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GIRIS

Iskemik inme, insanlarda genellikle tek bir intrakranial arterin tikanarak tam veya
kismi fokal serebral iskemi olusmasina bagli olarak gelisen klinik durumdur(1).
Serebrovaskiiler hastaliklar gelismis iilkelerde kalp hastaliklar1 ve kanserden sonra gelen
tiglincii 6liim nedeni ve birinci sakatlik nedeni olmasi disinda, hastane basvurularinda ve
saglik harcamalarinda 6nemli bir yer tutan sosyoekenomik agidan ¢ok dnemli bir hastalik
grubudur(2). Durum bdyle olunca bu hastaliklar artik gegmiste oldugu gibi sadace konu
ile ilgilenen uzmanlar1 degil tim doktorlar1 yakindan ilgilendiren bir konu haline
gelmistir. Iskemik inme bebeklikten ileri yaslara kadar hayatin her doneminde goriilebilir.

Ancak yas ilerledik¢e iskemik inme orani artmaktadir(3).

En sik gorildiigi ileri yas grubunda insidans ve prevalansi da giderek artmakta ve bu
durum klinik ve temel tipdaki bir ¢ok bilim dalinin konuya odaklasmasini zorunlu
kilmaktadir(2, 3). Hedef bu hastaliklarin degistirilebilir risk faktorlerin limitleri ile
birlikte belirlemek, hastalik ortaya ¢iktiktan sonra da en uygun tedavi protokolleri ile akut

kronik donemde morbidite ve mortaliteyi minimuma indirmektir(2).

Ozellikle son birkag¢ dekadda iskemik dokunun selliiler ve molekiiler yapisi ile ilgili
yapilan arastirmalarin sayisi hizla gelisen norogdriintilleme yontemleri ile de belirgin bir
bicimde artmistir. Bu hizli gelismelere paralel olarak bu hastaliklarin tanit ve tedavi
algoritmalar1 da ¢ok sik degismektedir. Ozellikle tedavi protokollerinin olusmasini

sayilar1 oldukea fazla olan merkezli ¢aligmalarin sonuglar etkilemektedir(1- 3).



GENEL BILGILER

1 Tamim

Serebral iskemi, beyin kan akiminda azalma ve normal beynin metabolik
fonksiyonlarma yeterli gelmeyen kan dolagimini ifade etmektedir. Beyin, iskemik
tolerans1 smirl olan bir dokudur. insan beyninde bir damar tikandig1 zaman, sinirh bir
bolgede kan akimi kritik seviyenin altina diiser ve doku nekroza gider. Bu alan “iskemik
cekirdek” olarak adlandirlir(1, 2). Iskemik gekirdegi cevreleyen bolgelerde, perifere
dogru gittikge artis gosteren ve kollateral damar sistemleri tarafindan beslenen farkli kan
akim kusaklar1 mevcuttur. Iskemik stres altindaki bu alanda heniiz enfarkt meydana
gelmemistir. Ancak eger iskemik durum diizeltilmez ise, bu bdlgelerin zaman igerisinde
nekroza gitme potansiyeli vardir. Kan akiminin azaldigi ancak hasarin heniiz olusmadigi
beyin bdlgesine “kurtarilabilir doku” adi verilir ve bu doku gilinlimiiz tedavi

yaklasimlarinin temel hedefini olusturur( 2, 4, 5 ).

Beyin kan akiminin azalmasi veya kesilmesi tiim serabral alanlar etkilemisse
“global iskemi”, sadece bir bolge etkilenmigse “fokal serebral iskemi” terimleri
kullanilmaktadir(2, 5). Serebral iskemi, serebral kan akiminin derecesine gore de
isimlendirilebilmektedir. Bu anlamda inkomplet serebral iskemide serebral kan akimi
tam olarak kesilmemistir ve bu durum hipoksi ile seyretmektedir. Komplet iskemide ise
beyin kan akimi tam olarak kesilmistir ve anoksi gelismistir. Diger dnemli bir faktor ise
iskeminin kalicih@idir. Kisa stireli global iskemi sadece hassas noronlar1 etkilemektedir.
Eger iskeminin siiresi uzarsa daha fazla sayida hiicre ve hiicre tipleri etkilenmektedir

(2,4).



