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OZET

Inme (stroke) koroner kalp hastaligi ve kanserden sonra dliime sebep olan
iiciincii siradaki hastalik grubudur. iskemik inme ise serebrovaskiiler hastaliklara
bagli inmelerin en sik sebebidir.

Apopitozis, beyin parankiminin iskemi sonrasi olusan reperflizyon ve
sekonder doku zedelenmesindeki en Onemli mekanizmalardan biridir. Serebral
iskemide hiicre Oliimiine uzanan olaylar1 baglatan bir¢cok faktor bulunmaktadir.
Bunlar, serbest radikal iiretimi, eksitoksisite, sodyum ve kalsiyum akis1 bozulmasi,
enzimatik degisiklikler, inflamatuvar siirecin uyarilmasi, trombosit ve lokositlerin
aktivasyonu, gecikmis koagiilasyon, endotelyal disfonksiyon ve endotelin (ET)
salimmmimi igerir. En oOnemli faktOrlerin basinda hiicre i¢i  kalsiyum
konsantrasyonundaki asir1 artis gelmektedir. Hiicre i¢inde asir1 artan kalsiyum
konsantrasyonu fosfalipazlar, proteazlar ve endoniikleazlar gibi enzimlerin
aktivasyonunu ve serbest radikal olusumuna yol agan olaylar zincirini baglatir.
Ayrica endotelinlerin ETA ve ETB reseptorlerine baglanmasi sonucu hiicre i¢i sinyal
sistemleri harekete gecer. Ornegin G proteinlerinin uyarmmi sonucu, fosfolipaz C
aktivasyonu, inositol fosfat ve diagilgliserol salinimi ve hiicre i¢i kalsiyum
depolarindan kalsiyum diizeylerinin yiikselmesi s6z konusudur.

Endotelin sisteminin c¢esitli biyolojik etkileri nedeniyle ateroskleroz,
hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi, akut koroner iskemik sendromlar ve akut-
kronik renal yetersizlikte rol alabilecegi diisiiniilmektedir.

Bosentan, endotelin reseptorleri olan, hem ETA hem de ETB'nin kompetitif
antagonistidir. Glinlimiizde primer (idiyopatik ve ailesel) pulmoner arteryel
hipertansiyon (PAH) tedavisinde kullanilmaktadir. Endotelin antagonistlerinin giiclii
vazodilator etkisi ile birlikte antioksidan 6zelligi oldugu da bildirilmistir.

Bu ¢alismada iskemi-reperfiizyon olusturulan ratlara islem sonrasinda 5 giin
stire ile diizenli olarak bosentan molekiilii uygulandi. Dekapite edilen ratlarin beyin
dokularina histopatolojik incelemeler yapildi. Beyin dokularinda oksidan ve
antioksidan diizeyleri belirlendi. Bosentan uygulanan ratlarm antioksidan
diizeylerinin ve histopatolojik incelemelerinin bosentan uygulanmayan gruba gore

daha iyi oldugu gozlendi.
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Sonu¢ olarak bu ¢alisma bosentanin, iskemik inmenin ndron Olimi ile
sonuglanan olumsuz etkilerini azaltabilecek bir ajan olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Iskemik inme, Bosentan, Rat



ABSTRACT
PROTECTIVE EFFECT OF BOSENTAN INDUCED BY CEREBRAL
ISCHEMIA AND REPERFUSION INJURY IN RATS

Stroke is the third-ranking disease group causing death after coronary heart
disease and cancer. Also ischemic stroke is the most common cause of stroke due to
cerebrovascular diseases.

Apoptosis is one of the most important mechanisms in reperfusion and
secondary tissue injury occuring after brain paranchyma ischemia. In cerebral
ischemia, there are many factors that start the events leading to cell death. These
factors contain free radical production, excitotoxicity, sodium and calcium flow
disruption, enzymatic changes, stimulation of the inflamatuar process, the activation
of platelets and leukocytes, delayed coagulation, endothelial dysfunction and
endothelin (ET) release. The most important factor among these is the excessive
increase of intracellular calcium concentration. Excessively increased intracellular
calcium concentration leads to a chain of events such as the activation of
phospholipases, proteases and endonucleases and the formation of free radicals. In
addition, binding of endothelins to ETA and ETB receptors causes activation of
intracellular signaling systems. For example, as a result of G proteins stimulation,
phospholipase C activation, release of inositol phosphate and diacylglycerol, and
increased level of calcium in intracellular stores occur.

It is thought that endothelin may play a role in atherosclerosis, hypertension,
congestive heart failure, acute coronary ischemic syndromes and acute-chronic renal
failure due to a variety of biologic effects of endothelin system.

Bosentan, an endothelin receptor, is the competitive antagonist of both ETA
and ETB. Today, it is used in the treatment of primary (idiopathic and familial)
pulmonary arterial hypertension (PAH). In addition to strong vasodilator effect, it has
also been reported that endothelin antagonists have antioxidant properties.

In this study, after ischemia-reperfusion procedure, bosentan molecule was
regularly given to rats for 5 days. The brain tissues of decapitated rats were
histopathologically examined. The levels of oxidant and antioxidant were determined
in these brain tissues. It was observed that antioxidant levels and histopathological

examinations were in rats given bosentan better than control group rats.
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A result, this study has showed that bosentan may be an agent which could
reduce negative effects resulting from neuronal death associated with ischemic
stroke.

Keywords: Ischemic stroke, Bosentan, Rat
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1. GIRIS

Inme; vaskiiler nedenler disinda kanitlanabilir nedenler olmaksizin fokal,
bazende global serebral fonksiyon bozukluguna ait bulgularin ani yerlesmesi ile 24
saatten daha uzun siiren ve 6liime neden olabilen bir klinik sendromdur (1).

Inme 6liim sebepleri igerisinde iigiincii ve sakathk ydniinden de birinci sirada
olan hastalik grubudur. Serebrovaskiiler hastaliklarin % 80-85’in1 olusturan iskemik
inme, norolojik hastaliklar igerisinde en sik goriilen ve en ¢ok Gliime neden olan
hastaliktir. inmeye bagli olusan sakatliklar; kisi, aile ve toplum iizerinde psikososyal
problemlere yol agar. Ayrica sosyal giivenlik sistemi ve aile iizerine ekonomik
acidan belirgin yiikk getirir. Serebrovaskiiler Hastalik(SVH)’larin onlenmesi ve
tedavisi, bu yonleriyle cok 6nemli bir halk sagligi sorunudur (2).

iskemik inme baslangicindan itibaren multiple mekanizmanin beyin hasarina
katkis1 bilinmektedir.

Bunlar, serbest radikal iiretimi, eksitotoksisite, sodyum ve kalsiyum akis1
bozulmasi, enzimatik degisiklikler, inflamatuvar siire¢ uyarilmasi, trombosit ve
lokositlerin  aktivasyonu, gecikmis koagiilasyon, endotelyal disfonksiyon ve
endotelin (ET) salinimini igerir (3-5).

Endotelinler viicutta dogal olarak olusan peptidlerdir (6). Bilinen en gii¢lii
vazokonstriiktor molekiillerdir (7, 8)

Endotelinlerin ETA ve ETB reseptorlerine baglanmasi sonucu hiicre i¢i sinyal
sistemlerinin harekete gectigini ve bunlar arasinda G proteinleri uyarimi sonucu
fosfolipaz C aktivasyonu inositol fosfat ve diagilgliserol salmim ve hiicre ici
kalsiyum depolarindan kalsiyum diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir (9).

Endotelin antagonistlerinin gii¢lii vazodilator etkisi vardir ve yakin zamanda
antioksidan 6zelligi oldugu gosterilmistir (10).

Bosentan endotelin reseptorlerinden olan ETA ve ETB'nin kompetitif
antagonistidir. Giliniimiizde halen primer (idiyopatik ve ailesel) pulmoner arteryel
hipertansiyon (PAH) tedavisinde kullanilmaktadir (11, 12).

Son zamanlarda bosentanin invitro olarak serebral vazospazm iizerine etkileri ile

ilgili yaynlar goriilmektedir (13).



Bu calismamizda ET Reseptor Antagonisti olan bosentanin deneysel iskemik
model olusturulan si¢canlarin beyin dokusunda koruyucu etkilerini incelemeyi
amagcladik.

1.1. Serebrovaskiiler Hastahklar

1.1.1.Tamm

Beyin damar hastaliklar1 (serebrovaskiiler hastaliklar) beyni besleyen
damarlarin cesitli patolojik siirecler nedeniyle tikanmasi, daralmasi veya damarin
yirtilarak kanin damar disina ¢ikmasi sonucunda ortaya ¢ikan klinik tablolara denir
(14, 15).

Strok ve inme ayn1 amagla kullanilan kelimelerdir (14). Bu patolojik stirecler
serebrovaskiiler hastaliklar1 sadece trombiis, emboli, diseksiyon veya damar
yirtilmast gibi goriinen patolojiler ile degil ayn1 zamanda aterosklerozis, arteritis,
anevrizmal dilatasyon ve gelisimsel malformasyonlar gibi serebral arterlerin primer
patolojileri olarakda degerlendirir (15).

Diinya saglik orgiitiine gére inme; vaskiiler nedenler disinda kanitlanabilir
nedenler olmaksizin fokal, bazende global serebral fonksiyon bozukluguna ait
bulgularin ani yerlesmesi ile 24 saatten daha uzun siiren ve 6liime neden olabilen bir
klinik sendromdur (1).

1.1.2. iskemik inme

Iskemik inme, serebrovaskiiler hastaliklara bagli inmelerin en sik sebebidir.
Serebrovaskiiler hastaliklar iskemik (infarkt) ve hemorajik (kanama) olmak tizere iki
ana grupta incelenir. Hemorajik inme ise primer intraserebral kanama ve subaraknoid
kanama seklinde ikiye ayrilir (16-18).

Akut iskemik inme fokal serebral kan akiminin ani olarak kesintiye ugramasi
ile gelisir (19, 20) Iskemik inmeli hastalarda erken anjiyografi yapildiginda,
hastalarin % 70-80’inde iskemik inme sebebi olarak embolik veya trombotik
okliizyon gdsterilmistir (21-24).

