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OZET

iskemiyi takiben reperfiizyonun erken déneminde kan akiminin hizh ve
araliklh olarak kesintiye ugramasina ardkosullama denir. Calismamizin
amacl, gegici fokal serebral iskemi modeli uygulanan siganlarda
ardkosullama uygulamasinin lipid peroksidasyonu ve apoptozis Uzerine
etkisinin arastiriimasidir.

Gegici fokal serebral iskemi, 32 adet (275+25g) Spraque-Dawley
erkek siganlarda intraluminal filament yontemi ile orta serebral arterde gegici
oklizyon (OSAo0) olusturuldu. OSAo dogrulanmasi ipsilateral parietal
kortekste Laser Doppler Flowmetre monitorizasyonu ve takiben norolojik
muayene ile yapildi. Deney gruplari; iskemi ve ardkosullama grubu olarak
planlandi. 120 dakikalik oklizyonu takiben 24 saat reperflize edilerek
dekapite edildi. immunohistokimyasal analiz icin antiapoptotik protein olan
bcl-2, proapoptotik olan kaspaz 3, kaspaz 9 ve bax immun boyamalari
yapildi. Lipid peroksidasyonu saptamak iginde her iki hemisferde dokuda
malonildialdehit (MDA) seviyeleri saptandi.

Tum siganlarda serebral kan akimi degerlerinde anlamli dugus
saptandi (p<0.05). iskemik hemisferle normal hemisferler arasinda her iki
grupta istatiksel olarak anlamli duzeyde MDA seviyelerinde artis saptandi
(p<0.05). Grup ici iskemik hemisfer degerleri normal hemisfer
kargilastirildiginda ardkosullama yapilan grupta MDA seviyelerinde yuzde
degisim acisindan %10.81’lik artis saptanirken, iskemi olusturulan grupta
%27.81’lik artis saptandi ve bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.05). Ardkosullama grubunda bcl-2 immunohistokimyasal skorlarinda
iskemi grubu ile karsilastirildiginda artis saptandi (p<0.05). Kaspaz 3, kaspaz
9 ve bax immun boyamalari agisindan gruplar arasi istatiksel farklilik
saptanmad..

Sonu¢ olarak ardkosullamanin, lipid peroksidasyonu ve apoptozis
uzerinden etki gostererek serebral iskemiden korudugu dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gegici fokal serebral iskemi, ardkosullama,

apopitozis, lipid peroksidasyonu



SUMMARY

Neuroprotective Effects of Postconditioning Through Apoptosis and
Lipid Peroxidation in Transient Focal Cerebral Ischemia in Rats

Postconditioning is defined as rapid and transient blood flow
interruption in the early phase of reperfusion. In our study, we aimed to
investigate the effects of postconditioning on the lipid peroxidation and
apoptosis in the rat models of transient focal cerebral ischemia.

Transient focal cerebral ischemia was produced by intraluminal
filament method in 32 Spraque-Dawley male rats (275+25g). Adequacy of
MCA occlusion was monitored with Laser Doppler flowmetry over the
ipsilateral cortex and tested with post procedural neurological examination.
The groups were planned as ischemia and postconditioning. Rats were
decapitated after 24 hours reperfusion following 120 minutes occlusion.
Immunohistochemical stainings of bcl-2 as antiapoptotic protein, caspase 3,
caspase 9 and bax as proapoptotic protein were performed. Determination of
the lipid peroxidation of malonyldi-aldehyde (MDA) was measured in both of
the cerebral hemispheres.

After MCA occlusion, there was a significant drop in the CBF in all rats
(p<0.05). In groups, there was significant increase in the MDA levels when
normal and ischemic hemispheres were compared (p<0.05). When MDA
ingroup values of ischemic hemisphere were compared with normal
hemisphere (100%); 27.81% and 10.81% increases were found in the
ischemia group and the postconditioning group, respectively and this was
statistically significant (p<0.05). When postconditioning group was compared
with ischemia group, there was a statistically significant increase in bcl-2
immunohistochemical scores (p<0.05). There was no statistical significant
change between groups in terms of caspase 3, caspase 9 and bax immune
staining.

As a result, we suggested that postconditioning was effective against
cerebral ischemia through lipid peroxidation and apoptosis.

Key Words: Transient focal cerebral ischemia, postconditioning, lipid

peroxidation, apoptosis.



GIRIS

insan serebrumu viicut agirhginin %2,5'unu tegkil etmesine ragmen
bazal metabolizmasinin %25’ine sahiptir ve metabolik hizi diger turlere gore
3.5 kati daha fazladir (1). Noral dokularin iskemik harabiyete asiri
hassasiyetleri degisik beyin bolgelerindeki yuksek metabolik hizin sonucudur.
Santral noéronlarin enerji kaynagi olarak tamama yakin glukoza bagimh
olmalarina ragmen glukozun beyinde depolanmasi ¢ok sinirlidir. Bununla
beraber enerji kaynaklarinin kisith olmasi noéral dokularin iskemiye asiri
duyarhihginin tek nedeni dedildir. Normalde bilgi iglemlerinden sorumlu
intrinsik hlcreden-hlcreye ve hicre igi sinyal sistemleri iskemik sartlar
altinda zararli olmaya baslarlar. Enerji yetmezligini hizlandirirlar, tim
dokularda iskemik hucre olumune neden olan serbest radikal yapimini,
katabolik enzimlerin aktivasyonunu, membran yetmezligini, apopitozis ve

inflamasyon gibi harabiyete neden olan yollarin etkilerini arttirirlar (2).

