikalleri poliansature yag asitleri ile
reaksiyona girerek lipid peroksidasyonu meydana getirir. Iskemi-reperfiizyon

hasarinda lipid peroksidasyonu {iriinli olan MDA diizeyleri artar. Bizim
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calismamizda da iskemi-reperfiizyon (I/R) grubunun MDA diizeyleri Irmak ve ark.
nin ¢alismalarindaki bilgiler ile uyumlu olarak istatistiksel olarak anlamli yiiksek
cikmistir (p<0,001) (149). Calismamizda arastirdigimiz etken madde olan
minosiklininvverildigi iskemi-reperfiizyon+minosiklin (I/R+Mino) grubunun MDA
degerleri I/R grubuna gore anlamli diisis (p<0,001) gostermistir. Bu bilgiler
dogrultusunda biz iskemi-reperfiizyon hasarinda MDA diizeylerinin kontrol ve takip
acisindan 6nemli bir parametre oldugunu ve minosiklinin ekzojen olarak oksidatif

stresi azaltict ajan gibi davranarak koruyucu etkisi oldugunu diisiinmekteyiz.

Hosseinzadeh ve ark. tarafindan safranal adli safran derivativinin rat
hipokampusunda serebral iskemi ile meydana getirilen oksidatif stres {izerine
etkilerinin incelendigi calismada da bizim calismamizla uyumlu olarak iskemi
reperfiizyon hasar1 ile MDA diizeylerinin arttig1 ve safranal ile bu degerlerin anlaml

derecede diistligli raporlanmistir (150).

Iskemi-reperfiizyon hasarma bagli olarak meydana gelen serbest oksijen
radikallerine etki eden antioksidan maddeler endojen ve ekzojen olarak iki ana gruba
ayrilabilir. Endojen antioksidan maddelerin en 6nemlileri arasinda SOD, CAT, GSH-
Px gelmektedir. SOD, siiperoksit radikalinden hidrojen peroksit meydana gelmesini
saglamaktadir. Hidrojen peroksitten de CAT ve GSH-Px aracilig ile su molekiilleri
aciga c¢ikmakta bu sayede siiperoksit radikallerinin zararli etkileri ortadan
kaldirilabilmektedir. Bizim ¢alismamizda hem CAT hem de GSH-Px’in I/R
grubunda sham grubuna gore istatistiksel anlamli (p<0,05) azalma saptanmis olup
I/R+Mino grubunda I/R grubuna gore anlamli bir fark saptanmamistir. Beyin
endojen antioksidanlarindan CAT ve GSH-Px aktivitesinin azalmasi ortamda

hidrojen peroksid artisina neden olabilir.

Artan hidrojen peroksid, hidroksil radikaline dontisebilir. Hidroksil radikal
miktariin yiiksekligi MDA diizeylerindeki artisa yol agmis olabilir. Calismamizda
SOD degerlerinde sham ile I/R ve I/R+Mino gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlami bir fark bulunmamaistir. I/R hasarindaki anti oksidan mekanizmalar GSH-Px
ve CAT {izerinden gerceklesmistir. Artan oksidatif strese cevapta SOD’un aktif rol

oynadamadigini géstermektedir.
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NO endotel kdkenli giiglii bir vazodilatatordiir. NO’nun sentezlendikten sonra
serbestlenmesi ve miktar:, metabolitleri olan nitrit ve nitratlar {izerinden
degerlendirilebilmektedir. Calisamizda iskemi reperfiizyon hasarina bagli olarak NO
diizeylerinde I/R grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma
oldugu (p<0,05) goézlenmistir. [/R+Mino grubunda ise I/R grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli (p<0,05) ytikselme oldugu gozlenmistir. Minosiklin verilen grupta I/R
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiikselmenin NO’nun sitotoksik etkisinin
baskilanmis ve NO’un reaktif vazodilatator etkileri ile ilgili olabilecegini
diistindiirmektedir. Ciinkii, iskemi reperfiizyon esnasinda azalan kan akimini
dengelemek ve serebral perflizyona katkida bulunmak amaci ile NO seviyelerinde
artis meydana gelebilmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda minosiklin sayesinde
vasoprotektif etkiyle NO sentezinde artis olabilecegi; buna bagl perfiizyon ve potent
anti-inflamatuvar etkinin saglanmaya calisildig1 diisiiniilebilir, ancak néronal hasarin

bu durumda artacagi da unutulmamalidir (13, 14, 151).