2 Etyoloji (4)
a)Arteriosklerotik tromboz
b)Gegici iskemik atak
¢)Emboli
d)Riiptiire veya riiptire olmamis sakkiiler anevrizma veya arterio-venodz
malformasyon(AVM)
e)Arteritisler
I- Meningovaskiiler sifiliz, pyojenik veya tuberkiiloz menenjitten sonra gelisen
arteritis, postenfeksiyoz arteritler(Tifiis, schistomiasis, sitma, trichinosis v.s.)
[I-Konnektif doku hastaliklari(Poliarteritis Nodosa , Lupus Eritematozus),
Nekrotizan Arterit, Takayasu Hastalig
f)Serebral tromboemboli: Yiiz ve siniis enfeksiyonlarinin komplikasyon olarak,
menejit ve subdural ampiyem sonrasi, postopratif ve postpartum tromboemboli.
g)Hematolojik hastaliklar:Polisitemi, sickle-cellanemi, trombotik trombositopenik
purpura, trombositoz.
h)Karotid arter travmasi.
1)Dissekan aort anevrizmasi.
1)Arteryel stenozla birlikte sistemik hipotansiyon: Akut kan kaybi, myokard
infarktiisii, Stokes-Adams sendromu, travmatik veya cerrahi sok, siirekli postural
hipotansiyon, sensitif karotid siniis.
J)Arteriografi komplikasyonlari.
k)Tentorial, foramen magnum ve subfalsiyal herniasyonlar.
1)Diger hastaliklar grubu:
I-Fibromiiskiiler ~displazi, radyoaktiviteye maruz kalma, kapali kafa
travmalarinda orta serebral arter infarktiisii, sakkiiler anevrizmanin lokal basisi.
II-Oral kontraseptiflerin komplikasyonu, karotid arter veya orta serebral arterin
disseksiyonu
m)Cocuklarin ve geng eriskinlerin bazi hastaliklari:
I- Moya moya hastaligi
[I-Multipl progressif intrakranial arteryel okliizyon



3 Serebral kan akimi ve enerji metabolizmasi
Beynin beslenmesindeki en onemli etken serebral kan akimidir. Serebral kan

akimi, serebral perfiizyon basincinin serebral vaskiiler rezistansa oraniyla belirlenir(5).

SKA=SPB/SVR

Noronal doku ve hiicrelerin beslenmesi i¢in gerekli olan SPB, kani serebral
sirkiilasyona yollayan arteryel basing ile vendz doniis basinct arasindaki fark belirler.
Ortalama SPB, yatar pozisyondaki bir kiginin beyin tabanindaki ortalama arter basincina
esittir ki bu deger; diyastolik kan basinci ile (yaklagik 80 mm/Hg) nabiz basincinin iigte
birinin toplaminin (1/3 xyaklasik 40mm Hg), intrakranial venéz basingtan (yaklasik
10mm Hg) ¢ikarilmasiyla elde edilen yaklasik (80-85 mm Hg) degerdir (6). Bu basing,
dolasimdaki metabolik molekiillerin serebral dokuya ge¢isini saglar. Normal kosullarda
SPB sabittir. Fakat iskemik arteryel kan basincini veya serebral vendz doniisii etkileyen
durumlar perfiizyon basincini degistirebilir. Sistemik arteryel kan basinci belirli bir
degerin altina diistiiglinde veya intrakranial basing arttifinda, beyinde global olarak SPB
azalir (6). Serebral perfiizyon basincinin normal oldugu durumlarda, serebral kan
akimidaki degisiklikler serebral vaskiiler  rezistansdaki degisikliklerden
kaynaklanmaktadir. Serebral kan akiminda degisiklige neden olan ve serebral vaskiiler
rezistansi belirleyen serebral arterin yar1 ¢apinin degismesi, bir¢ok faktérle meydana
gelir. Bunlardan potasyum ve hidrojen iyonlar1 damar liimenini etkileyip giiclii kimyasal
vazodilatasyon yaparlar(5, 6). Parsiyel arteryel karbondioksit basing degisiklikleri
serebral vazomotor etki gosterir ve artig1 vazodilatasyona, diismesi vazokonstriksiyona
yol acar. Diger bir giiclii serebral vaskiiler rezistans belirleyicisi de arteryel oksijen
igerigidir. Parsiyel oksijen basincindaki degisiklikler veya hematokrit oynamalari, oksijen
taginim1 sabit kalacak sekilde serebral vaskiiler rezistansta kompansatuar degisikliklere

neden olurlar(6).