1.1.3. Epidemiyoloji

Inme 6liim sebepleri igerisinde iigiincii ve sakathk ydniinden de birinci sirada
olan hastalik grubudur. Serebrovaskiiler hastaliklarin % 80-85’in1 olusturan iskemik
inme, norolojik hastaliklar icerisinde en sik goriilen ve en ¢ok Oliime neden olan

hastaliktir. inmeye bagli olusan sakatliklar; kisi, aile ve toplum iizerinde psikososyal



problemlere yol agar. Ayrica sosyal giivenlik sistemi ve aile iizerine ekonomik
acidan belirgin yiik getirir. Serebrovaskiiler Hastalik (SVH)’larin Onlenmesi ve
tedavisi, bu yonleriyle cok 6nemli bir halk sagligi sorunudur (2).

Iskemik inme tedavisinde amag, ndrolojik hasarlanmay1 en aza indirmek,
iskemiye ikincil olusabilecek ek hasarlar1 engellemek ve hastanin fonksiyonel
tyilesmesini kolaylastirabilecek onlemleri almak olmalidir (25).

Yaglara gore yillik inme insidansi; 55-64 yaslarinda 1,7-3,6/1000, 65-75
yaslarinda 4,9-8,9/1000, 75 yastan sonra 13,5-17,9/1000 olarak bildirilmistir (17).

Kadinlarda 55-64 yas aras1 inme insidans1 erkeklere gore 2-3 kat daha az olup
85 yasina dogru bu farkin azaldig1 goriilmektedir (26).

Iskemik olaylarda diurnal ve mevsimsel degisiklikler gozlenir, sabah
saatlerinde ve kis aylarinda iskemik inmenin arttig1 gézlenmistir (17, 27, 28).

Prevelans; belirli bir zaman diliminde bir popiilasyondaki eski ve yeni olgu
sayisinin risk altindaki niifusa boliinmesiyle elde edilen bir orandir. Yagla birlikte
artan inme prevalansi yasayabilen hastalara baghdir ve cografi degisiklikler
gosterebilir. Bati iilkelerinde prevalans 8/1000, japonyada 20/1000 iken Tiirkiye i¢in
saglikli veriler yoktur (17, 29).

Bogousslavsky ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢aligmada, tiim inmelerin %89’u
iskemiktir ve bunlarin %42’si ateroskleroza bagli inmeler olusturmaktadir (30).
Tiirkiyede, Ege Universitesinde yapilan ¢alismada, tiim inmelerin %77’si iskemiktir,
bununda %37’si ateroskleroza bagli inmelerdir (31). Iskemik inmelerde ortalama yas
63=+12 olarak bildirilmistir (31).

1.1.4. Risk Faktorleri

Iskemik inme igin risk faktorleri degistirilemiyen ve degistirilebilen risk
faktorleri olmak iizere iki gruba ayrilir;

Iskemik inme i¢in risk faktdrleri (28)

1- Degistirilemeyen risk faktorleri

e Yas

e Cinsiyet

o Irk, etnik kdken

¢ Aile hikayesi

e Genetik



2- Degistirilebilen risk faktorleri

e Arteriyel hipertansiyon

e Gegici iskemik atak

e Gegirilmis inme

e Asemptomatik karotis tifliriimii ve stenozu

e Kalp hastaliklar1

e Arkus aorta ateromatozisi

e Diabettes mellitus (DM)

e Dislipidemi

e Sigara i¢cimi

e Alkol kullanim1

e Fibrinojen yiiksekligi

e Hiperhomosisteinemi

e Diisiik serum folat seviyesi

e Artmus antikardiolipin antikorlar

e Hormon tedavisi

e Obezite

1.1.4.1. Degistirilemeyen risk faktorleri

Ileri yas inme igin en kuvvetli risk faktoriidiir. Yasin ilerlemesi ile birlikte
inme insidansi belirgin olarak artar. iskemik inme siyah 1rkta beyaz rktan daha fazla
goriiliir. 75 yasina kadar iskemik inme erkeklerde kadinlardan daha sik goriiliir (28).

1.1.4.2. Degistirilebilen risk faktorleri

Yas faktoriinden sonra inme i¢in en kuvvetli risk faktorii hipertansiyondur
(4).Hipertansiyon en oOnemli diizeltilebilen risk faktoriidir (28). Hipertansiyon,
endotel disfonksiyonu meydana getirerek ve endotelinin lipoproteinlere
gecirgenligini  artirarak ateroskleroz olusumuna katkida bulunmaktadir (28).
Hipertansiyon ateroskleozu ve kalp hastaligi gelisimini hizlandirarak inme riskini ti¢
ile dort kat artirir (28).

Diabetes mellitus erkeklerde ve kadinlarda diabeti olmayanlarla
karsilastirildiginda iskemik inme riskini iki ile dort kat artrr (16, 17, 28, 32).

Kalp hastaliklar1 iskemik inme i¢in énemli bir risk grubu olup yapisal kalp

hastaliklar1 ve 6zellikle atrial fibrilasyon gibi aritmiler embolik inme riskini artirir



(17). Kalp kapak hastaligi, miyokard infarktiisii, kroner arter hastali§i, konjestif kalp
yetmezligi, sol ventrikiil hipertrofisi ve mitral kapak prolapsusu iskemik inme riskini
artrran diger kalp hastaliklarindandir (16, 15, 28, 31-34).

Sigara i¢enlerde iskemik inme riski igmeyenlere gore 2-3 kat artmaktadir (16,
28, 29, 32, 35, 36). Sigaranin kan fibrinojen konsantrasyonunu yiikselttigi,
trombOSIt agresyonunu ve hematokriti artirarak kan viskozitesini artirdig1
gosterilmistir (17, 28).

Fazla miktarda alkol alimmin kan basincini, kan trigliserit diizeyini,
paroksismal atrial fibrilasyon ve kardiyomiyopatiyi artirarak inme riskini artirdigi, az
miktarda alkol aliminin ise inme i¢in bir risk faktorii olmadig1 veya riski azalttigi
gosterilmistir (16, 17, 28, 29). Gegici iskemik atak (GIA) daha sonra gelisebilecek
olan inme i¢in nemli bir haber vericidir. GIA gegirenlerde yillik inme riski %1-15
olup bu risk ilk y1l icinde en yiiksektir (16, 28).

Inme ile yiiksek kolestrol seviyesi arasindaki iliski koroner arter
hastaliklarindaki gibi net degildir. Bununla beraber yiiksek serum total kolestrol ve
yiiksek diislik dansiteli lipoprotein diizeyleri ile ateroskleroz arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu bildirilmistir (32).

Menapozal donemde Ostrojen replasman tedavisinin inme riskini ve
mortalitesini azalttig1 bildirilmistir (28). Dogurganlik ¢agindaki kadinlarda ise inme
nadir goriiliir. I¢inde fazla miktarda 6strojen bulunan oral kontraseptif kullanan 35
yas lUzerindeki kadimnlarda, hipertansiyon, hiperlipidemi ve sigara i¢cimi mevcutsa
inme riski rolatif olarak artar (28, 29).

HomOSIsteinin vaskiiler diiz kas hiicreleri igin giiclii bir mitojen oldugu
gosterilmistir. Bazi arastirmacilar  hiperhomosisteineminin vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde  proliferasyonu indiikleyerek aterosklerozu hizlandirdigim1  6ne
siirmektedir (37). Serebrovaskiiler, koroner ve periferik arter hastaligi olan hastalarda
hiperhomosisteinemi prevelans1 %12-47 arasmmda degismektedir (38, 39).
Hiperhomosisteinemi ile iliskili aterosklerotik yatkinhigin temelinde endotel
disfonksiyonu ve endotel zedelenmesi oldugu bildirilmistir. Bunun sonucunda
gelisen trombosit aktivasyonu ile trombiis formasyonunun ortaya ¢iktigi deneysel

olarak gosterilmistir (37).



Antitrombin III, protein-C ve protein-S bozukluklar1 ile hiperiiriseminin inme
riskini artirdiklarma dair bildirimler mevcuttur (28, 29). 50 yasindan geng¢ hastalarda
GIA ve inme riskini artiran diger bir risk faktdriide antifosfolipit antikorlardir (28).
Plazma fibrinojen diizeyi ile kan viskozitesindeki artis ve hemoglobin ile hematokrit
konsantrasyonlarindaki artis  iskemik inme  gelisimini  artwrabilir  (28)
Hiperhomosisteineminin iskemik inme riskini arttirdigma dair bildirimler mevcuttur
(28, 29, 37, 40).

Inflamasyonu yansitan bir akut faz reaktani olan C-Reaktif Protein (CRP)
yiiksekligi ile inmeyide igceren vaskiiler olaylar arasinda iliski oldugunu gosteren
bildirimler mevcuttur (41).

1.1.5. Serebral vaskiiler anatomi

Metabolik olarak viicutaki en aktif organlardan biri olan beynin bu aktiviteyi
saglayabilmek icin zengin bir kan akimma ihtiyac1 vardir. Normalde total kan
voliimiiniin ortalam %20’sini, glukozun %17’sin1 kullanan beyin, akcigerler
tarafindan absorbe edilen oksijenin de %20 kadarmi kullanmaktadir (14).

Beyin arteriyel kan akimmimn kokeni arkus aortadwr. Buradan c¢ikan
brakiosefalik arter (sag subklavian arter ve sag ana karotid artere ayrilir), sol ana
karotid arter ve sol subklavian arterler 6nde karotis sistemi arkada da vertebrobaziller
sistemi olusturan dallarin1 verirler. Genel olarak supratentoriyel yapilarin arteriyel
dolanimmi karotis sistem ve vertebrobaziller sistemden ayrilan posterior serebral
arter saglarken, infratentoriyel yapilarin arteriyel dolanimini vertebrobaziller sistem
saglar (14).

1.1.5.1. Karotis sistem (On sistem)

Sag ve sol internal karotid arter ve dallarinin olusturdugu sistemdir. Bu
sistemde kortikal olarak orta serebral arter frontal, parietal ve temporal loblarin
lateral yiizlerinin kan akimini saglar. Anterior serebral arter ise frontal ve parietal
loblarin medial yiizlerinin arteriyel beslenmesini saglar (14, 17).