Gegici iskemik olaylarda iki ayri patofizyolojik olay infarktin
gelismesine katkida bulunur: iskemik evrede infarktin baslamasi, reperfiizyon
evresinde ise infarktin gerilemesi veya artmasi (reperfizyon travmasi).
Baslangi¢c evresinde, serebral kan akiminin (SKA) ileri derecede azaldigi
bdlgelerde oksijen ekstraksiyon fraksiyonunda artma olusur (3). Deneysel
caligsmalar reperfizyon evresinden penumbral bolgedeki noral yapilarin en az
zararla kurtulabilmesinin; SKA’nin azalma suresine ve miktarina, fizyolojisi ve
biyokimyasi degisen beyin dokusunun canliigini ne kadar koruyabildigine
badli oldugunu gostermektedir (4). Penumbranin iskemiye toleransi sadece
perfuzyon bozuklugunun derecesine bagl olmayip iskemi suresinin de bir
fonksiyonu sonucudur. Bu iligkinin derecesi ve buna ek olarak iskemik
bdlgeyi genisleten sekonder mekanizmalar penumbraylr en agir hasarin
oldugu iskemi merkezinden perfizyonun azaldi§1 periferdeki vaskuler
bdlgelere kadar uzanmasina neden olan dinamik bir olusum haline getirir. Bu

durum tikanan arterin tekrar kanalizasyonuna kadar gegen sure ne kadar



kisa ise ayni zamanda reziduel kan akimini fonksiyonlarini durdurarak
sadece yasamlarini surdurebilme c¢abasi i¢in kullanan néral doku
kompartmanlari igin de o kadar faydalidir. Bu yasam surdurebilme c¢abasi
"iskemik preconditioning (6nkogullama)” kavraminin baglangi¢c noktasi

olmustur (4).

Organizmalar potansiyel olarak tekrar olusacak darbelere koruyucu
mekanizmalarla kargilik verirler. Agir hipoksik-iskemik stresten saatler veya
glnler 6nce oldurictu derecede olmayan hipoksik stres uygulanmasinin
hicre o6limUnl azaltabilecedi gdsterilmis ve bu olay ‘tolerans’ olarak
tanimlanmigtir (4). Iskemik toleransin insan beyninde de olusmasinin
muhtemel oldugu O©ne sdurdlmustir (5). Tolerans gelisimini saglayan
onkosullama uyaranlari: iskemi, hipoksi, hipotermi, hiperbarik oksijenizasyon
veya metabolik inhibitérler sonucu olusabilir (5). Beyin hicreleri, dnkosullama
olmaksizin bile, iskemiye cevap olarak savunma sistemlerini harekete
gegirerek hlcresel hasari ve 6lumu azaltmaya calisir (6). Pratik olarak noral
travmaya neden olan herhangi bir uyari, harabiyete neden olabilecek doz
esigine yakin fakat harabiyete neden olmayacak derecede uygulandidi
zaman santral sinir sistemini daha sonraki iskemiye veya travmaya kargi

dayanikhhigini arttiran kuvvetli endojen yollari upregule ederek korur (7).

iskemiyi takiben reperfiizyonun erken déneminde kan akiminin hizli ve
aralikh olarak kesintiye ugramasina ise ardkosullama denir (8). Reaktif O;
artnleri ile klasik ligand uyaranlarinin, ardkosullama da uyaran olarak rol
oynadidi, Karp kanallari ve protein kinaz C yolaklarinin ise mediatér gorevi
yaptigi kabul edilmektedir (8). On ve ardkosullamada benzer yolak ve
molekuller yer alsa bile rolleri ve zamanlamalari her iki durumda farkl
olmaktadir. Taskapilioglu ve ark., sicanlarda gegici orta serebral arter
oklizyonu (OSA0) yaparak Oonkosullama, ardkosullama ve
on/ardkosullamalarin ayri ayri veya birlikte uygulanmalarinin infarkt hacmini
azalttigi gosterilmislerdir (9). Zhao ve ark.larinin calismasinda da

ardkosullamanin infarkt hacmini azalttigi saptaniimis ve néron koruyucu etki



mekanizmasinin apopitozis ve serbest O, radikallerinin saliniminin énlenmesi

ile iligkili olabilecegi belirtilmistir (10).

Norolojik hastaliklarin ortaya ¢ikisinda serbest oksijen radikalleri veya
oksidanlar sorumlu tutulmustur (11). Reperfizyon sirasinda oksijen
radikallerinin asiri  Uretimini  bir sonucu olarak antioksidatif defans
mekanizmalarinin bozulmasi, defans mekanizmalarinin inaktivasyonuna,
antioksidanlarin tuketimine ve iskemik bdlgede yeterince olusamamasina
neden olur (12). Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan
baglatilarak membran yapisindaki poliansature yag asitlerinin oksidasyonuna
neden olur (12). Tum biyolojik molekuller 6zellikle de lipidler serbest radikal
hasarina acgiktirlar. Doymamis yag asitlerinden zengin hlicre membranlari

serbest radikalleri kolayca tutmaktadirlar (13).