Calismamizda NO diizeyleri literatiirle farklilik arz etmektedir. NO
diizeylerindeki degisiklikler kullandigimiz c¢alisma protokolii ve ilag uygulama
protokollerindeki farkliliklara bagl etkilenen endotel hiicre aktivasyonuna sekonder

olmus olabilir.

Altag ve ark. tarafindan seftriaksonun rat beynindeki iskemi reperfiizyon
hasar1 tizerine etkilerinin incelendigi calismada I/R grubunda MDA diizeylerinde
calismamiz1 destekler nitelikte anlamli artis raporlanmistir. Ayni ¢alismada gruplar
arasinda NO degerlerinde anlamli fark raporlanmamis olup bizim g¢alismamizdan
farkli sonuclar elde edilmistir. Altag ve ark. ¢alismasinda I/R grubunda SOD
seviyelerinde anlamli azalma raporlanmis olup bizim ¢alismamizda gruplar arasinda
anlaml fark bulunamamistir. Ayn1 ¢alismada GSH-Px diizeyleri incelendiginde I/R
grubunda anlamli azalma belirtilmistir, bu bulgu bizim g¢alismamizla uyumludur

(152).

CK ozellikle kas metabolizmasinda yer alan temel enzimler arasindadir.
Dimerik yapida olan CK, B ve M zincirlerinden olugsmakta olup CK-MB, CK-BB,
CK-MM seklinde ii¢ al tipi vardir. BB alt tipi 6zelikle beyin ve bobrek dokusunda
bulunmaktadir ve noronal hasarda kan ve BOS’da diizeyleri artar (153). CK-BB
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diizeyleri travma, iskemi gibi patolojilerde artmasina ragmen 6l¢iim agisindan ¢ok
diisiik oldugundan uygun standardizasyon ve hesaplamalarla CK-MB diizeyleri CK-
BB diizeyleri ile ilgili bilgi vermek iizere kullanilabilmektedir. Calismamizda CK
diizeyleri I/R grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,001)
artmistir. I/R+Mino grubunda, I/R grubuna gore istatistiksel anlamli (p<0,05) azalma
gozlenmektedir. CK-MB diizeyleri degerlendirildiginde ise I/R grubunda sham
grubuna gore istatistiksel anlamli (p<0,05) artis; I/R+Mino grubunda I/R grubuna
gore istatistiksel anlaml (p<0,05) azalma gozlenmektedir. Calismamizda minosiklin
verilen grupta, I/R grubuna gore CK ve CK-MB degerlerindeki diisiisiin minosiklinin

protektif etkilerini destekler nitelikte oldugunu diisiinmekteyiz.

Sitozolik bir glikoliz enzimi olan LDH’in hiicre hasarinda plazmaya
gecmekte ve buna bagli olarak aktivitesi artmis olarak saptanmaktadir. Calismamizda
LDH diizeylerinde I/R grubunda sham grubuna gore istatistiksel anlamli (p<0,05)
artis gozlenmektedir. I/R+Mino grubunda, I/R grubuna gore istatistiksel anlamli

azalma gozlenmemektedir.

NSE glikolitik yolaklarda kullanilan, molekiiler agirligi yaklasik 80.000 D
olan, ¢oziinebilir dimerik bir enzimdir. Spesifik olarak noronal stoplazmada ve
dendritlerde, APUD (amine precursor uptake and decarboxylation) hiicre sisteminde
bulunan bir molekiildiir. NSE dogal olarak bulundugu bu yapilar disinda bazi
malignansilerde de serumda artmis diizeyde gozlenebilir. Literatiirde strok ve
kardiyak arrest gibi patolojilerde artmis serum diizeyleri gosterilmistir (154).
Calisgmamizda I/R ve I/R+Mino gruplarinin degerlerinde sham grubuna gore sayisal

olarak artis gozlenmekle beraber istatistiksel anlamli fark saptanmamugtir.