1.1.5.2. Vertebrobaziller sistem (Arka sistem)

Bu sistem sag ve sol subklavian arterlerden ayrilan vertebral arterler ve
bunlarin ponsun 6n yilizeyinde birleserek baziller arteri olusturmasiyla meydana gelir

(14, 17). Sistemden ayrilan dallar spinal kord, beyin sapi, serebellum, talamus,



internal kapsiil, bazal ganglia, oksipital korteks ve inferomezial temporal korteksin
arteriel kan akimini saglarlar (14, 17).
1.1.5.3. Willis poligonu
Interpediinkiiler sisterna igerisinde internal karotid arter ve baziller arterin
dallar1 ve bunlar arasindaki anastomozlarin meydana getirdigi poligondur (14, 15, 28,
29, 32). Willis poligonunu O6nde anterior serebral arterler ve bunlar1 birlestiren
anterior kommunikan arter olusturur. Arkada ise internal karotidleri posterior
serebral arterlere birlestiren posterior kommunikan arterler ve posterior serebral
arterler olusturur (14, 17).
1.1.5.4. Watershed alanlar
Serebral arterlerin terminal dallarinin birbirleriyle anastomoz yaptiklari
iskemiye hassas ortak sulama alanlaridir. Bu alanlarda global iskemide c¢ok kisa
stirede kalict hasar (infarkt) olusur (14, 18). Bu alanlarin beyindeki lokalizasyonlar1
sunlardir:
a. Hemisferlerin list kisminda anterior ve orta serebral arterlerin terminal dallar1
arasinda.
b. Parietal ve oksipital lobda orta ve posterior serebral arterlerin terminal dallar
arasinda.
c. Hemisferlerin medial kisminda posterior ve anterior serebral arterlerin
terminal dallar1 arasinda.
1.1.6. Fizyopatoloji
Beynin enerji kaynagi sadece glukozdur. Beynin enerji depolama 6zelligi
olmadigindan hiicreler i¢in gerekli olan iyon dengesinin saglanabilmesi i¢in siirekli
ve sabit ATP gereksinimi vardir. Buda siireklilik gosteren kan akimi ile saglanir (14).
Santral sinir sistemi iskemiye en duyarli organlardan biridir. Oksijen ve glikozun
sadece birka¢ dakika siireyle bile kritik seviyelerin altmma inmesi beyin
fonksiyonlarinda bozulma ile sonuglanir. Eriskin bir insanda istirahat halinde 100 gr
beyin dokusu bir dakikada 5 mg glukoz, 3-3,5 ml oksijen tiikketmektedir (14-16, 28).
Kardiyak output’un %20’sini alarak dakikada ortalama 800 ml kan kullanan
beyin dokusunda ortalama kan akimi 50-55 ml /100 gr / dakikadir. Ortalama serebral

kan akimi fonksiyonel aktivitenin arttig1 beyin bolgelerinde en ytliksektir. Bu miktar



gri cevherde 70-80 ml/100gr/dk. iken beyaz cevherde 30ml/100gr/dk. civarindadir
(14, 17, 28, 29).

Normal sartlarda beyindeki kan akimmni beyin kaidesindeki serebral
perfiizyon basinci (SPP) , kan vizkozitesi ve intrakranial damar ¢aplarmin belirledigi
serebrovaskiiler rezistans belirler. SPP, kanin serebral sirkiilasyona yollanmasimi
saglayan arteryel basing ile vendz basmg farkidir (14). Serebral damarlar beyinde
degisen fizyolojik sartlara gdre ¢aplarini degistirebilme 6zelligine sahiptir ve buna
otoregiilasyon denir. Otoregiilasyonun iki tipi vardir. Birincisi kan ve dokudaki
karbondioksit ve oksijen basinglar1 ve pH degisimlerine gore olusan otoregiilasyon ki
buna kemoregiilasyon da denir. Ikincisi sistemik kan basmci degisimlerine gore
olusan otoregiilasyondur (14, 17). Yas ilerledikce otoregiilasyon daha az efektif olur.
Serebral iskemi, kafa travmasi, diffiiz serebral hipoksi, subaraknoid kanama sonrasi
vazospazm ve karotis stenozlarinda da otoregiilasyon bozulabilir (14, 17, 29).

Ortalama arteriel kan basmcinin belirli bir diizeye kadar olan diismesi beyin
arteriollerinin vazodilatasyonuna, yiikselmesi ise vazokonstriksiyonuna neden olarak
serebral kan akiminmn korunmasmi saglar. Serebral kan akiminin korunmasini
saglayan sistemik arteriyel kan basinci sinirlar1 ortalama 50-160 mmHg arasindadir
(14, 17, 29).

Arteriyel  kandaki  karbondioksit, = oksijen = ve  hidrojen  iyon
konsantrasyonundaki degisikliklerin serebral kan akiminin kontroliinde 6nemli
etkileri vardir. Bunlar icinde en etkili stimulus parsiyel karbondioksit basmcindaki
degisikliktir. Parsiyel karbondioksit basincindaki hafif bir yiikselme serebral
arteriollerin vazodilatasyonuna neden olarak serebral kan akimini belirgin derecede
artirir. Tersi durumda ise serebral kan akimi azalir (14-17, 32).

Vaskiiler tikanma ile oksijen ve glukoz desteginin kesilmesi, enerji lireten
sistemlerdeki bozulmanin sonucunda gelisen hiicresel metabolizma degisiklikleri ve
hiicre membranindaki bozulmalar serebral infarktin temelini olusturan iki
patofizyolojik stiregtir (15).

Beyin kan akimimin 30 saniye siireyle kesintiye ugramasi: sonucunda beyin
metabolizmasinda degisimler baslar. Bir dakika sonra néronal fonksiyonlar durur.
Bes dakika sonra ise anoksi ve serebral infarkt ile sonu¢lanacak olaylar zinciri baslar

(15, 16, 28, 32).



Serebral kan akimi 30-35ml/100 mgr/dk. diizeyine geldiginde ekstraselliiler
hidrojen iyon konsantrasyonunda artma olur (17). Membran yetmezligi i¢in esik kan
akimi degeri 8 ml / 100 mg / dk.dwr. Bu esik degerde adenin tri fosfat (ATP) belirgin
azalirken hiicre icinde kalsiyum, hiicre disinda ise potasyum artis1 olur. Hiicresel
asidoz gelisir ve takiben serebral nekrozun histopatolojik bulgular1 geri doniisiimsiiz
olarak yerlesir (28). Serebral arter tikaniklig1 oldugu zaman, smirli bir bolgede kan
akim kritik seviyenin altina diiser ve doku nekrozu gelisen bu alan iskemik ¢ekirdek
olarak adlandirilir. iskemik ¢ekirdegin etrafinda kollateral damarlar tarafindan
beslenen ve heniiz nekroz gelismemis alanlar mevcuttur. Bu alanlarda heniiz infarkt
meydana gelmemistir. Iskemik durum diizeltilmez ise bu bolgenin zaman iginde
nekroza gitme olasiligr vardir. Kan akimmin azaldigi ancak kalici hasarin heniiz
olusmadig1 beyin bolgesine kurtarilabilir doku (penumbra) adi verilir. Penumbra
gilinlimiizde tedavi yaklasimlarinin temel hedefini olusturur (17).

Penumbra kavrami noronlarn elektiriksel olarak sesiz olmakla beraber
yapisal biitiinliigliniin korundugu iskemik kosullar1 tanimlamak i¢in kullanilmaktadir
(42).

Penumbra’nin dinamik 6zellikte oldugu, kendi haline birakildiginda kisa siire
sonra bu bolgede de infarkt olustugu bildirilmistir (43). Bu nedenle “zaman beyindir”
anlayis1 yerlesmistir. Iskemik cekirdekte, enerji kesilmesi sonucu iyon pompa
sistemleri hemen iflas etmisken, penumbra’da elektrik aktivite bozukluguna ragmen
membran hemostazi korunmustur. Bu nedenle penumbra alan1 hem deneysel hemde
klinik tedavi ¢alismalarinda hedef alinan “kurtarilacak doku”dur (43). Bu ilerleyici
bozuklugun 24 saate kadar devam ettigi ve reperfiizyonla geri dondigl gosterilmistir
(44). Bu da penumbranin dinamik 6zelligini ortaya koyan bir tedavi yapilmazsa, kisa
sayilacak bir siire i¢inde geri-doniissiiz doku hasarinin yerlesecegini gostermektedir
(44).

Serebral iskemik dokuda olusan biyokimyasal kaskadin bircok kademeleri
vardir. Yapilan c¢alismalar néron Olimiine yol agan baslica dort faz oldugunu
gostermistir (14, 32). Bu fazlarda rol oynayan major mediatorlerin intraselliiler
sitozolik kalsiyumun kontrolsiiz yiikselisi, serbest radikallerin artis1 ve asidoz oldugu
gosterilmistir (14, 32).

Bu fazlar;



1. Eksitoksisite
Periinfarkt depolarizasyon

Inflamasyon

Sl

Apopitoz, nekroz

1.1.6.1. Glutamat Eksitotoksitesi

Glutamat (GA) beyindeki en dnemli eksitatdr norotransmiterdir. Iskemi ile
ilgili yapilan bir¢ok deneysel arastirma, akut fazda dakikalar i¢inde olusan bir GA
norotoksisitesinin varligin1 gostermistir. Beyinde iskemi ve bircok norodejeneratif
hastalikta GA reseptorlerinin asir1 aktivasyonu ndronal harabiyete ve néron 6liimiine
yol acar. Bu duruma GA eksitoksisitesi denmektedir (14, 15, 32).

Normal sartlarda GA’nin intraselliiller konsantrasyonu, ekstraselliiler
konsantrasyonundan ¢ok daha yiiksektir. GA ekstraselliiller mesafeden astrositler ve
ndronlar i¢ine Na-K-ATPaz sistemi ile sodyuma bagimli olarak tasmir. Iskemide ise
dakikalar icinde ATP azalmasi ile birlikte olusan ndronal membran depolarizasyonu
Na-K-ATPaz sistemini etkileyerek GA’nin ekstraselliiler konsantrasyonunun
artmasma yol acar (14, 15, 32).