Lipid peroksidasyonun etkileri membran akiskanhgini azaltmak,
membranin iki tabakasi arasinda fosfolipid degisimini kolaylastirmak, normal
olarak spesifik kanallardan gegemeyen maddeler icin membran gegirgenligini
azaltmak (K*, Ca'™ v.b.) ve membran proteinlerini hasara ugratmak,
reseptorleri, enzimleri ve iyon kanallarini inaktive etmektir (13). Lipid
peroksidasyonunun, zarlarin lipid yapisindaki degisiklikler nedeniyle
fonksiyonlarin bozulmasi, olusan serbest radikallerin enzimler ve diger hicre
bilesenlerine etkisi, son urlnler olan aldehitlerin sitotoksik etkileri farkl
yollarla hucre hasarina neden olduklari dusunulmektedir. Bununla birlikte
aldehit yapisindaki bilegiklerin dayanikli zar1 gecebilme 6zelliginde olmalari,
lipid peroksidasyonunun hedef organlardaki etkilerinden bu bilesenlerin
sorumlu  oldugunu dusundurmektedir (14). Peroksidasyonla olusan
malonildialdehit (MDA) membran komponentlerinin g¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna sebep olur. Bdylece deformasyon, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hucre ylzey bilesenlerinin agregasyonu gibi interensek membran
Ozelliklerini  degistirir.  Bu etkiler, MDA’nin mutajenik, genotoksik ve

karsinojenik etkilerini agiklar (15).



Serebral iskemik harabiyetin gelisiminde rol oynayan ve ndronal
olumle sonuglanan patofizyolojik degisiklerden birisi de apopitozistir (16—20).
iskemik harabiyeti takiben iskeminin santral bélgesinde nekrotik hiicrelere ve
penumbral alanda da apopitotik hiicrelere rastlaniimaktadir (21). Son yillarda
yapilan c¢alismalar programli hiicre 6limU olan apopitozisin organizmanin
geligsiminin bir pargasi olmasina ragmen, strok da dahil olmak Uzere degisik
patolojik durumlarda hucre 6lumune de katkida bulundugunu gostermektedir
(22-24). Her ne kadar iskemik beyin harabiyetinin buylk bir kisminin
eksitotoksik harabiyet sonucu olusan nekroza bagl oldugu dusunulmekte ise
de apopitozisin penumbral beyin bolgesinde de gosterilmesi néronal korunma
saglanmasi asamasinda dikkatlerin bu sessiz bdlge Uzerine de

yogunlagsmasina neden olmustur (25).

Calismamizda, intraluminal filament yontemi ile gegici fokal serebral
iskemi yaratilan siganlarda serebral kan akimi monitérizasyonu uygulanarak,
iskemik ardkosullamanin apopitozis ve lipid peroksidasyonuna etkisininin
arastiriimasi amagclandi. Daha 6nce iskemik ardkosullamanin serebral infarkt
hacmi Uzerine etkisini aragtiran c¢aligmalar yapilmis olmasina ragmen etki

mekanizmasinin incelendigi bir calisma yapiimamistir (9,10).



GEREG ve YONTEM

Tim deneysel protokoller Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan
Bakim ve Kullanim Komitesinin 31.01.2006/1 karar no’lu izni ile onaylanmig

ve Lokal Etik Komitenin bilgisi dahilinde gerceklestiriimigtir.

Gegici fokal serebral iskemi olusturulmasi

275425 gr agirliktaki erkek Sprague-Dawley siganlar (n:32), deney
glndne kadar sicakligi 21+1°C olan bir odada ve gun 1131 12 saat karanlik,
12 saat aydinlik kontrolll olarak, 2—3 tanesi bir kafeste olacak sekilde, su ve

yem alimlari serbest birakilarak tutuldular.

Siganlara anestezi induksiyonu %4 izofluran (Isoflurane, Abbott Labs,
Queenborough, ingiltere) ile sadlandi. Devam dozlamasi ise %70 N20 ve
%30 0, gaz karisimi igerisinde %2 izofluran ve spontan solunumda yuz
maskesiyle surduruldl. Anestezi derinligi her 15 dakikada bir kuyruktan agri
verilerek degerlendirildi. Tum cerrahi uygulamalar mikroskop (Opmi 99, Carl
Zeiss, Almanya) altinda gergeklestirildi. Sicanlarin deney surecince vicut
sicakliklari; sicaklik kontrolli ped Uzerinde, rektal prob (Temperature

controller probe, CMA, isveg) uygulanarak monitdrize edildi.

Takiben SKA monitorizasyonu igin; sol orta fossaya ylksek hizli dril
(Aesculap Microtron GD 412, Tuttlingen, Almanya) ile burr-hole acilarak
Laser Doppler probu (Vasamedics, Blood Perfusion Monitor, Model BPM
433-1, St Paul, MN, ABD) vyerlestirildi. 0. dakika 6lgumu yapildiktan ve
kaydedildikten sonra OSA oklizyon islemine gecildi. OSA oklizyonu igin
ventral orta hat boyun insizyonuyla sol karotid arter bifurkasyonu disseke
edildi. Gegici fokal serebral iskemi Kawamura ve ark.’nin tanimladigi OSA
intraluminal filament yontemi ile oklizyonu yapilarak olusturuldu (26). Arteria
karotis kommunis ve internal karotis arterleri komsu vagus sinirinden
dikkatlice ayrildi. Eksternal karotid arter distalinden baglandi. Oksipital ve