Serebral kan akimindaki fonksiyona bagl olan degisiklikler, bolgesel oksijen ve
glikoz mekanizmalar1 ile iligkilidir. Diger taraftan beynin sensorimotor ve mental
aktiviteleri serebral metabolizma ile yakindan iliskilidir. Oyle ki herhangi bir sebebe bagli
olarak goriilen norokimyasal bir bozukluk veya yetmezlik, hizli bir sekilde norolojik

bozukluga yol agmaktadir. Noronlar ve glial hiicreler, 6zel fonksiyonlar1 sirasinda ¢esitli



kimyasal islemlere ugrarlar(5). Sinir hiicreleri devamli olarak membran potansiyellerini
korumak, transmitter sentezlemek ve depolamak, aksoplazma iiretmek ve bozulan
striktiiel yapilar1 yenilemek zorunlulugundadirlar. Serebral dokudaki biitiin bu karmasik
aktiviteler enerji gerektirmektedir. Bu nedenle serebral hiicreler viicuttaki diger organlara

gore yiiksek miktarda enerji ihtiyact duymaktadir(5).

Serebral iskemide gelisen bazi noérofizyolojik degisiklikler giinlimiize degin
tanimlanmistir(7). Normal serebral kan akimi 45-60ml/100/dk ‘dir. 100 gram’da 20-
25ml/dk’lik bir seviyede normotermik hafif anestezi altindaki bir bireyde EEG aktivitesi
degismez. Bu seviyenin altinda EEG aktivitesi dereceli olarak kaybolur. 15 ml’nin altinda
ise uyarilmis elektriksel kortikal cevap kaybolur. Beyin kan akimi 10-12 ml/100gr/dk
oldugunda iyon hemostazi kaybolur, ani ve komplet olarak nodronal depolarizasyon
goriiliir. Néronlardan hiicre dist araligina massif potasyum(K") iyonu gegisi olur, bununla
beraber noéronlarin i¢ine sodyum(Na') ve kalsiyum(Ca+2) gecisi olur. Buna da osmotik

olarak su tutulumu ve hiicre sismesi takip eder.(7)

4 iskemi fizyopatolojisi
Iskemik arastirmalarin temelinde hiicresel enerji yetersizligi yatmaktadir. Hiicre
nekrozu bozuk enerji metabolizmasina sekonder olarak gelismektedir. ATP ve diger

niikleotit trifosfatlarin sentezinde yetersizlik mevcuttur (8).

Bu durumda :
1- Yeterli enerji kaynag1 yoklugunda anaerobik glikoliz uyarilarak
intraseliiler ve ekstraseliiler asidoz olugmakta
2-Enerji yetersizligi iyon dengesini bozmakta ve hiicrenin yapisal

biitiinligli bozulmaktadir(8).

Normal hiicre membrani hem pasif hem de enerji gerektiren aktif transportla hiicre
i¢i ile dis1 arasinda bir iyon dengesi saglar. Hiicre membranindaki fizyolojik iyonlarin
esitsiz dagilimi sonucu 60 mV civarinda bir membran potansiyeli (hiicre i¢i negatif)
olusmaktadir. Bu olay direkt yada indirekt olarak ATP nin etkisiyle ters yonde iyon
transportu sonucu olusur(9). Membran depolarize oldugunda elektriksel giic ortadan

kalkar ve konsantrasyon gradyanina gore iyon gecisi olur. Bu durumda Na ve Ca™



hiicre igine girerken K' hiicre disina ¢ikmakta ve Cl° da bunu takiben hiicre icine
girmektedir. Depolarizasyon sonrasi membran potansiyeli ATP yikimi ile tekrar kurulur.
Saglanan enerji ve 3Na'/2K" adenozin trifosfataz enzimi sayesinde 3 Na' iyonu disan
atilirken 2 K iyonu hiicre i¢ine girer, yine bir Ca™ iyonu disar1 atilirken yerine iki H+
iyonu hiicre icine girer. 3Na"/Ca'™ iyon degisimi hiicre i¢inden Ca™ iyonunun atilimim
saglar ayn1 anda Na'/H' iyon pompasida H' iyonunun hiicre disina atilimini saglar. Bu
yolla Na“ ve Ca™ iyonlarimin hiicre dis1 konsantrasyonun hiicre i¢i konsantrasyonundan
10 ila 10000 kat fazla olmasi saglanmaktadir. Yine buna paralel olarak hiicre i¢i K

konsantrasyonu da hiicre dis1 seviyesinden 40 kat daha fazladir(9).

Iskemi esnasinda iyon akisi iki fazda incelenebilir. Birinci fazda ekstraseliiler K"
iyonu yavas bir sekilde yiikselir. Ekstraseliiler pH diiser, ¢iinkii H' iyonu katyon
kanallarindan hiicre disina ¢ikarken, non-iyonik difflizyonla laktik asit de hiicreyi
terkeder. Hiicre disinda CO, birikimi de ekstraseliiler ortam1 asidik hale getirir. Ikinci
fazda K™ iyonu hizla hiicreyi terkederken Na”, CI" ve Ca™ iyonlarin hiicre icine

girer(10).