Ekstraselliler GA artisi, N-metil D-aspartat (NMDA) ve non-NMDA
reseptorlerinin aktivasyonuna yol acar. Eksitoksisiteden esas sorumlu olan NMDA
reseptor aktivasyonudur. Normalde magnezyum ile bloke durumda olan voltaja
bagimli NMDA reseptor kanali iskemik dokuda acilir ve ndron igine Na', CI ve
suyun girmesini saglayarak hiicrede sisme meydana gelmesine sebep olur (1).
NMDA reseptdr aktivasyonunun uzun siirmesi durumunda ise ndron igine Ca'"
girerek Ca’’a bagimli enzimlerin aktive olmasina ve gecikmis hiicre 6liimiine neden
olur. GA toksisitesinin iskemik penumbranin infarkta donligmesinde rolii oldugu
gosterilmistir (14).

Iskemi ile tetiklenen depolarizasyon NMDA reseptor aktivasyonu i¢in uygun
ortam hazirlarken, hiicre ve doku asiditesi ise bu reseptorlerin asir1 aktivasyonunu
inhibe eder (18, 32).
1.1.6.2. Kalsiyum Sitotoksisitesi
Normal beyin dokusunda ekstraselliiler kalsiyum konsantrasyonu

intraselliiler kalsiyum konsantrasyonundan 104-105 kat daha yiiksektir ve aradaki
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fark enerjiye bagimli olarak diizenlenir. Iskemik beyinde olusan ATP kayb: ile
intraselliiler alanda hizl1 bir kalsiyum artis1 olur (14, 15, 18, 32, 45).

Intraselliiler kalsiyum konsantrasyonunun artis1 durumunda normal fizyolojik
yollarin asir1 stimiilasyonu ile ndronal hasar olusur. Intraselliiler kalsiyumun artist
noron i¢inde kalsiyuma bagli bircok enzimin aktive olmasmna neden olur. Bu
enzimler protein-kinaz-C, protein-kinaz-1I, fosfolipaz-A2, proteaz, protein fosfotaz,
nitrik oksit sentetaz (NOS), endoniikleaz ornitin dekarboksilaz ve ksantin
oksidaz’dir. Kalsiyuma bagli bu enzimlerin aktivasyonu serbest radikal olusumuna
lipid peroksidasyonuna ve protein yikimima neden olarak ndronun harabiyetine yol
acarlar (14, 18, 32, 46, 47).

1.1.6.3. Oksidatif Stres

Iskemide néronal harabiyetin olusumunda 6ne siiriilen teorilerden biride
hiicre iginde serbest oksijen radikallerinin olugsmas1 yani oksidatif stresdir (49, 50).
Serbest radikal en dis yoriingelerinde tek sayili elektron iceren atom ve
molekiillerdir. Normal fizyolojik sartlarda serbest oksijen radikalleri (SOR) hiicre ici
ve dis1 antioksidanlarca inhibe edilir ve ortamdan uzaklastirilir (14, 48). Baslica ii¢
cesit SOR vardir. Bunlar siiperoksid anyonu (02_), hidrojen peroksid (H,O,) ve
hidroksil radikali (OH_)’dir. Hiicre icinde SOR’larin asir1 artist durumunda
antioksidanlarm inhibe edici etkileri yetersiz kalir. Ozellikle hiicredeki intraselliiler
kalsiyumun artis1 ile aktive olan enzimlere bagh gelisen SOR artisi nérondaki
oksidatif stresin esas nedenidir. BOylece artan SOR’lar mitokondri DNA’sini,
lipitleri, proteinleri ve diger molekiilleri zedeleyerek hiicre hasarina neden olurlar
(14, 49, 50).

Iskemik dokunun reperfiizyonu iskemi sirasinda meydana gelen bazi siirecleri
geri cevirir. Fakat bu dokunun ani ve fazla miktarda oksijene maruz kalmasi
durumunda olusan serbest oksijen radikalleri ndronal hasar1 derinlestirebilmektedir
(51).

1.1.6.4 Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO) vazodilator ve hiicre i¢i sinyal iletiminde etkili bir
molekiildiir. Kan basici ve vaskiiler tonusun diizenlenmesi, trombosit adezyon ve
agregasyonunun inhibe edilmesi, permeabilite ve sinaptik transmisyon gibi cesitli

fizyolojik fonksiyonlar1 mevcuttur. Bir norotrasmiter olarakda degerlendirilir (18).
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Serebral iskeminin ilk saatlerinde fizyolojik sinirlarda NO salinimi kan
akimin1 artrrarak enfarkt alanin1 sinirlar. Yiiksek oranda NO salinimi ise
mitokondriyal solunumu inhibe eder, glikolizi baskilar ve hiicre i¢i glutatyon
diizeyini azaltarak sitotoksisiteye neden olur. DNA sentez ve yapisini bozar (18).

1.1.6.5. Periinfarkt Depolarizasyon

Serebral infarkt cevresindeki smir bolgede tekrarlayici bir sekilde yayilan
depresyon benzeri depolarizasyonlarin fokal serebral infarktin genislemesine katkida
bulunduguna inanilmaktadir. Bu depolarizasyon dalgalar1 enerji ihtiyacini
karsilamada giiclik ¢eken penumbrada daha fazla enerji agigma yol acar ve her
depolarizasyonda iskemik ¢ekirdek biiyiir (52-59).

1.1.6.6. inflamasyon

Iskemik inmede beyin dokusunda inflamasyonun etkileri farkli
mekanizmalarla olusmaktadir. Inflamasyonun inme klinigini ve olusan infarkt
dokusunun hacmini olumsuz yonde etkiledigi bildirilmistir. Ayrica bu inflamatuar
siirecin semptomlarin ortaya c¢ikisindan sonraki gilinlerde de devam ettigi
gosterilmistir (14, 32).

Lokositler tarafindan infiltre edilen iskemik dokudaki mikroglia ve
astrositlerden, inflamatuar cevabin 6nemli bir gostergesi olan tiimor nekroz faktor
alfa (TNF-0) ve interlokin- IA (IL-IA) gibi sitokinler agiga ¢ikar. Sitokinler endotel
hiicreleri, lokositler ve plateletlerden adhezyon molekiillerinin salmimmi artirip
iskemik doku harabiyetini daha fazla artirarak noron 6liimiine neden olurlar (14, 32).

1.1.6.7. Apopitoz

Apopitoz yavas gelisen, genetik kontrol altinda olugsan programlanmis hiicre
Olimiidiir ve hiicre kendi 6liimiinde rol alan proteinleri sentez etmektedir (14, 32, 60,
61).

Hiicre i¢i kalsiyumun ve serbest radikalerin artis1 apopitoza yol acan
uyarilardandir. Artmis kalsiyum ve serbest oksijen radikalleri spesifik gen
transkripsiyonlar1 ve protein sentezine neden olur. Diger bir deyisle aslinda iskemik
siire¢c protein ve mRNA sentezini azaltirken ayn1 zamanda 100 kadar geni aktive

ederek yeni protein sentezine neden olmaktadir (14, 32, 62, 63).
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Apopitotik hiicre Oliimiiniin olusmasinda kaspaz adi verilen proteolitik
enzimlerin 6nemli rolii vardir. Kaspaz inhibitorlerinin verildigi deneysel fokal iskemi
modellerinde iskemik hasarin azaldig1 gosterilmistir (14, 18, 32, 64).

1.1.7. iskemi/Reperfiizyon Hasarn

Iskemi/reperfiizyon hasari, yetersiz oksijen sunumu ile baslayan, serbest
oksijen radikallerinin ve immun sistemin rol aldigi ikincil inflamatuar yanitla
genisleyen, karmasik bir siirectir. Dokunun hipoperflizyonu ile olusan hasarlanma
ekstremite iskemisi, serebrovaskiiler olay veya miyokard infarktiisii gibi farkli klinik
sonuglarla ortaya ¢iksa da hiicresel diizeydeki patolojik siireclerin evreleri benzerdir
(65, 66).

Dokuya giden kan akimi kesintiye ugradigi zaman hiicresel disfonksiyona yol
acan ardisik kimyasal olaylar tetiklenir. Hiicresel homeostazin bozulmasina ve hiicre
Olimiine neden olan siire¢ hizla ilerler. Oksidatif fosforilasyon kaybi ve Adenin
Trifosfat (ATP) diisiislinlin eslik ettigi asidoz, kromatin kiimelenmesi, piknoz gibi
olaylar sonucunda olusan plazma membran degisiklikleri hiicresel iyon dengesini
bozar. Hiicre igine Na iyonu ile birlikte su girisi olurken, K iyonu interstisyuma
gecer. Hiicre i¢inde artan Ca iyon ylikii mitokondri membranmin fonksiyonunu
bozar. Endoplazmik retikulumun vezikiillenmesi, lizozomlarm siserek patlamasi,
enzim ve proteinlerin kaybi, selliiller kompartmanlarin dagilmast ve membran
biitlinliigiiniin bozulmasiyla otoliz ve hiicre 6liimii gerceklesir (66, 67).

Hiicresel disfonksiyonun derecesini iskeminin genisligi ve siiresi belirler.
Yeniden kan akimmin saglanmasi olarak tanimlanan reperflizyon, hiicresel
disfonksiyonun geri donebilmesi i¢in gerekli olmakla birlikte tehlikeli metabolik
sonuclara da neden olur. Bolgesel doku hasarmi genisletebilir ve toksik
metabolitlerin genel dolasima ge¢mesini saglayarak sistemik hasara yol agabilir (67,
68).

Doku hasarinim olusumunda reperfiize dokularda biriken notrofillerin aktif rol
oynadigini1 gosteren bircok kanit mevcuttur. Notrofillerin kemotaktik aktivitesinin
baslatilmasinda serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksitler sorumlu tutulmaktadir

(69).
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1.1.8. Beyin Dokusunda Iskemi / Reperfiizyon Hasar

Iskemiye duyarliligi son derece yiiksek olan beyin dokusunda iskemi
sirasinda, hiicre diizeyinde giderek artan enerji eksikligi hiicre i¢i asidoza neden olur.
Bunun sonucunda proteinler ve niikleik asitler gibi makromolekiillerin sentezi durur.
Hiicre membranindaki iyon pompalarmin ¢alismamasi sonucu hiicre i¢i ve dist iyon
dengesi bozulur. Boylece hipoksantin ve ksantin gibi ATP yikim {riinleri hiicre
icinde birikir. Tim bu silire¢lerin sonunda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri
hiicrenin makromolekiillerini zedeleyerek hiicre 6liimiine neden olur (67, 70-73).