pterigopalatin arterler elektrokoagule edilerek arteria karotis kommunis ve



internal karotid artere klip yerlestirildi. Eksternal karotid artere arteriotomi
yapildi.  Arteria karotis kommunis ve arteria karotis eksterna
bifurkasyonundan, 17-22mm uzunlugunda ucu silikon ile guglendirilmis, 3-0
monoflament naylon sutur (Ethilon, Ethicon Inc., Somerville, NJ, ABD)
internal karotid arterin l[imeni igcerisinden, OSA’nin ostiumunu kapatana dek
yavasca ilerletildi ve arter bifurkasyon noktasindan baglanarak suatir
sabitlendi. Tam okluzyon gerceklestirildiginde SKA monitorinde kan
akiminda dusus saptandi. SKA’nin 0. dakika dlgimuinden en az %50 kadar
azaldigi olgulenlerde sutlran ostiumu kapattigi kabul edildi ve deneye devam
edildi. Tum cerrahi islemler 15 dakikayr agsmadi. 120 dakikalik oklizyonu
takiben, anestezi altinda sutlr cikartilarak reperfuzyon saglandi. Deney
gruplarindaki sicanlar reperflzyon sdresince su ve besin alma serbestisi
saglanarak kafeslerine birakildi. 24. saatte histopatolojik ve biyokimyasal

inceleme sureci baslatildi.

Deney Gruplari

Grup 1 (n:16); iskemi grubundaki sicanlara 120 dakika sure ile OSA
oklizyonu wuygulandi. Reperfuzyonun 24. saatinde patolojik inceleme
amacilyla 8 adet sigana derin tiyopental sodyum (Pental Sodyum, |.E.Ulagay,
istanbul) anestezisi altinda transkardiyak perflizyon uygulandi ve takiben
sakrifiye edilerek beyinleri suratle ¢ikarilip formaldehit soliisyonuna kondu.
Diger 8 adet sican da tiyopental sodyum ile feda edilerek beyinleri suratle

cikarildi ve biyokimyasal analiz i¢in -20°C’de sakland.

Grup 2 (n:16) ; ardkosullama grubundaki sicanlara 120 dakika OSA
oklizyonu uygulandiktan sonra u¢ kez 30 saniye araliklarla ve 30 saniye sure
ile (ardkosullama) OSA oklizyonu uygulandi. Reperfizyonun 24. saatinde
patolojik inceleme amaciyla 8 adet sicana derin tiyopental sodyum (Pental
Sodyum, l.E.Ulagay, istanbul) anestezisi altinda transkardiyak perfiizyon
uygulandi ve takiben sakrifiye edildilerek beyinleri suratle gikarilip formaldehit

solisyonuna kondu. Diger 8 adet sican da tiyopental sodyum ile feda



edilerek beyinleri siratle cikarildi ve biyokimyasal analiz igin -20°C’de

saklandi. Deney akisi Sekil 1‘de aktariimistir.

iskemi grubu
Dekapitasyon
24 saat v
OSAo

Ardkosullama grubu

O OO

Dekapitasyon
RER 24 saat h 4

Sekil 1: Deney akis semasi

Norolojik Degerlendirilme

Tum deney hayvanlari cerrahi igslem bitiminden 1 saat sonra norolojik
degerlendirmeye tabi tutuldu. Norolojik degerlendirme, Bederson ve ark.’nin
tanimladiklari yontemle yapildi (27). Bu degerlendirmeye gore; Grade O:
Norolojik defisit yok; Grade 1: 6n bacak fleksiyon; Grade 2: donme hareketi
olmaksizin lateral itme hareketine azalmis direng; Grade 3: Grade 2’ ye ilave

olarak donme hareketinin eklenmesi.



Histopatolojik ve immunohistokimyasal degerlendirme

Siganlara reperfuzyonun 24. saatinde derin tiyopental anestezisi
uygulanarak transkardiyak %4 paraformaldehid ve 0,1 M fosfat tamponu pH

7,4 ile perfuzyon uygulandi ve takiben sakrifiye edildiler.

Kaspaz 3, Kaspaz 9, Bax Ve Bcl-2 immiinohistokimyasi

Tdm beyinler 0,1M fosfat tamponunda pH 7,4 %4 paraformaldehit
solUsyonu ile fikse edildi (28). Ayni fiksatif icerisinde 24 saat slreyle post-
fiksasyon igslemi uygulandi. Fiksasyon igleminin sonrasinda beyinler doku
takibi islemini takiben ksilollerde saydamlastirilarak parafine gomuldu.
Mikrotom ile koronal dizlemde 5 mikrometre kalinhdinda seri kesitler alindi.
Kesitlerin aliminda koronal beyin duzeyinin belirlenmesinde Paxinos ve

Watson’un atlasindaki koordinatlar kullanildi (29).

Tam iglemleri takiben parafin bloklama sonrasi immunohistokimyasal
surecler i¢in uygulanan yontem Minami ve ark.’nin ¢alismasi dogrultusunda

uygulandi (28).

immunohistokimyasal olarak bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, ABD), bax (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, ABD),
kaspaz 3 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, ABD) ve kaspaz 9
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, ABD) ile apopitotik slreg
degerlendirildi. immunohistokimyasal degerlendirmeler: Negatif - : boyanma
yok; +: hafif derecede boyanma, ++: orta derecede boyanma, +++: siddetli
boyanma dortli skorlamasina gore deney gruplarini bilmeyen noropatoloji

uzmani tarafindan yapildi.