Bu iyon akisi iki tip hasar olusturmaktadir. Birincisinde hiicre icine Na" ve CI°
girisi esnasinda suyun da bu iyonlara eslik etmesiyle hiicre sismesi olur (osmotik hasar).
ikinci olarakta hiicre i¢ine Ca* girigi sonucu hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonundaki artis ve
buna baglh gelisen hasardir. Hiicre i¢i depolardan hiicre icine salman Ca™ da hiicre

membraninin iyonlara gecirgenliginin artmasina yol acar(10, 11).

Yiiksek enerjili fosfatlar, makromolekiiller ve makromolekiillerin bir araya
gelmesiyle olusan yapilarin  olusumunda mutlaka gereklidir. ATP yetersizligi
mikrofilamanlar ve mikrotubuller gibi hiicre iskeletini saglayan yapilarla hiicre
membranini olusturan molekiillerde yikima yol acar. ATP yetersizligi sonucu olusan bir
diger olay da fosfolipidlerin yikilarak lipofosfolipitler, diasilgliseridler ve serbest yag
asitleri (arasidonik asit) gibi yikim {iriinlerinin birikmesidir. Bu yikim enzimlerinin ¢ogu

ATP yetersizliginde Ca" iyonu tarafindan aktive edilir (9, 10, 12).



Perifokal alanda yer alan ve elektriksel olarak inaktif ancak hala canliligini

stirdiiren hiicreler iskemik penumbra konseptinin olusumunu saglamistir(10, 13).

Farmakolojik olarak penumbra alani infarkt alaninin potansiyel olarak canliligin
tekrar kazanabilecek bir pargasi olarak kabul edilmektedir. Bu hiicreler elektriksel olarak
sessiz de olsalar, enerji ve iyon dengelerini korumaktadirlar. Fakat kolayca harap
olabilirler, clinkii yetersiz olarak kan alirlar ve ayn1 zamanda da 6lmekte olan hiicrelerle
komsuluk halindedirler. Iskemi zamani uzadik¢a penumbra alam da infarkt alanina
eklenmekte ve boylece infarkt alan1 genislemektedir. Buna ek olarak kritik periyotta dlen
hiicrelerden kaynaklanan bir takim maddeler penumbra alaninda yer alan hiicrelerde
harabiyete yol agmaktadir. Bu maddelerin en 6nemlileri eksitator aminoasitler ve serbest
radikallerdir. Penumbra alanin canliligi, erken zamanda reperfiizyon saglanarak veya
infarkt sonucu ortaya cikan toksik dirlinlerin etkisini farmakolojik ilaclarla ortadan
kaldirarak devam ettirilebilmektedir. Bu ajanlar kritik periyot boyunca hiicreye destek

olmaktadir(10, 14).

Ancak bu olay optimal sartlarda Ozellikle de hemodilusyonun saglanarak
perfiizyon basincinin damar tikanmasindan Onceki degere yiikseltildiginde ve
kapillerlerdeki tikaniklik acilabildiginde olmakta, siradan bir global iskemide ¢ok kisa
bir siire i¢inde reperfiizyon saglanmadiginda sonraki donemlerde reperfiizyon saglansa
bile kalici hasar gerilememektedir. Cok erken saglanan bir reperfuzyonda tim zarar
goren alanda iyilesme gozlenirken daha gec¢ reperfiizyonda sadece penumbra alaninda

iyilesme gozlenmekte ve infarkt fokusunda iyilesme olmamaktadir(10, 14)

Reperfiizyon iki tarafi keskin bir kilic gibi etki gostermektedir. Reperfiizyon ile
iskemik dokularda yeniden canlanma saglanirken bazi dokularda da "reperfiizyon hasar1"
denen hasarlar goriilmektedir(15). Bu hasar tekrar suyun ve osmotik iyonlarin bolgeye
gelmesiyle tetiklenen 6dem artisina baglh olabildigi gibi yine tekrar saglanan oksijenin
yaralanmis dokularda serbest radikal olusumunu tetiklemesine bagli da olabilecegi

diistintilmektedir(16, 17).