Horn ve ark. tarafindan gerbil beyin ve serumunda gecici serebral iskemi
sonrasinda ndron spesifik enolaz diizeyleri ile ilgili yapilan ¢alismada okliizyon
sonrast NSE seviyeleri okliizyon siiresinin uzunluguna gore farkli olmak iizere
belirgin yiikselisini post-iskemik 4. saat veya 24. saatte gostermis ve maksimum
degerler kontrol gruplarinin 3 kat1 ile 20 kat1 arasinda degismis olarak bulunmus.
Ayrica her iki grup da iskemik yaralanma sonrast NSE yiiksekligini 96 saate kadar
sirdiirmiis olarak raporlanmis. Ayni calismada NSE’nin iskemi sonrasi noronal

immunoreaktivite kaybinin artmig NSE diizeyleri ile ilintili oldugu belirtilmis (154).
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Kittaka ve ark. tarafindan ratlarda fokal iskemi ve reperfiizyon sonrasi beyin
hasarast ve NSE azalmasma sistemik dolasimdaki nikardipinin etkileri ile ilgili
yapilan ¢alismada da belirtildigi gibi NSE noron hasar ile ilgili olarak plazmada
spesifik olarak ol¢iilebilen bir markerdir (155).

Bizim tarayabildigimiz kadar ile literatiirde NSE degerlerinin serebral iskemi
tanisinin konmast acisindan biyokimyasal bir parametre olabilecegi ve degerlerinde
uygun tedavi ile diisme saptanabildiginden hastaligin genel prognozunu
gosterebilecegi ile ilgili bilgiler bulunmaktadir. Caligmamizda iskemi sonrasi 20
dakikalik perflizyonun ardindan dekapitasyon hemen uygulandigindan, denekler
uzun siire reperfiizyona maruz kalmamislardir. Calismamizdaki NSE degerlerinin bu
nedenle literatiirdeki gibi anlamli  yiiksek degerlere sahip olmadigim
diisiinmekteyiz.Bu bilgiler dogrultusunda NSE’nin serebral iskemide diyagnostik ve
prognostik yerinin ¢ok merkezli ve genis ¢aligmalarla detayli olarak incelenmesi ve

standardize edilmesi gerektigi diisiincesindeyiz.

Noronal protein S100b hiicresel beyin hasarini gosteren bir parametredir ve
plazma degerleri serebral travma sonrasi artmaktadir. Protein S100b astrosit markir
proteinlerdendir. Periferdeki S100b ekspresyonu iskemi sonrasi reperfiizyon hasari

ile artis gdstermektedir ve bu bilgi S100b sentezinin up-regiile edildiginin isaretidir.

Yasuda ve arklarmin c¢alismasinda ekstraseliiler araliktaki S100b

yiiksekliginin hasarlanmis astrositlerin S100b sentezini up-regiile etmesi ile ilgili

olabilecegi ifade edilmektedir (156).

Calismamizda I/R ve I/R+Mino gruplarinda sham grubuna gore istatistiksel
anlaml fark saptanmakla beraber I/R+Mino grubunda I/R grubuna gore istatistiksel
anlaml fark saptanmamistir. Calismamizdaki protein S100b degerlerinde iskemi
sonras1 saptanan ylikselme literatiirle uyumludur. Minosiklin uygulanan grupta I/R
grubuna gore anlamli fark saptanmamasi uygulanmasi gereken optimum ila¢ dozu,
stiresi ile ilgili olabilecegi gibi iskemi sonrasi reperfiizyon hasarinin belirlenebilmesi

i¢cin daha uzun siire beklenmesi gerekliligi olabilir.