Biyokimyasal Analiz

Beyin doku MDA seviyeleri tiobarbiturikasit methodu ile nmol MDA / g
doku olarak olguldl. Doku homojenati; 0.25 g doku 6rnegi, 2.5 ml'lik %1.15
lik donmus potasyum Kklorid ile homojenize edilerek hazirlandi (30).

Hazirlanan homojenat lipit peroksitlerinin analizi igin kullanildi.

istatistiksel Analiz Yontemleri

Verilerin analizinde SPSS 13,0 for Windows istatistiksel analiz paket
programi (Chicago, IL, ABD) kullanildi. Surekli degiskenler ort+SD ve median
degerleri ile birlikte kategorik degiskenler frekans dagilimlari ile birlikte verildi.
Apopitotik yolakta gorevli dort ayri proteinin immunohistokimyasal olarak
boyanma derecelerinin karsilastirimasinda non-parametrik Kruskal-Wallis
testi kullanildi. Farki yaratan grup/gruplari belirlemek amaciyla non-
parametrik Mann-Whitney U testi yapildi. Bagimli zaman dilimlerinde gruplar
arasi karsilastirmalar yapmak icin ylizde degisimden yararlanildi. Bu sayede
gruplar arasinda ilgilenilen parametrenin baglangi¢ baseline degerine gore bir
degisim gosterip gostermedigine bakildi. Biyokimyasal analiz sonucu MDA
seviyelerinin degerlendiriimesinde gruplar arasi analizde yuzde degisimden
yararlanildi. Grup i¢i analizde ise Mann-Whitney U testi yapildi. Calismada

p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



BULGULAR

Tum deney gruplarinda siganlarin agirliklarinin - gruplar arasi
kargilastirimasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05)
(Tablo 1). Bu sonug siganlar arasinda yas farkliiginin olmadiginin bir belirtisi
olarak kabul edildi.

Tablo I: Tum deney gruplarinin agirlik degerleri (OrtxSD).

Grup 1 Grup 2
n:16 n:16
Agirlik (g) 277.41+14 14 279.28+13.43

Gruplar arasinda sicanlarin vucut sicakliklari agisindan da anlaml fark
saptanmadi (p>0.05) (Tablo 2).

Tablo II: Tum deney gruplarinin rektal sicaklik degerleri (Ort£SD)

Grup 1 Grup 2
n:16 n:16
Sicaklik (°C) 36.95+0.15 36.93+0.11

OSAo yapilan gruplarin SKA degerleri (Ort+SD), Tablo 3’de verilmigtir.
Oklizyon vyapilan siganlarin SKA degerlerinde Grup 1'de 13.4014.04
(%73.38), Grup 2'de 15.82+4.19 (%78.7) kadar dusme saptanildi. Gruplar

arasinda ise farklilk saptaniimadi (p>0.05)



Tablo lll: OSAo uygulanan gruplarin 0. ve oklizyon sonrasi serebral
kan akimi degerleri ml LD/100g/dak

Grup 1 Grup 2
n:16 n:16
0. dakika SKA ol¢iimii 80.58+33.57 74.25+34.80
OSAo sonrasi SKA dlgiimu 13.401+4.04* 15.82+4.19*

p<0.05

Tum gruplar arasinda Bederson’'un norolojik skorlamasina gore
farkhlik saptaniimadi (p>0.05). Bu durum OSAo’nun tum gruplarda
olustugunun kaniti olarak kabul edildi (Tablo V).

Tablo IV: OSAo olusturulan gruplardaki siganlarin Bederson’un
Norolojik Skorlamasina gére muayene sonuglari (Ort+SD)

Grup 1 Grup 2
n:16 n:16
Ortalama skor 2.85+0.23 3.00+0.00

Tam gruplardaki siganlardan alinan beyin kesitleri Hemotoksilen-Eozin
ile boyanarak iskemik noronlar tespit edildi. Histolojik olarak iskemik
ndronlarda noropil, periselliler ve perivaskiler alanlarda vakuolizasyon
oldugu ve hiicrelerin siingerimsi gérinim aldigi izlendi (Sekil 2). iskemi
sonrasi 24. saat incelemelerinde noéronal buzilme, eozinofilik sitoplazma,
nikleer kondensasyon ve pargalamig apopitotik piknotik cisimler gibi

dejenerasyona ait degisiklikler saptandi.

Gruplar arasinda kaspaz 3, kaspaz 9 ve bax i¢cin immunohistokimyasal
skorlama ortalamalari bakimindan farklilik saptandi. Bcl-2 skorlamasinda ise
ardkosullama yapilan grupta istatistiksel olarak anlamlilik saptandi (p<0.05)
(Sekil 2). Gruplarin immunohistokimyasal skorlama sonuglari tablo V’te

verilmistir.