5 Serebral iskemide eksitator aminoasitler

1957 yilinda Lucas ve Newhouse isimli aragtirmacilar eksitator aminoasit
toksisitesinden bahsetmislerdir(18). Bu otorler retinal distrofiyi iyilestirmek icin ¢esitli
maddeler denerlerken glutamatin sistemik enjeksiyonunun fare retinasinin i¢ sinir
katmanlarin1 harapladigini gozlemlemislerdir. 1969 ve 1971 yillarinda da Olney ve
Sharpe'in ¢aligmalar1 sonradan eksitotoksisite olarak adlandirilacak bu nérotoksik etkinin
yalnizca glutamat ve retinal ndronlara 6zgli olmadigini, eksitatér aminoasitlerin belli
kosullar altinda santral néronlar {izerinde genel etkisi oldugunu ortaya koymuslardir(19).
Bu bulgulardan yola ¢ikilarak noéron hiicrelerinin kaybiyla giden pek ¢ok ndrolojik
hastaligin nedeninin glutamat ve benzeri bilesikler oldugu iddia edilmistir(19). Endojen
glutamat birikiminin saglandigi bir ¢ok deneysel modelde ciddi norolojik hastaliklarin
olustugu gosterilmistir. Glutamat epileptik beyin hasari, Huntington hastaligi, kafa
travmasi, spinal travma ve beyin 6demi gibi hastaliklarin fizyopatolojik mekanizmasinin

icinde yer almaktadir(14).

Bir ¢ok eksitator aminoasitten s6z edilmekle birlikte tizerinde en ¢ok durulan ikisi,
birer dekarboksilik aminoasit olan glutamat ve aspartattir. Glutamat ve aspartatin memeli
beyninde yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu (10 ve 4 mmol/l) bildirilmistir(20). Bu
aminoasitlerin noronlarin yasamasi, sinaptogenez, noronal plastisite (noronun seklini
koruyabilmesi), 6grenme ve hafiza gibi pek ¢ok temel fizyolojik siirece katkilari oldugu
bildirilmektedir. Bunlara ek olarak santral sinir sisteminde sinaptik ileti L-glutamat
tizerinden olmaktadir. Gergekte glutamat tiim santral noronlari uyarabilir. Glutamatin
etkisiyle néron depolarize olur ve aksiyon potansiyeli ile néron ag1 icinde mesaj iletimi
baslar. Eksitotoksik etkisi bu ozelligine baglidir; glutamat ve benzeri maddelerin sinir
uyarici etkisi paradoksal bir fenomen olarak belli kosullarda néron hiicresinin 6liimiiyle

sonuclanacak noropatolojik bir siirece doniisebilir(20).

Eksitator aminoasitlerin esas etkisini gosterecegi postsinaptik membrana
ulagmasindan dnce, presinaptik membran ve glia hiicresi bu aminoasitlerin salinimini ve
presinaptik araliktaki yogunlugunu cesitli yollarla kontrol eder. Bunlar arasinda
presinaptik membran reseptorleri ve glia hiicresinin glutamati sinaptik yariktan geri

almasi sayilabilir(10, 14, 21, 22).
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Glutamatin sinaptik yarikta cogalmasi toksik etkilere yol acarken, onun
yogunlugunu diizenleyen mekanizmalar normal etkisini siirdiirmesini saglar. Glutamat
yiiksek potansiyelli ve hizli etki gdsteren bir norotoksindir. Ancak invivo etkisi yukarda
sOzii edilen presinaptik membran ve glia hiicresininde i¢inde oldugu normal hiicresel geri
alim mekanizmalarinin varliginda ekstraseliiler alandan hizla uzaklastirilmasindan 6tiiri
maskelenir. Nitekim hiicresel geri alim mekanizmalarinin islemedigi bir hiicre kiiltiirii

ortaminda ¢ok diisiik dozlarda dahi ciddi noronal hasar yarattig bildirilmistir(20, 21, 23).

AMPA reseptorleri monovalan katyonlar olan Na’, K ve H' iyonlarinin
nonselektif olarak gecisini saglar. Bu kanallarin acilmasiyla Na' hiicre igine girer ve
depolarizasyon olusur. NMDA reseptoriine gore daha kolay ve daha hizli uyarilirlar,
eksitator aglarda enformasyonun hizli iletiminden sorumludurlar. NMDA tip reseptorler
ise hem monovalan katyonlarm hem de Ca™ iyonunun hiicre membranindan gecisini
saglar. Yiiksek giicte sinaptik giris ile aktive olabilir ve uzun siireli bir depolarizasyon

saglar(10, 11, 14).