Bu calismada serebral iskemi-reperfiizyon hasari olusturulan ratlarin bir

grubuna minosiklin verildi. Gruplarin patolojik ve biyokimyasal degerlendirmeleri
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yapildi. Minosikline bagli iskemi-reperflizyon hasarindaki bazi parametrelerde
istatistiksel anlamli degisiklikler saptandi ve patolojik degerlendirmelerde kismi
diizelme gozlendi. Minosiklinin néroprotektif ve antioksidan etkinligi olabilecegi ile
caligmalar mevcuttur ancak biz literatiirde saptayabildigimiz kadar1 ile minosiklinle
yapilmis calismalarda NSE, protein S100 B, CK ve CK-MB parametrelerinin ¢ok
irdelenmedigini gozlemledik. Ayrica minosiklin ile ratlarda yapilmig ¢aligmalarda
minosiklinin verilis doz, zaman (iskemi Oncesi, sonrasi), siklig1 ve verilis siiresi ile
ilgili ¢cok farkli degerlendirmeler oldugu gozlendi. Calismamizdaki degerlerimiz ve
sonuclar bize tani, prognoz ve tedavide optimum faydali olabilecek laboratuvar
testlerinin ve minosiklinin etkilerinin ¢ok merkezli ve genis denek sayili ¢caligmalarda

irdelenmesi gerektigini diislindiirdi.
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6.SONUCLAR

“’Siganlarda Minosiklinin Beyin Iskemi-Reperfiizyon Hasart Uzerine
Etkilerinin Incelenmesi’> baslikli bu calisma ikinci kusak yar1 sentetik bir tetrasiklin
olan minosiklinin anti-inflamatuvar, anti-oksidan ve ndroprotektif etkilerini noral
doku i¢in anlamli olabilecek biyokimyasal parametrelerle ve histopatolojik

degerlendirmelerle incelemek iizere yapilmistir.

Bilateral CCA okliizyonu sonrasi yapilan reperfiizyon ile serebral dokuda
reperfiizyon hasar1 olusturulmaya c¢alisilmis ve bu hasar MDA, SOD, NO, CAT,
GSH-Px, CK, CK-MB, LDH, NSE ve protein S100bden olusan biyokimyasal
parametrelerler degerlendirilmistir.  Biyokimyasal parametrelere ek olarak
histopatolojik  goriintiileme yapilmis, uygulanan modifiye skala sistemiyle
degerlendirilmistir. Biyokimyasal ve histopatolojik degerlendirmeler SPSS paket
programi (SPSS v15 for Windows) kullanilarak istatistiksel acidan degerlendirilmis
ve verilerin dagilimia gore One-Way ANOVA testi, gruplar aras1 karsilastirmalarda

post-hoc LSD testi uygulanmistir.

Serebral iskemi sonrasi reperflizyonla olusan hasarda minosiklinin
noroprotektif, anti-inflamatuvar, anti-oksidan etkiler gosterdigi, bunun noronal
yapida kismi diizelmeye neden oldugu diisiiniilebilir. Bu kaniyr destekler nitelikte
bulgular elde edildigi de diisiiniilmektedir. Iskemi sonrasi reperfiizyon siiresinin
uzun tutulmasinin, buna bagli incelenen biyokimyasal markirlarin reperfiizyon
basladiktan sonra belli araliklarla ve uzun bir siire¢ boyunca degerlendirilmesinin

daha detayli sonuglar elde edilmesine yardimci olacagi diistiniilmektedir.
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Minosiklinin serebral iskemi-reperfiizyon hasarinda etkinliginin arastiriimasi
ile ilgili caligmalarda NSE, protein S100b gibi markirlarin incelenmesinde elde
edilebilecek destekleyici sonuglarla minosiklinin ilerleyen zamanlarda tedavi edici ve
prognostik acidan rutin kullanima girmesi gergeklesebilir, morbidite ve mortaliteye

olumlu katkilar saglanabilir.
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