Tablo V: Gruplarin immunohistokimyasal skorlama sonuglari (OrtxSD)

Bcl-2 Bax Kaspaz 3 Kaspaz 9
Grup1 1.50£0.53 0.5040.53 1.371£0.51 2.00+0.00
Grup2 2.50£0.53* 1.121£0.35 1.60+£0.74 1.8710.64

*p<0.05




Sekil 2: Bcl-2 immunoekspresyonu (nuklear ve sitoplazmik boyanma) ise Grup 2’ da iskemi grubuna goére artmis olarak

goruldu. Grup 1 ve 2 ‘da kaspaz 3, kaspaz 9 ve bax ekspresyonlari (sitoplazmik boyanma) agisindan anlamli farklilik izlenmedi
[Koronal kesit illUstratif gizimleri Erdo F ve ark.’nin 2004 yili galismasindan uyarlanmistir (31)].



Gruplarin biyokimyasal analiz sonuglarinda, iskemik hemisferle
normal hemisferler arasinda her iki grupta istatistiksel olarak anlamli
dizeyde MDA seviyelerinde artis saptandi (p<0.05). (Tablo VI). Grup igi
iskemik hemisfer degerleri normal hemisfer degerleri ile karsilastirildiginda
ise ardkosullama yapilan grupta (Grup 2) MDA seviyelerinde yuzde
degdisim acisindan %10.81’lik artis saptanirken, iskemi uygulanan grupta
(Grup 1) ise %27.81’lik artis saptanmis ve bu degisim istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05) (Tablo VI).

Tablo VI: Malonildialdehit seviyeleri (hnmol MDA / g)

Sol hemisfer Sag hemisfer Yuzde degisim (%)
Grup 1 279.75+50.03 203.75+42.56 27.29
n:16
g';‘ép 2 307.50+41.21 272.25+39.15 10.81*

"p< 0.05



TARTISMA ve SONUG

Serebral iskemi, kognitif bozukluk ve ndbetleri de icine alan genis
bir norolojik bozukluk spektrumu iginde hem cgocukluk hem de erigkin
donemde onemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Cesitli etyolojik
nedenlerle SKA azalmasi veya tam olarak durmasi sonucu oksijen, ATP
ve glukoz gibi enerji kaynaklarinin tukenmesi ile baglayan ve néronlar da

dejenerasyonla sonuglanan olaylar zinciridir (3).

iskemik olay sonrasi olusan hasar, “core” olarak adlandirilan santral
alan ve “penumbra” olarak adlandirilan perifokal alan olmak Uzere iki
bolumden olugur. Santral alan agir iskeminin bulundugu, kan akiminin
%10-25’in altina dustugu sahadir. Bu sahada yetersiz oksijen ve glikozdan
dolay! enerji depolari hizla tikenir néronlarda ve glial hicrelerde nekroz
gOzlenir ve dakikalar igerisinde geri donusumsuz agir hasar olugsmaktadir
(32,33). iskemik penumbra, genel olarak iskeminin olustugu fakat
ndronlarin canhligini stirdardagu sahadir. Penumbradaki hicreler iskemik
doku ile normal perflize olan doku arasinda yer alir ve kan akimi normalin
%20-50’si kadardir. Bu saha vaskuler kollateraller tarafindan beslendigi
icin infarkt sonrasi noéronlar saatlerce canl kalabilir. Erken donemde
reperfuzyon gerceklesmezse noronlarin gereksinimi olan yeterli oksijen ve
glukoz saglanamayacagindan bu sahadaki hlcreler zaman iginde
Olecektir. Penumbra bolgesindeki immunohistokimyasal incelemelerin
sonuglari, néronal korunmada en hassas ve infarktin belirlenmesinde rol
oynadidi bilinen penumbral bdlgedeki noéronlarin apopitotik ve anti-
apopitotik  proteinlerinin  degerlendiriimesinin  sessiz  ama hala
kurtarilabilecek noéronlarin oldugunu gostermede onemli oldugunu ortaya

koymustur (33).

Siganlarda intraluminal sutir ile OSA tikanmasi, kalici ve gegici
fokal serebral iskeminin patofizyolojisini ¢alismak icin son yillarda yaygin

olarak kullanilan bir yontemdir. Bu model, Koizumi ve ark.lar tarafinca



tanimlanmis, daha sonra bunun pek ¢ok modifikasyonu bildirilmistir (34—
36). Global iskemi modellerinin insanlarda fokal iskemiler kadar yaygin
olmamasi da modelin popdularitesinin diger bir nedenidir (37). Kolay
yapilabilir olusu, minimum girisimsel iglem gerektirmesi ve intrakraniyal
basinci etkileyebilecek kraniektomi gerektirmemesi gibi nedenlerle

¢alismamizda da bu model tercih edilmistir.

Orta serebral arter oklizyonu sonrasi, serebral kan akiminda tim
gruplarda ilk 6lcim degerinin %50’sinden daha fazla bir disus elde edildi
ve bu akimdaki azalmanin kaniti olarak da siganlarin oklizyon sonrasi
yapilan norolojik degerlendirmelerinde belirgin norolojik defisit olusumu
g6zlendi. Kan akimi %50’ den fazla dusen ve noérolojik skoru iki ve
Uzerinde olan siganlar deneye alindi. Sonuglarimiz yapilan OSA
oklizyonunun tum siganlarda ayni derecelerde okluzyon yaptigini ve

gruplar arasinda farklilik olmadigini gostermigtir.