Serbest oksijen radikalleri hiicre i¢inde apopitotik siireci ve eksitotoksik
noron hasarmni baglatan yolaklar1 aktive ederek hiicre 6liimiine yol acar. Apopitotik
noron Olimii in vitro ve invivo global-fokal iskemi/reperflizyon modellerinde
calisilmistir. Apopitozise, hiicre i¢i yasam/0liim sinyal yolaklarmin aktivasyonu
neden olur. Hiicre i¢i 6liim sinyal yolaklar1 mitokondri ve hiicre 6liim reseptor ailesi
ile iligkilidir (72).

Mitokondrideki hiicre Oliim sinyal yolaklarindan biri olan sitokrom c,
mitokondri membran proteinlerinden biridir ve ayni zamanda mitokondriyal solunum
zincirinde yer alir. Gegici fokal iskemiye maruz birakilmis serebral dokuda
mitokondriden sitozolik kompartmana salinir. Gegici global iskemiye maruz kalmis
serebral dokuda, hipokampal noronlarda sitozolik sitokrom ¢ artis1 goézlenir.
Sitokrom ¢ CED-4 homolog, Apopitotik proteaz active edici faktor (Apaf-1),
Deoksiadenozin Trifosfat ile etkileserek apopitozomu olusturur. Ayni zamanda
aspartate-spesifik sistein proteaz’i (kaspas-9) aktive eder. Sitokrom c iliskili kaspas
kaskadinin baslangici olan kaspas-9 sirasiyla kaspas-3,-2,-6,-8 ve -10’u aktive eder.
Kaspas-3, kaspas-3 iliskili Deoksiriboniikleikasit proteaz’t (DNAaz) aktive ederek
DNA hasarina yol agar (Sekil 3) (65-67, 69).
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Sekil 1. Serebral iskemi sonras1 mitokondrideki oksidatif stres sinyalleri (65).

Apopitozisin reseptor ailesi, tip 1 glikolize transmembran (FAS) reseptorleri
ve Timor Nekroz Faktor (TNF) ile iliskilidir. Ekstraseliiler Fas ligand1 reseptore
baglandiginda bir adaptdr protein olan Fas iligkili 6liim domain proteini sentezlenir
ve bu protein prokaspas-8’1 aktive eder. Kaspas-8, kaspas-3, Poliadenindifosfat-riboz
polimeraz (PARP) ve aktive Kaspas iligkili Deoksiriboniikleikasitaz (CAD) yoluyla
DNA hasar1 iligkili hiicre 6liimiine neden olur (67).

Iskemi sonucu gelisen eksitotoksik ndron oliimiinde mekanizma eksitator
norotransmitterler ile iligkilidir. Noronal hiicrede ATP bagimli iyon kanallarmin
iskemi sonucu ¢alisamaz hale gelmesi, membran biitiinliiglinde bozulmaya yol acar.
Hiicre icinde depolanmis durumda bulunan glutamat gibi  ekstitator
norotransmitterlerin ortama salinmasi ile glutamat konsantrasyonu 3-10 kat artar.
Glutamat1 hiicre icine alan enerji bagimli mekanizmalarm da calismamasi ile
ortamda biriken glutamat, glutamat reseptor alt tipi olan NMDA reseptoriiniin
aktivasyonuna neden olur. NMDA reseptoriiniin aktivasyonu noronda asiri
depolarizasyon olusturur. Noronda meydana gelen bu asir1 aktivasyon hiicre i¢i iyon
dengesini bozar ve hiicre i¢inde asir1 kalsiyum birikmesi ile eksitotoksik hiicre 6liimii
meydana gelir (67, 70, 74).

Sonug¢ olarak, beynin vaskiiler yapilar1 ve parankim dokusu iskemi/
reperflizyon sonucu gelisen olaylarm kiimiilatif etkileri ile ortaya ¢ikan iskemi/

reperflizyon hasarma ugrar (69-71, 74, 75).
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1.2. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif
denge saglandig1 siirece, organizma serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu
dengenin bozulmasina neden olur. “Oksidatif stres” olarak adlandirilan bu durum
Ozetle; serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir (Sekil 1)
(76).

1.2.1. Anti-Oksidanlar

SOR’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek icin
viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar “Antioksidan Savunma
Sistemleri” olarak bilinirler (Sekil 3).

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan
oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma
ile etkisiz hale getirirler. Hiicre dis1 savunma, alblimin, bilirubin, transferin,
seruloplazmin, iirik asit gibi c¢esitli molekiilleri igermektedir. Hiicre i¢i serbest
radikal toplayict enzimler asil antioksidan savunmay1 saglamaktadir. Bu enzimler
siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon- S-transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser

elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlari i¢in gereklidir (77) .

Oksidatif Stre
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Sekil 2. Oksidatif Stres (www.woongbee.com)
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Sekil 3. Antioksidan Savunma Sistemleri (77)
1.3. Endotelinler

Giliniimiizde endotel ¢ok sayida fizyolojik ve patolojik olayda rol oynayan
cok fonksiyonlu otokrin ve parakrin bir organ olarak kabul edilmektedir (78).
Endotelinler viicutta dogal olarak olusan peptidlerdir (6). Bilinen en giigli
vazokonstriiktor molekiillerdir (7, 8).

Ik defa 1985 yilinda Hickey ve ark. (79) tarafindan, “endotensin veya
endothelial contracting faktor” olarak tanimlandilar. 1988 yilinda Yanagisawa ve ark.
(80) tarafindan, kiiltiiri yapilmig domuz aort endotel hiicrelerinden izole ve piirifiye
edildiler.

Kimyasal yapilari, akrepler ve Antractaspis engaddensis tarafindan yapilan ve
bir norotoksin olan sarafatoksinlere benzer. Endotelinler degisik organizmalarin
cesitli hiicre kiiltiirlerinden elde edilmislerdir (81). Genis dagilimi, otojenite ve
eriskin hayat esnasindaki ekspresyonlar1 hiicre i¢i faktdrler olarak primer rolleri ve
biyolojik etkilerinin kompleksligi nedeniyle otokoidler ve sitokinler olarak kabul
edilmektedirler (82).

1.3.1. Yapilan

Endotelinler ve sarafatoksinler siiperailesi her biri dorder iiyeli iki temel kola
ayrilirlar (6).

Endotelinler 21 aminoasitten olusan polipeptidlerdir (83-85). Yapilarina
katilan aminoasitler arasindaki ¢ok az farkliliklarla; Endotelin-1 (ET1), Endotelin-2
(ET2) ve Endotelin-3 (ET3) olmak iizere li¢ izoformu vardir (86, 87). Endotelin-4 ise
vazoaktif intestinal konstriiktor diye de adlandirilmistir ve ET2’nin siganlara ait

formu oldugu kabul edilmistir (6).
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Endotelinler lineer peptidler olup, ii¢ boyutlu yapilari ile konikal bir spiraldir.
Karboksil ucundaki 7. ve 11. aminoasitler ile amino ucundaki 1. ve 3. aminoasitler
arasinda iki tane zincir i¢i disulfit bagi vardir. Bu baglar {ic boyutlu yap1 ve
fonksiyonlarla iliskili olarak biyolojik anlam tasiyabilir (88). Izopeptitler arasindaki
temel fark amino ucundaki segmentlerdedir (6).

Endotelinler, endoteliyal ve nonendoteliyal hiicreler tarafindan
olusturulmaktadir (6, 88) Endotelinlerin salinimina sebep oldugu bilinen faktorler;
trombin, transforming growth factor-b, arjinin- vazopressin, hipoksi, glukoz,
anjiotensin II, siklosporin, insulin-like growth factor, bombesin, kortizol, diisiik
dansiteli lipoproteinler (LDL), hiperkolesterolemi ve iskemidir (84, 89).

1.3.2. Endotel ve Iskemi

Endotelin antikorlar1 ratlarda in vivo post-iskemik bobrek kan akimini artirir
(90). Miyokard enfarktiisiindeki olas1 rolii endotelin antikor infiizyonunun
hayvanlarda enfarkt boyutunu sinirlayabilmesinin saptanmasi ile giiclenmistir (91).
Iskemik durumlar altinda endotelinlerin vazoaktif etkileri artar ve bdylece hipoksi
hem endotelin liretimini hem de etkinligini artirmis olur.

Laboratuar ve klinik arastirmalar ET’lerin subaraknoid kanama ve iskemik
inmede ge¢ gelisen vazospazmim patogenezinde rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir. Bu hastalarin serebrospinal sivilarinda, ET konsantrasyonlarinin
yiikseldigi  gosterilmistir.  Endotelin =~ reseptor  inhibitérlerinin,  serebral
vazokonstriksiyonu onlemesi ve noral 6limii geciktirmesi, bu ajanlarin subaraknoid
kanamanin tedavisinde kullanabilecegini diisiindiirmektedir (6).

1.3.3. Endotelin Reseptorleri

Endotelin reseptorleri ve bunlarin gen kolonlar1 izole edilmistir (7, 92).
Reseptorler, endotelin izoformlarina gosterdikleri aktiviteye gore siniflandirimastir.
Yakin zamana kadar endotelin A (ETA) ve endotelin B (ETB) diye iki endotelin
reseptorii tanimlanmaisti (93).