Depolarizasyon olustugunda Na” AMPA reseptorler kanallar1 yoluyla hiicre igine
girer ve bunuda NMDA kanallar1 yoluyla Ca' girisi takip eder. Na* ve Ca™ un hiicre
icine girisi ile olusan depolarizasyon L ve T tipleri yoluyla da hiicre i¢ine Ca™ girisini

saglar(24).

Hiicre i¢ine giren ya da intraseliiler depolardan salinan Ca™ hiicre i¢indeki bir
takim molekiillerle tamponlanir yada organellerin igine depolanir. En 6nemli tampon
yapilan kalmodulin ve kalsibindin isimli proteinlerdir(7, 25). Hiicre iginde Ca™ ve
hidrojen ayni tampon bolgelerine baglanmaktadirlar. Bu nedenle asidoz durumunda hiicre

ici serbest Ca™® miktar1 artmaktadir(24).

Nonfizyolojik uyari ile hiicre i¢inde Ca*? agir1 birikmesi sonucu lipazlar, proteazlar
ve endoniikleazlardan olusan enzimler yliksek oranda aktive olur. Yine protein kinazlarin
aktivasyonuyla membran kanallarinin ve reseptorlerinin  fonksiyonlar1 bozulur.
Proteazlarin aktivasyonuyla hiicre iskeletini olusturan ve plazma membraninin

biitiinliiglinii saglayan yapilar yikilir ve hiicre 6liime dogru gider(24).
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6 Serebral iskemide asidoz

Intraseliiler asidoz postiskemik beyin hasarmi arttiran &nemli bir etkendir.
Iskemiyi takiben hiperglisemi yapilmis calismalarda, aerobik metabolizma igin yeterli
oksijen yoklugunda laktik asit {retiminin arttigi ve iskeminin etkisinin agirlastig

gbzlenmistir(26).

Asidozun doku hasarmi arttirmasi 4 mekanizmayla olmaktadir. Bunlar 6dem
olusumu, mitokondrial solunumun inhibisyonu, laktat oksidasyonunun inhibisyonu ve
hidrojenin hiicreden atiliminin inhibisyonudur(24). Asidoz sodyum hidrojen pompasini
aktive ederek osmotik etkiyle hiicre i¢ine su girisini aktive eder, ayrica mitokondriyi
etkileyerek oksidatif fosforilasyonu azaltic1 etki gosterir. Asidoz iskemik periyotta biriken
laktat1 temizleyen enzimler gibi, bir ¢ok enzimi deaktive eder. Diger enzimlerin
deaktivasyonuyla protein sentezi durur. Diisiik intraseliiler pH mitokondriyi etkileyerek

ATP sentezini bloke eder(24).

7 Kalsiyum

Kalsiyum iyonu hiicreler arasi iletisimde 6nemli bir fonksiyona sahiptir. Normal
seviyede intraseliler Ca™ metabolik diizenlemede, ndrotransmitter salmiminda rol
oynarken ayni zamanda hiicre i¢inde ikinci mesajci olarak da fonksiyon goriir. Noron igi
Ca" dengesi normal santral sinir sisteminin fonksiyonu i¢in hayati 6nem tagimaktadir.
Iskemi durumunda intraseliiler depolardan salinim ve ekstraseliiler alandan da hiicre igine
akim sonucu sitoplazma i¢i Ca™ konsantrasyonunun yiikselmesi, néronun fonksiyonunu

kaybetmesine yol agar(10, 25, 27).

1980'li yillarin basinda, hipoksi-iskemi hipoglisemi ve status epileptikusta hiicre
ici Ca™ yiikselmesi ve buna bagli gelisen néron oliimiiniin, dendritik membrandan
kalsiyumun hiicre i¢ine girisinin sonucunda olustugu diistiniilmekteydi(10). Giinlimiizde
bu hipotez hala gecerli olmakla birlikte Ca"? un hiicre icine asil girig yolunun glutamat ve
diger eksitatér aminoasitlerin etkisiyle oldugu anlasilmistir(10). Ca™ nedeniyle olusan
hiicre 6liimii hipotezi son zamanlarda Alzheimer ve diger ndrodejeneratif hastalifi da
kapsayacak sekilde genisletilmis ve kalsiyuma "hiicre Oliimiiniin programlaticis1" adi

verilmistir(10, 27- 29).
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Hiicre i¢inde normal durumlarda Ca™ iyonu kalmodulin ve kalsibindin gibi
proteinlerce baglanarak tamponlamr. Ancak H' iyonu da aym proteinlerle
tamponlanmaktadir. Bu nedenle asidoz durumunda bu baglayici proteinlerin daha biiytik
bir bolimi H' iyonunu tamponlamakta ve bu durumda da hiicre i¢i serbest Ca™

konsantrasyonu artmaktadir(9, 14, 24, 25).