Apopitozis klasik hlcre 6lim sekli olarak bilinen nekrozdan birgok
Ozelligi acisindan c¢ok farkh olan bir hicre 6lim mekanizmasidir (16,23).
Apopitozis hlcre icinde cesitli mediatorler tarafindan dizenlenmektedir
(23). Bu mediatorler arasinda iyonlar kalsiyum bazi molekuller seramid
genler proteinler p53, Bcl-2 ailesi, kaspaz yolagi ve hatta butin bu
olaylarin merkezinde de mitokondri bulunmaktadir. Bcl-2 ailesi Uyelerinin
bir kismi apopitozisi induklerken Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs bir kismi ise
apopitozisi baskilarlar (16,38,39). Hucrelerin yasayabilirlik durumu ig¢inde
bulundugu bu proapopitotik/antiapopitotik Uyelerinin rdlatif oranina baglhidir
(Bcl-2/Bax). Bcl-2 mitokondri dis membraninda bulunur ve iyon
transportunu duzenler (39). Bax ise sitozolde bulunur ve hucrenin
apoptotik uyari alinmasi halinde mitokondri membranina baglanarak
“‘pore” olusumunu indukler. Bdylece hucrenin segici gegirgenligi kaybolur.
Bunun sonucunda sitokrom C ve apopitozis-indukleyici faktor AIF ’Un

mitokondriden sitozole c¢ikmasi saglanir (16). Takiben apopitozisi



indUkleyen Bax ekspresyonu artarak Bcl-2/Bax oranini bax ydnlinde
degistirir (39).

Kaspaz ailesi, inaktif preklrsor olarak sitoplazmada bulunan bir
grup enzimdir ve serebral iskemide aktive olduklari kanitlanmistir (40).
Gegici fokal serebral iskemide (41,42) ve global serebral iskemide (43,44),
Ozellikle hipokampus, kaudat nUkleus ve putamendeki etkilenmis
noronlarda artmis kaspaz 3 aktivitesi gosterilmistir.  Birbirlerini
aktiflestirerek proteolitik bir etkiye neden olurlar. Sonugta apopitozisin
karakteristik bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonuna ve
oligonukleozomal DNA fragmentasyonuna neden olarak hicre o6lumunu
gerceklestirirler (16,19,22,23,45,46).

Calismamizda Bcl-2 ekspresyonunda ardkosullama grubunda
istatistiksel olarak anlamli dizeyde artis saptanmigtir. Anti-apopitotik
protein olan Bcl-2'nin asiri ekspresyonu sitokromC salinmasini ve kaspaz
3’Unde aktive olmasini inhibe ederek apoptozisden korur (47). Bu sonug
ardkosullamanin apopitozisi engelleyerek serebral iskemiden koruyucu

etki yaptigini dugundurdu.

Gegici iskemik olaylarda iki ayri patofizyolojik olay infarktin
gelismesine katkida bulunur: iskemik evrede infarktin baglamasi,
reperfuzyon evresinde ise infarktin gerilemesi veya artmasi (reperfuzyon
travmasi). Reperfuzyon hasarinin en oOnemli nedeni, artan serbest
radikallerin beyin hucresi, plazma ve organel membranlari, vaskuler
endotel hucre membrani ve myelinde baslattiklari lipid peroksidasyonudur.
Radikal aracili bir zincir reaksiyon mekanizmasi seklinde geligsen lipid
peroksidasyonu sirasinda, doymamig yag asidlerinin yan zincirlerinde
yeniden duzenlenme s6z konusudur (48). Lipid peroksidasyon urunleri
fosfolipaz aktivitesini stimule etmektedirler. Lipid peroksidasyonu, ortamda
doymamis yag asidleri, oksijen ve metal katalizérler (Fe™, Cu*?)

bulundugu surece logaritmik olarak artarken yeni serbest radikallerin



olusumuna neden olmaktadir. Bu nedenle reperfizyon dénemi, lipid
peroksidasyonu igin gerekli kosullari saglamasi bakimindan ¢ok uygundur.
Lipid radikalleri veya MDA gibi peroksidasyon urunleri aracihgi ile lipid
peroksidasyonu, biyolojik membranlarda yaygin hale geldigi zaman

hicresel yapi ve fonksiyon hasarlari ortaya ¢ikmaktadir (48,49).

Calismamizda normal hemisferle iskemik hemisfer arasinda her iki
grupta da MDA seviyeleri agisindan anlamli dizeyde artis saptandi. Ancak
ardkosullama grubunda MDA seviyelerindeki artis, normal hemisferle
kiyaslandiginda iskemi grubuna gore istatistiksel olarak anlamli dizeyde
daha az saptandi. Serebral iskemide lipid peroksidasyonun drind olan
MDA, iskeminin siddetine gore artis gostermektedir. Serteser ve ark.
yaptigi calismada oklizyon sonrasi 60. dakikada, iskemik kortekste,
ipsilateral korteksle karsilastirildiginda MDA seviyesinde anlamli olarak
artis saptamiglardir (50). Yapilan baska c¢alismalarda da lipid
peroksidasyonun serebral iskemide katkisi gosterilmistir (51,52).
Calismamizda MDA seviyelerinin, iskemi grubunda ardkosullama grubuna
go6re anlamli olarak daha fazla artis géstermesi, ardkosullamanin serebral
iskemide lipid peroksidasyonunu engelleyerek koruyucu etki yaptigini

dusundurmektedir.