Insanlardaki ETA ve ETB reseptorleri anlamli benzerlik gosterirler. Cesitli
reseptdr subtiplerinin varligi da ispatlanmustir. Reseptorler glikoproteinlerden
olusmuslardir. Seker bolimleri ligant iligskileri icin muhtemelen en Onemli
parcalaridir. Reseptorlerin iiglinciil yapilar1 da tayin edilmisti. ETA ve ETB
reseptorleri arasindaki fark karboksil ucundadir (6). ETA reseptorii, en yiliksek
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afiniteyi ET1’e gosterirken, ET2’ye olan afinitesi ET3’ten fazladir. ETB reseptorii
her ii¢ izoforma esit derecede afinite gosterir. Endotelin reseptorleri B1, B2, SHT1,
SHT2, V1 ve V2 reseptorlerini de iceren Rodopsin siiperailesine dahildirler (6). Bu
reseptorlerin yedi adet transmembran segmenti vardir. Etkilerini G-proteinler
aracilig1 ile olustururlar. G-proteinlerinin inhibitor, stimiilatér ve diger bir¢ok tipi
vardir. Ligantlarin reseptore baglanmasi ayni anda G-proteinlerinde degisiklige sebep
olan allosterik bir etki uyarir. G-proteinleri ile reseptorler yapisal olarak birlesmezler
(86). Reseptoriin liciincii intraselliiler loop’u G-proteini ile iliskiden sorumlu olan
bolgedir. Ancak ligantlar ile iliskiden sorumlu bolgeleri tam olarak bilinmemektedir
(6). ET reseptorlerinin ¢esitli dokulardaki farkli dagilimi, endotelinlerin farkl etkiler
olusturmasina sebep olur. Endotelinlerin reseptdrlerine baglanmasi ¢ok sikidir ve
rolatif olarak yavas ayrilirlar. Etki stirelerinin uzunlugu buna bagli olabilir. Bir diger
onemli faktor de, in-vitro goriilen bazi etkiler, in-vivo biyolojik olaylarla uyumlu
olmayabilir (94). ETA reseptorleri kalp, beyin, damarlar ve damar diiz kas
hiicrelerinde yogun olarak bulunmaktadir. ETB reseptorleri ise bobrekler, uterus,
santral sinir sistemi ve endotel hiicrelerinde daha yogun olmak tizere, cok genis bir
dagilim gosterirler (6, 92).

1.3.4. Endotelin Reseptor Agonist ve Antagonistleri:

Simdiye kadar 3 ET reseptor alt tipi tanimlanmistir. Arai ve ark. (95) ve
Sakurai ve ark. (96) ET1 i¢in yiiksek affinite gosteren bir ETA reseptorii ve ET1 ve
ET3 i¢in esit affinite gosteren bir ETB reseptorii bildirdiler. ETA reseptorii ET1’in
vazokonstriiktor etkisi i¢in predominant etkiye sahiptir. Endotelyal hiicrelerde
bulunan ETB reseptorii ise endotel-bagimli gevsemeye aracilik eder (97). Son olarak
bazi diiz kas hiicrelerinde bulunan ve vazokonstriiksiyona aracilik eden ETB benzeri
bir reseptdr in vitro ve in vivo farmakolojik kanitlara dayanarak tanimlandi (98,99 ).
ETB reseptorlerin her iki formu sarafotoksin S6C veya BQ-3020 gibi selektif ETB
agonistleri tarafindan aktive edilir. Aktivasyonundan kaynaklanan etkiler BQ-123
gibi ETA selektif antagonistlere duyarsizdir. Karigikliga yol agmamak i¢in endotel
bagimli gevseme ve vazokonstriiksiyona aracilik eden ETB reseptorleri sirasiyla
ETB1 ve ETB2 olarak tanimlanacaktir. IRL 1038 gibi bazi ligandlar ETB1’in
etkilerini inhibe ederken ETB2 reseptor stimiilasyonunu inhibe edemez yani alt tip

seciciligi gosterir (100).
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ET1 fokal veya sistemik vazokonstriikksiyon, hiicre proliferasyonu,
bronkokonstriiksiyon veya inflamasyonla iligkili kronik ve akut hastaliklarda bir rol
oynayabilir (101). Clozel ve ark. (100) oral olarak aktif ilk endotelin reseptor
antagonisti olarak Ro 46-2005°1 tanimladilar. Daha sonra Ro 46-2005’in yapisal
optimizasyonu ile elde edilen Ro 47-0203 veya 4-tert-butyl-N-[6-(2-hydroxy-
ethoxy)-5-(2-methoxy-phenoxy)-2,2’-bipyrimidin-4-yl]-benzenesulfonamide olarak
da adlandirilan bosentanin farmakolojik 6zelliklerini bildirdiler. Sonuglar gdsterdi ki
bosentan her iic endotelin reseptoriinii de (ETA, ETB1 ve ETB2) bloke eder,
endotelin i¢in sonderece spesifiktir ve oral olarak aktiftir (100).

Streptomyces misakiensis’in kiiltliir ortamindan izole edilmis bir peptidin
yapi-fonksiyon calismalarindan gelistirilen BQ123’iin giiclii, selektif bir ETA
reseptOr antagonisti oldugu gosterilmistir (102). BQ123’iin izole domuz koroner arter
preparatlarinda ET1 ile indiiklenmis kasilmalar1 antagonize ettigi bildirilmistir (102).
Fakat insan noroblastomundan elde edilen SK-N-MC hiicrelerinde BQ123’iin E1 ile
indiiklenmis hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki artisin giiclii ancak
nonkompetitif bir antagonisti oldugu goriilmiistiir (103).

1.4. Bosentan

Ro 47-0203 veya 4-tert-butyl-N-[6-(2-hydroxy-ethoxy)-5-(2-methoxy-
phenoxy)-2,2’-bipyrimidin-4-yl]-benzenesulfonamide  olarak da  adlandirilan
bosentan her {i¢ endotelin reseptdriini de (ETA, ETB1 ve ETB2) bloke eder.
Endotelin i¢in son derece spesifiktir ve oral olarak aktiftir. Bosentan endotelin
reseptorlerinin mikst ve kompetitif bir antagonistidir (100).

Bosentanin inhibitor potensi rekombinant insan reseptorlerinde ve insan ve
hayvan kaynakli dogal reseptorlerde test edildiginde insan ve hayvan reseptorleri
arasinda baglanmasinda Onemli farklilik olmadigi goriilmiistiir. Bosentanin hem
baglanma calismalarinda hem de fonksiyonel ¢alismalarda bosentan ETA reseptorleri
iizerine daha potent oldugu bildirilmistir (100). Bosentanin ETB1 ve ETB2
reseptorleri i¢in baglanma affinitesi ETA reseptorleri i¢in olan baglanma affinitesine
gore daha diisiik oldugu bildirilmistir (100). Bosentan insan diiz kas hiicreleri ve rat
mezensiyal hiicrelerindeki ETA reseptorlerine baglanmak i¢in ['*-isaretli ET1 ile

esit gilicte yarisir. Endotelin reseptorlerinin %90°dan fazlas1 ETB reseptorii iceren
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insan plasenta membranlar1 gibi dokularda bosentan, ETA reseptorii tasiyan
hiicrelerdekinden 20-30 kat daha diisiik potens gosterdigi bildirilmistir (100).

Bosentanin kendisi kan basinci lizerine etkili degildir. Yine de hem oral hem
de IV uygulamadan sonra ET1 reseptorler iizerine etki ederek endotelinin pressor
etkisini belirgin olarak inhibe eder (100).

Bosentan giliniimiizde primer (idiyopatik ve ailesel) pulmoner arteryel
hipertansiyon (PAH), ciddi interstisyel pulmoner hastalik olmaksizin sklerodermaya
sekonder gelisen PAH, sistemik-pulmoner santlarla ve Eisenmenger fizyolojisiyle
iligkili PAH’ta tedavi ajan1 olarak kullanilmaktadir (11, 12).

Son zamanlarda bosentanin invitro ¢alismalarda serebral vazospazm iizerine
etkileri ¢caligilmaya baslanmistir (13).

Patel ve arkadaslar1 gecici global iskemi modelinde bosentanin etkinligini
degerlendirmislerdir (104). Bosentanin postiskemik hipoperfiizyonda minimal
etkisini tespit etmislerdir (104).

Endotelin antagonistlerinin gii¢lii vazodilator etkisi vardir ve yakin zamanda
antioksidan ozelligi oldugu gosterilmistir (10). Endotelin antagonistlerinin iskemi
modellerinde tespit edilen koruyucu oOzellikleri antioksidan etkileriyle de iligkili

olabilir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Deney Hayvanlan

Firat Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafinca deneysel
calismamizin etik onay1 alindiktan sonra Firat Universitesi Deney Hayvanlari
Aragtirma Merkezi’'nden (FUDAM) temin edilen herbirinde rastgele segilmis 7 rat
olan li¢ deney grubu olusturuldu;

Grup 1 (K): Iskemi yapilmayan kontrol grubu (N=7)

Grup 2 (IK): Iskemi -kontrol grubu (N=7)

Grup 3 (IB): 5 giin yasatilan iskemi-bosentan grubu (N=7)

Kontrol grubu, saglikli beyindeki apopitozis ile iskemi +/- ilac gruplarmi
karsilagtirabilmek icin sakrifiye edildi. Diger iki gruba iskemi olusturmak ve
sakrifiye etmek i¢in ayni cerrahi prosediirler uygulandi. Daha 6nceki ¢calismalar g6z
oniinde tutularak ila¢ gruplarma bosentan 30mg/kg/glin intraperitoneal yolla,
olusturulan travmanin 30. dakikasinda ve takiben her giin ayni1 saatte, giinde bir kez,
5 glin boyunca verildi (102).

2.2. Gegici Fokal Serebral iskemi Modeli

200-220 gr agrrhginda 21 adet erkek, Wistar cinsi albino rat deney ig¢in
kullanildi. Bu hayvanlar giin 15181 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik olacak sekilde
ayarlanan ve sicaklig1 21°C olan bir odada tutuldu. Her bir kafeste 4 hayvan vardi.
Bunlara su ve yem alimlar1 serbest birakild1.

Hayvanlarda genel anestezi intramuskiiler yolla 10mg/kg xylazine (Rompun,
Bayer, Istanbul/Tiirkiye) ve 50mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar, Eczacibas,
Istanbul/Tiirkiye) ile sagland1. Anestezi derinligi her 15 dakikada bir, kuyruktan agri
verilerek degerlendirildi. Ratlarin viicut sicakligi rektal termometre ile Olgiilerek
37°C civarinda tutuldu. Tiim cerrahi uygulamalar mikroskop (Opmi 99, Carl Zeiss,
Almanya) altinda ger¢eklestirildi.