Kalsiyum iyonunun hiicre i¢i asir1 miktarda artis1 protein kinazlar1 aktive eder ve
reseptorlerle membran kanallarindan iyon gegisi bozulur. Akut hiicre hasarindaki anahtar
etkilerden biri plazma membranini ve hiicre iskeletini olusturan maddelerin ve zincirlerin
proteazlar tarafindan yikilmasidir(11, 25). Bir diger esit 6nemde patolojik olay
fosfolipazlarin aktivasyonudur; Ca™ iyonunun enerji yetersizligi sonucu hiicre ici
konsantrasyonunun yiikselmesi fosfolipaz A,'nin aktivasyonuna yol agmakta ve sonucta
lipofosfolipidlerle, 0Ozellikle arasidonik asiti iceren serbest yag asitlerinin ortaya
cikmasina yol agmaktadir. Fosfolipaz C ise diasilgliseridleri katalize ederek bir baska
yoldan arasidonik asit ve inositoltrifosfat agiga ¢ikarir . Lipofosfolipidler ve serbest yag
asitleri Ozellikle de doymamis olanlar1 membran iizerinde toksik etki olusturur.

Arasidonik asit de serbest radikallerin olusumuna katkida bulunmaktadir(11, 16).

8 Serbest radikaller
Bir atom yada molekiil bir elektron alarak(indirgenme) ya da bir elektron vererek

(oksidasyon) serbest radikal haline gelebilir(17).

Biyolojik sistemler normal kosullarda biinyelerindeki oksijenin ¢ogunlugunu
tetravalan olarak indirgerler. Bunun i¢inde mitokondrial sitokrom oksidaz gibi etkin
hiicre ici sistemleri kullanilir. Biyolojik sistemlerin normalde pek az kullanildigi ancak
baz1 durumlarda artan univalan indirgenme sonucu degisik reaktivite derecelerine sahip
serbest radikaller ortaya ¢ikar. Bir, iki veya li¢ elektronun oksijen ile reaksiyona girmesi
sonucu sirastyla siliperoksit radikali (0, hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil(OH")
olusur. H,O, serbest radikal olmamakla birlikte hizla hidroksil radikaline doniistiiglinden
serbest radikal olarak anilmistir. Bu indirgenme mitokondrial solunum zincirinin ilk

basamaginda olusur(17).
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Ekstramitokodrial reaksiyonlarda ise hipoksantin ve ksantinin, ksantin oksidaz
tarafindan okside edildikleri reaksiyonda serbest radikaller olusmaktadir. Bu reaksiyon
islemi yeniden kanlanma esnasinda serbest radikallerin baslica olusum seklidir. Ciinkii
iskemi esnasinda hipoksantin ve ksantin birikimi olmakta ve Ca** yiikselmesi de ksantin

dehidrogenazi ksantin oksidaza ¢eviren proteazlari aktive etmektedir(24).

Hipoksantin + O, XO Ksantin + O+ H,0,
Ksantin + O XO Urik asit + O, +H,0,
XO:Ksantin oksidaz

Hidroksil radikali son derece toksik bir yapidir ve rastgele olarak komsu lipit
protein ve DNA molekiillerine saldirir. Hidroksil radikali, oksijen radikali ve H,O; nin
olusturdugu kimyasal reaksiyonda olusur. Bu reaksiyona "Haber-Weiss reaksiyonu"" adi
verilmektedir(30). Bu reaksiyon dogal durumda ¢ok yavas olurken demir tarafindan
katalize edildiginde hizlanmakta ve bdylece hidroksil radikali olusumu hizla artmaktadir
(30).

Normalde ferritin ve transferin tasiyict proteinlerine siki sekilde bagli olan F e
oksijen radikali varliginda ferritinden, asidoz varliginda da transferinden ayrilir(16, 24,
30).

0, radikali + Fe™ — O, + Fe'?

H,0, + Fe'? — OH + OH radikali +Fe"

0O, radikali + H,O,— O, + OH + OH" radikali

Serbest radikaller kimyasal olarak giiclii reaktif molekiillerdir. Hiicrenin savunma
mekanizmalar1 ile ortadan kaldirilamazlarsa radikal olmayan bir molekiille reaksiyona

girerek yeni serbest radikallerin olustugu zincirleme bir reaksiyonu baslatirlar(17).