Ardkosullamanin  modifiye bir reperfizyon oldugu ve iskemi-
reperflUzyon hasarina kargi serebral dokuyu korudugu bizim ve diger
arastirmacilarin yaptigi gesitli galismalarda da gosterilmistir (9,10). Burda
ve ark.larn siganlarda 4 damar oklizyon modelinde ardkosullamayi
basariyla uygulamiglar, baska modellerde dogrulanmasini onermiglerdir

(53). Biz de ¢alismamizda benzer sonuglara farkli bir modelle ulastik.

iskemik toleransin olusumunda en az 3 protein sentez dalgasi
gereklidir. ilk dalga iskemiden 4 saat sonra ortaya c¢ikan baskilanmis
protein sentezinin toparlandigr ama etkili korumanin saglanamadigi sure¢

olup bu sirada, superoksit dizmutaz (SOD) ve katalaz gibi endojen



antioksidan enzim sentezi gerceklesir (54). 2 dalga 6nkosullamadan 2 gin
sonra ortaya c¢ikar; HSP 72’'nin gecikmis sentezi ile karakterizedir (55).
Ardkosullamayla uyarilan 3. dalga 2. dalgayla birlestiginde tam tolerans
gelisimiyle sonuglanir. ilk iki dalga sirasinda gérilen koruyucu protein
sentezi, ilk patofizyolojik stresin gen ekspresyonundan protein sentezine
gecisi uyarmasi sonucu olurken ardkosullama sonrasi gergeklesen protein
sentezinin ilk iki surece ilave olmasi kuvvetli ve uzun sdreli

ndroproteksiyonu saglar (53).

Burda ve ark.lari iskemik onkogullama niteligindeki 5 dakikalik
iskeminin hipokampuste HSP 72’nin artmig Uretimini, Danielisova ve
ark.'lar1 ise iskemiden 5 dakika sonra ve 5 saatlik reperfizyon sonrasi
SOD ve katalaz aktivitesinde anlamli artisi géstermiglerdir (54,55). Burda
ve ark.lari iskemi sonrasi artmis endojen antioksidan enzim aktivitesinin
hipokampusun CA1 bodlgesindeki noéronlari gecikmis noéronal 6limden
korumaya yetmedigini 5 dakikalik iskeminin 2 gun sonra uygulanan 20
dakikalik iskemiyle beraber bu néronlarin %95’ini korudugunu gdstermistir
(56). Benzer sekilde Danielisova ve ark’lari da ardkosullama ile iskemiden
iki giin sonra CA1 noronlarindaki hasarin geri dondurulebilir oldugunu

gOstermigtir (54).

Zhao ve ark.larl, bilateral kommon karotid arter oklizyonu
uygulayarak vyaptiklari c¢alismalarinda, iskemik ardkosullamanin fokal
serebral iskemi sonrasi infarkt hacmini kagulttuginu saptamiglardir (10).
Bu da farkli deneysel iskemi modeli uygulansa dahi ardkosullamanin
serebral reperflizyon hasari Uzerindeki koruyucu etkisini gdstermektedir.
Zhao ve ark. iskeminin ciddiyeti ile baglantih olarak ardkosullamanin
penumbra da apopitozisi ve serbest radikal Uretimi Uzerine etki ederek
iskemi sonrasi infarkt hacmini azaltabilecegini belirtmislerdir (10).
Calismalarinda apoptozis icin marker sayilan ve DNA fragmantasyonunu
gosteren TUNEL yontemi ve superoksid radikallerini goOstererek

ardkosullamanin koruyucu etki gosterdigini belirtmis olmakla beraber bu



koruyucu etkinin mekanizmalarinin ortaya konulabilmesi i¢in ek
c¢alismalara ihtiya¢ oldugunu bildirmiglerdir. Bu gune kadar bu konuda
yayinlanmig  bir g¢alisma  bulunmamaktadir. Calismamizda ise
ardkosullamanin  hem  apoptozisi engelleyerek hem de lipid
peroksidasyonu baskilayarak serebral iskemiden korudugu gosterilmigtir.

Bu o6zelligi ile calismamiz bu konuda literatlrde yapilan ilk galismadir.

Serebral iskemik ardkosullama tekrarlayici strok’da koruyucudur
ancak klinik kullanimi sadece iskemi gelisecegi dnceden tahmin edilen
durumlarda olabilir. Strok sonrasi reperfuzyon serebral hasarda kritik bir
rol oynar. Norosirurji pratiginde iskemi gelisebileceginin dnceden tahmin
edilebildigi durumlar anevrizma operasyonu sirasinda gegici Kklip
uygulamasi, erken cerrahi sonrasi vazospazm gelismesi, ana damara
gegici klip konulmasi, superfisiyal temporal arter-orta serebral arter
anostomoz operasyonlarinda gegici oklizyon yapildiginda veya strok’da
doku plazminojen aktivatori kullaniimasina bagh reperfiizyonda siklikla
g6rultr. Serebral anevrizma operasyonlarinda siklikla kullanilan gegici
klibin araliklarla acihp kapatilarak uygulanacak ardkosullamanin
postoperatif donemde gelisecek reperfizyon hasarini azaltabilecegi

disunulmustar.

iskemik ardkogullama endojen néral korunma mekanizmalarindan
sorumlu molekuler mekanizmalara yeni bir bakis agisi getirmekte ve beyin
hdcrelerinin iskemik travmaya karsi daha dayanikh hale getirilebilmeleri

icin yeni stratejilerin geligtiriimesi gerekliligini gostermektedir.
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