Ikinci ve iiglincii gruptaki ratlar supin pozisyonda operasyon masasina
sabitlendi. Sonra boyun orta hatt1 tras edildi. Operasyon bdolgesi dezenfekte
edildikten sonra orta hat insizyonu yapildi. Yiizeyel mikrodisseksiyon yapildiktan
sonra derin mikrodisseksiyon ile sag kommon karotis artere dogru ilerlendi. Trakea

goriiliip paratrakeal kaslar disseke edilerek kommon karotis artere ulasildi (Sekil 4).
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Sekil 4. Kommon Karotis Arter
Karotis bifurkasyondan 1 c¢m ile 3 cm proksimalden, common carotis arteri

tizerine, proksimal ve distal kontrolu saglamak amaciyla iki adet Yasargil anerizma

klibi yerlestirildi (Sekil 5).

Sekil 5. Kommon Karotis Arter {izerine anevrizma klipi yerlestirilmis.

On dakika boyunca klipler kapali tutuldu. Birinci gruptaki ratlara ise sadece
deri alt1 kesi yapildi. Arter ligasyonu yapilmadi. Tiim ratlarin agilan kesileri on
dakika sonra siitiirlendi. Birinci gruptaki ratlara herhangi bir islem uygulanmadi.
Ikinci gruptaki ratlara klipler acildiktan 30 dakika sonrasinda ve takip eden 5 giin
boyunca giinde birkez %0.9 salin 30 mg/kg intraperiteonal uygulandi. Uciincii
gruptaki ratlara ise klipler agildiktan 30 dakika sonrasinda ve takip eden 5 giin
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boyunca 30 mg/kg intraperitoneal bosentan uygulandi. Tiim ratlar 5. giin sonunda
ketamin hidrokloriir 100 mg/kg ve 10 mg/kg xylazine intraperitoneal uygulanan
anestezi sonrasinda dekapite edildi ve 8 cc kan 6rnegi alindi.

2.3. Histolojik Calisma

2.3.1. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alind1.
Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apopitoza
giden hiicreler belirlendi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrmntili olarak
verilmistir (Tablo 1).
Tablo 1. TUNEL boyama prosediirii

Islem Siire

1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5 Kesitlerin gevreleri simirlayici kalem ile ¢izilie. ..
6 1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8 Endojen peroksit blokaji (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Calisma soliisyonu (%70 ul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme)

60 dakika

37°C’de

12 Stop/Wash Buffer (2ml) +distile su (68ml) oda sicakliginda 10 dakika
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14  PBS 3X5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika

22  Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...

Hazirlanan preparatlar arastrma mikroskobunda (Olympus BH-2)
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,

kahverengi niikleer boyanma gdsteren hiicreler apopitotik olarak degerlendirildi.
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TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde boyanmanin yayginligi esas alind1.
TUNEL boyamanin yaygmligi 0’dan +3’e kadar say1 ile semi-kantitatif olarak
skorland1 (Tablo 2).

Tablo 2. TUNEL boyanma yaygmnliginin derecesi

Derece Anlami
0 Yok

+1 Az

+2 Orta

+3 Siddetli

2.4. Biyokimyasal Cahsma

2.4.1. Beyin Dokusunda TAS, TOS ve OSI Ol¢iimii

2.4.1.1. Total Antioksidan Status

Total antioksidan status (TAS) 6lciimii, Ozcan Erel tarafindan tanimlanan
total antioksidan aktivite metodu kullanilarak yapildi (103). Olgiimiin sonuglar1 pmol
Trolox equivalent/l olarak birimlendirilmistir.

2.4.1.2. Total Oksidan Status

Total oksidan status (TOS) &lgiimii, Ozcan Erel tarafindan tanimlanan
yontemle yapildi (104). Olgiimiin sonuclart mmol H202 equivalent/l olarak
birimlendirilmistir.

2.4.1.3. OSI

OSI degeri TAS ve TOS degerlerinin % orani olarak kabul edildi. Oncelikle
TAS degerleri mmol/l ye ¢evrildi. OSI degeri Formula yontemine gore hesaplandi
(105). OSI (Arbitrary Unit)=TOS (mmol H202 equivalent/I)/TAS (mmol Trolox
equivalent/l).

2.5. Istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama * standart hata olarak belirlendi. Elde edilen
verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyleri ANOVA testi ile belirlendi. p<0.05

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. TUNEL Bulgular

Apopitotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucunda su bulgular elde edildi. TUNEL pozitifligi
kontrol grubunda +1 olarak degerlendirildi. (Sekil 6). Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda iskemi grubunda belirgin bir artis vardi ve +2 olarak
degerlendirildi. (Sekil 7). Bosentan verilen tedavi grubunda ise iskemi grubuna gore
belirgin azaldigi, kontrol grubuna yakin oldugu izlendi ve +1 olarak degerlendirildi
(Sekil 8). Pozitif kontrol i¢gin meme dokusu kullanild1 (sekil 7). Negatif kontrolde
TUNEL pozitifligi saptanmadi (Sekil 9).

L

Sekil 6. Kontrol Grubunda Tunel + Hiicreler
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Sekil 8. Bosentan grubunda Tunel + hiicreler
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Sekil 9. Pozitif kontrol i¢in meme dokusu

Sekil 10. Negatif kontrol
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3.2. TAS, TOS VE OSI degerleri

Beyin dokularinda TAS ve TOS miktarlar1 ve OSI nin degerlendirilmesi i¢in
yapilan biyokimyasal ¢alismada; gruplar arasimda TAS i¢in anlamlilik yoktu. TOS
miktarinda Grup 1I’de, Grup I ile kiyaslandiginda anlamli bir artis vardi (p<0.05).
Grup III’de ise Grup II ile kiyaslandiginda anlamli bir azalma vardi (p<0.05). OSI
degerlerinde benzer sekilde Grup II’de, Grup I ile kiyaslandiginda anlamli bir artis
gozlendi (p<0.05). Grup III’de ise Grup II ile kiyaslandiginda anlamli bir azalma
vardi (p<0.05) (Tablo 3).
Tablo 3. Beyin dokularindaki TAS, TOS ve OSI degerleri

Grup I Grup 11 Grup 111
(n=7) (n=7) (n=7)
TAS (umol Trolox
0,33+ 0,02 0,39 + 0,03 0,37 + 0,02
equivalent/l)
TOS (mmol b
1,86 + 0,06 4,72 + 0,25 3,17£0,12
H202 equivalent/l)
OSI (Arbitrary Unit) 5,74 +0,31 12,10 £0,42* 8,56+ 0,26"

? Kontrol grubuna (Grup I) gére karsilastirildiginda, (p<0.05).
®{skemi grubuna (Grup II) gore karsilastirldiginda, (p<0.05).
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4. TARTISMA

Inme 6liim sebepleri igerisinde iigiincii ve sakathk ydniinden de birinci sirada
olan hastalik grubudur (2). Bu grubun % 80-85’ini olusturan iskemik inme nérolojik
hastaliklar igerisinde en sik goriilen ve en ¢ok 6liime neden olan gruptur (2). Iskemik
inme, mortalitesinin yani sira olusturdugu sakatliklar nedeniyle kisi, aile ve toplum
iizerinde psikososyal problemlere yol acar (2). Bu nedenle ekonomik yonden de yiik
teskil etmektedir. SVH’larin 6nlenmesi ve tedavisi, bu yonleriyle cok dnemli bir halk
saglhg1 sorunudur (2). iskemik inme tedavisinde amag, ndrolojik hasarlanmay1 en aza
indirmek, iskemiye ikincil olusabilecek ek hasarlar1 engellemek ve hastanin
fonksiyonel iyilesmesini kolaylastirabilecek dnlemleri almak olmalidir (25). Bugiin
icin, akut iskemik inmede yarar1 kanitlanmis tek tedavi rekombinan doku
plazminojen aktivatorii (rt-PA) ile ilk 3 saatte yapilan intravendz trombolitik
tedavidir (109).

Ulkemizde trombolitik tedavi ¢ok az merkezde uygulanmaktadir ve inme
iinitelerinin sayis1 da ¢ok azdir. Gelismekte olan iilkelerde, ilacin pahali olmasi ve
altyap1 yetersizlikleri tedavinin yayginlasmasinda en énemli bariyeri olusturmaktadir
(110). Trombolitik tedavinin uygulanmasindaki yetersizlikler nedeniyle iskemik
inme tedavisinde farkli ajanlarla caligmalar devam etmektedir.

Bu amagla deneysel iskemi modelleri olusturulmus ve cesitli ajanlarla
koruyucu ve tedavi edici ¢aligmalar yapilmistir (111, 112). Yapilan ¢alismalarda
serebral iskemi-reperflizyon modeli olusturmak icin siklikla iki tarafli arteria karotis
kommunis ligasyonu ve orta serebral arter ligasyonu kullanilmaktadwr (111, 112).
Ancak caligmamizda, tedavi amacli verilen bosentan uygulamalarmnin iskemi
olusturulduktan sonra 5 giin siire ile verilmesinin planlanmasi ve deneklerin bu siire
boyunca yasamini devam ettirmesi gerektiginden tek tarafli karotis arter ligasyonu
tercih edildi.

Iskemi/reperfiizyon hasar1 yetersiz oksijen sunumu ile baslayan, serbest
oksijen radikallerinin ve immun sistemin rol aldigi ikincil inflamatuar yanitla
genisleyen, karmasik bir siirectir. Dokunun hipoperfiizyonu ile olusan durum
ekstremite iskemisi, serebrovaskiiler olay ve miyokard infarktiisiidiir. Bunlar degisik
dokularda farkl klinik sonugclarla ortaya ¢ikar. Bu farkli durumlarda olusan hiicresel

diizeydeki patolojik siireglerin evreleri benzerdir (65, 66). Iskemi/reperfiizyonun yol
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actig1 doku hasarinin biiyiik kismi reperflizyon agsamasinda olusur. Doku hasarmin
olusumunda reperfiize dokularda biriken noétrofillerin aktif rol oynadigini1 gdsteren
bir¢cok kanit mevcuttur. Notrofillerin kemotaktik aktivitesinin baslatilmasinda serbest
oksijen radikallerinin ve lipid peroksitlerin sorumlu oldugu ileri siiriilmiistiir (69).

Serebral iskemik dokuda olusan biyokimyasal kaskadin bircok kademeleri
vardir. Yapilan ¢alismalar ndron Sliimiine yol acan baglica dort fazin oldugunu ve bu
fazlarda rol oynayan major mediatérlerin intraselliiler sitozolik kalsiyumun
kontrolsiiz yiikselisi, serbest radikallerin artig1 ve asidoz oldugu gosterilmistir (14,
32).

Intraselliiler kalsiyum konsantrasyonunun artisi durumunda normal fizyolojik
yollarin asir1 stimiilasyonu ile ndronal hasar olusur. Intraselliiler kalsiyumun artisi
noron i¢inde kalsiyuma bagli bircok enzimin aktive olmasmna neden olur. Bu
enzimler protein-kinaz-C, Protein-kinaz-II, fosfolipaz-A2, proteaz, protein fosfotaz,
nitrik oksit sentetaz (NOS), endoniikleaz ornitin dekarboksilaz ve ksantin
oksidaz’dir. Kalsiyuma bagli bu enzimlerin aktivasyonu serbest radikal olusumu,
lipid peroksidasyonu ve protein yikimina neden olarak noronun harabiyetine yol
acarlar (14, 18, 32, 46, 47).

Hiicre i¢i kalsiyum artis1 ve serbest radikalerin artisi apopitoza yol acan
uyarilardandir. Bu durum spesifik gen transkripsiyonlar1 ve protein sentezine neden
olur (14, 18, 32, 62, 63). Iskemik inme baslangicindan itibaren multiple
mekanizmanin beyin hasarina katkis1 bilinmektedir.

Bunlar, serbest radikal iiretimi, eksitotoksisite, sodyum ve kalsiyum akis1
bozulmasi, enzimatik degisiklikler, inflamatuvar siire¢ uyarilmasi, trombosit ve
lokositlerin  aktivasyonu, gecikmis koagiilasyon, endotelyal disfonksiyon ve
endotelin (ET) salinimini igerir (3-5).

Bosentan endotelin reseptorlerinden olan ETA ve ETB'nin kompetitif
antagonistidir. Giliniimiizde halen primer (idiyopatik ve ailesel) pulmoner arteryel
hipertansiyon (PAH) tedavisinde kullanilmaktadir (11, 12).

Son zamanlarda bosentanin invitro olarak serebral vazospazm lizerine etkileri
ile ilgili yaymnlar goriilmektedir (13).

Patel ve arkadaslar1 gecici global iskemi modelinde bosentanin etkinligini

degerlendirmislerdir. Bosentanin postiskemik hipoperfiizyon olusturulmus ratlarda
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kaudat niikleus ve pariyetal kortekste serebral kan akimi degisikligi yaptigini tespit
etmislerdir (104).

Bu calismamizda ET reseptor antagonisti olan bosentanin, deneysel iskemik
model olusturulan sigan beyin dokusunda iskemiye karsi olusan etkilerini incelemeyi
amagcladik.

Calismamizda, ilk olarak tiim gruplara ait beyin dokularinda TAS, TOS ve
OSI degerlerine bakildi. Tiim gruplarda TAS degerlerinde anlamhi bir degisiklik
goriilmezken TOS diizeylerinde ve OSI de anlamli degisiklikler gozlendi. Iskemi
olusturulan siganlarin beyin dokularinda TOS diizeyleri kontrolle kiyaslandiginda
anlaml sekilde artmisti. Bosentan verilen grupta ise TOS diizeyleri kontrole yakindi.
OSI ise iskemik grupta artarken bosentan verilen grupta kontrole yakindi.

TOS’u meydana getiren temel komponentler hidrojen peroksid ve lipid
hidroperoksittir (113).

Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen {iriinlerin tiobarbitiirik asit (TBA) ile
reaksiyona girmesi sonucu malondialdehid olusur (113,114). Ikiden fazla cift bag
iceren yag asitlerinin otooksidasyonu veya eikonozoid sentezinde serbestlesen siklik
endoperoksitler MDA’ nin asil kaynagidir. MDA’ ’nin belirlenen seviyeleri serbest
radikallerin olusturdugu zararlar hakkinda bilgi edinilmesini saglar (113,114).

Gupta YK ve ark. (115) yaptiklar1 ¢alismalarinda ¢alismamizdaki bulgulara
benzer sekilde oksidatif hasarin arttigini gostermislerdir. Yaptiklar1 ¢caligmalarinda
MCA okliizyonu olusturulmus sicanlarda malondialdehit diizeylerinde anlamli bir
artis tespit etmisler. Bu tespitleriyle MCA okliizyonu olusturulmus sicanlarda serbest
oksijen radikallerinin artigina bagl oksidatif hasar olustugunu gostermislerdir.

Sugawara T ve ark. (116) da benzer sekilde deneysel iskemide Hidrojen
peroksid ve lipid hidroperoksitin arttigini gostermislerdir.

MSS’nde iskemik ve hemorajik inme dahil olmak iizere bircok ndronal
yaralanmada, ET sisteminin rolleri bildirilmistir (117, 118).

Simonson MS ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, Endotelinlerin ETA ve
ETB reseptorlerine baglanmasi sonucu hiicre i¢i sinyal sistemlerinin harekete
gectigini ve bunlar arasinda G proteinleri uyarimi sonucu fosfolipaz C aktivasyonu
inositol fosfat ve diacilgliserol salinim ve hiicre i¢i kalsiyum depolarindan kalsiyum

diizeylerinin yiikseldigini gostermislerdir (9).
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Rauh ve ark. (119 ) ET1 modiilasyon ve ET1 kaynakl ¢esitli sinyalizasyon
yollarinin aktivasyonu sonucu serbest oksijen radikalleri olustugu gosterilmistir.

Yapilan bazi caligmalarda Artmis ET1 seviyelerinin inflamatuar siirecler,
ateroskleroz ve hipertansiyonda asirt NO ve ONOO-peroxynitrite iiretimine sebep
oldugu ve antioksidan bir azalma meydana getirdigi gosterilmistir (120-122).

Karotis arter okliizyonu modeli ile gecgici 6n beyin iskemisi olusturulmus bir
calismada ET-1 diizeyleri yiikselmis bulunmus ve bunun da iskemi / reperflizyon
hasar1 patogenezinde ET-1 reseptoriiniin katilimiyla oldugu ileri siirtilmiistiir (123).

Caligmamizdaki bosentan verdigimiz gruptaki azalmigs TOS degerleri
yukarida belirtilen birgok ¢alismada bildiridigi gibi bosentanin direk veya dolayh
olarak antioksidatif etkisi olabilir.

Calismamizda apoptotik hiicrelerin tespit edilmesinde kullanilan TUNEL
boyamasinin sonucunda; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Iskemi grubunda
TUNEL pozitif hiicrelerde belirgin bir artis gozlenirken BOSENTAN verilen tedavi
grubunda Iskemi grubuna gore belirgin azaldig1 ve kontrol grubuna yakin oldugu
izlendi

Oksidatif streste kalsiyum dengeleri ve mitokondrial membran potansiyeli
degisir. Bu degisiklik mitokondriumlarda ve DNA’da hasara yol agarak hiicreyi
programli 6liime yani apoptozise siiriikler (124).

Serbest oksijen radikalleri dogrudan olusan ndéron hasarmin diginda hiicre
icinde apopitotik siireci ve ekzitotoksik ndron hasarmi baglatan yolaklar1 aktive
ederek hiicre 6liimiine yol agar. Apopitotik noron 6limii in vitro ve invivo global-
fokal iskemi/reperfiizyon modellerinde calisilmistir (72).

Yakin zamanda adenozin, melatonin, resveratrol, alfa-tokoferol gibi
antioksidan ajanlarin sicanlarda akut iskemik inme MCA okliizyon modelinde
koruyucu etkisi gosterilmistir (125, 127-129)

Riad A ve ark. (126) yaptiklar1 ¢calismada artmig ET1 diizeyinin, artmis kalp
lipid peroksidasyonu ve artmis TNF o araciligiyla kardiyak oksidatif stres,
inflamasyon ve apopitozisi arttirdigr gosterilmistir.

Endotelin antagonistlerinin gii¢lii vazodilator etkisi vardir ve yakin zamanda

antioksidan 6zelligi oldugu gosterilmistir (10).
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Ozdemir ve ark.(130) tarafindan yapilan calismada ET1 ile iliskili artmis
CAT, rediikte glutatyon ve SOD diizeyleri ETA reseptor antagonisti (BQ 123) ile
tedavi verilen grupta artmis olan bu serbest oksijen radikallerinin azalmis diizeyleri
ile antioksidan 6zelligi gosterilmistir.

Calismamizdaki bosentan verdigimiz tedavi grubunda azalmis TUNEL
pozitif hiicrelerin gdzlenmesi bosentanin oksidatif hasar1 farkl yollarla azaltmasina
bagli olabilir.

Sonug olarak;

Iskeminin oksidatif hasara yol actigi gosterilmistir. Iskemik inme
baslangicindan itibaren multiple mekanizmanin beyin hasarma katkis1 oldugu
diistiniilmiistiir. Artmis ET diizeyinin oksidatif stres ve apopitozisi arttirdigi, ET
reseptor antagonistlerinin oksidatif stres ve apopitozisi azalttigi daha oOnceki
calismalarla benzer bulunmustur. Giiglii bir ET reseptor antagonisti olan bosentanin
beyin dokusunda oksidatif stres ve apopitozisi azalttig1 tespit edilmistir.

Iskeminin olusturdugu hiicre hasarina kars1 bosentanm koruyucu etkilerinin
olmasmin gosterilmesi iskeminin tedavi ve komplikasyonlar1 acisindan ele
alimdiginda 6nemli bir bakis acis1 kazandirabilecegi diistiniilmiistiir.

Calismadaki bulgularimizin teyid edilmesi i¢in ileri calismalara ihtiyag oldugu,
gelecekte ayrintili ¢aligmalarla iskemi komplikasyonlarint 6nlemek amaciyla

bosentan ile iliskili tedavi yaklasimlarinin denenebilecegi kanaatindeyiz.
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