Serbest radikallerin patolojik etkisiyle iki yoldan hiicre hasar1 gelisir Birincisinde,
lipidlerin peroksidasyonu ile hiicre zarmin gegirgenligi bozulur. ikincisinde ise olusan
serbest radikaller c¢evrelerindeki zincirleme reaksiyonun yayilmasiyla daha uzaklardaki
biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek hasar yaratirlar. Hedef biyolojik molekiiller
arasinda, plazma membran, hiicre organellerinde bulunan doymamis yag asitleri, ¢esitli
enzimlerin yapisina giren proteinler, karbonhidratlar ve c¢esitli sentez ve genetik kod

aktarimim yoneten niikleik asitler sayilabilir(16, 31).

14



Biyokimyasal ortam diizeyinde 6zetlenen tiim bu reaksiyonlar ikincil hasar olarak
adlandirilan patolojik degisikliklerden sorumludurlar. ik radikallerin olusmasi sadece
lokal etkilere neden olurken, zincirleme reaksiyonun ara ve son {riinleri daha uzak
bolgelere yayilarak, vaskiiler gecirgenlikte artma, édem, enflamasyon, kemotaksis ve

ikincil iskemiye yol acarlar(31).

Reperfiizyonda serbest radikal iireten kaynaklar;

1. Mitokondrial elektron transport zincirinden oksijen kagaklarmin artmasi:
Normal kosullarda METZ'de oksijenin kismi indirgenmesi ile olusan serbest radikallerin
%1-5 oldugu belirtilmistir. Reperfiizyonda gelen ani ve yiiksek konsantrasyondaki
molekiiler oksijenin iskemi sirasinda birikmis indirgen esdegerler (NADH, NADH?2) ile
kismi indirgenmesi sonucunda radikal iletimi ve oksijen kagagindaki fizyolojik oran
artmaktadir(32).

2. Vaskiiler endotel kaynakli ksantin oksidaz (XO) reaksiyonu: Iskemi déneminde
Ca™ bagimli proteazlarca veya silfidril gruplarmin  oksidasyonu ile ksantin
dehidrogenazin, ksantin oksidaza doniismesi sonucunda dokuda XO orami % 10' luk
fizyolojik oranin iizerine ¢ikmaktadir. Yine iskemide ATP'min hidrolizi ile ortaya ¢ikan
purin metabolitlerinden hipoksantin ve ksantin, XO i¢in substrat olusturmaktadir.
Reperfiizyon ile molekiiler oksijenin ani ve fazla miktarda dokuya girmesi sonucu ksantin
oksidaz reaksiyonu ile {irik asid, yan iirlin olarak da siiperoksid anyon radikali (05)

olusmaktadir(32).

Hipoksantin +H,0+20, (ksantin oksidaz ) Urik asit+20,+ 2H"

Olusan siiperoksit radikali H,O, ve OH radikalini olusturmaktadir.

0,+0,+2H"  siiperoksit dismutaz H,0,+0,

0,+H>0, demir kataliz6r OH + OH + O,
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3. Lokosit (ndtrofil, lenfosit, monosit) aktivasyonu: Iskemik bélgeye 16kositlerin
infiltrasyonu reperfiizyon hasarinin 6nemli bir nedenidir. Son yillarda yapilan
caligmalarda, beyinde iskemik hiicrelerin, nétrofil ve trombositlerin vaskiiler endotele
adhezyonuna dolayisiyla yangisal yanita yol acan, kemotaksik maddeleri ve adhezyon
molekiil aktivatorlerini salgiladiklar1 gosterilmistir(33). Notrofiller, adhezyon molekiilleri
aracilif1 ile etkilesime girdikleri endotel hiicreleri arasinda ilerleyerek (diapedez olayi)
ekstravaskiiler dokuya dogru go¢ ederler. Aktive olmus nétrofiller, antimikrobial
savunma sisteminde kullandiklart mekanizma olan NADPH oksidaz enzimi aktivasyonu
ile reperfiizyonda gelen molekiiler oksijenden seri reaksiyonlar sonucunda siiperoksid
anyon radikali (Oy"), hidrojen peroksid (H,0,), hidroksil radikali (OH"), hipoklorik asid
(HOCI) ve kloraminleri (R'RNCI) olusturarak ileri doku hasarina neden olurlar(34).

4. Plazma ve organel membranlarindan kaynaklanan arasidonik asid kaskati:
Iskemi sirasinda membran fosfolipidlerinin artmus lipolizi ile biriken arasidonik asidin
reperflizyonda hizlanmis metabolizmasi sonucu hidroperoksid prostaglandin G,
hidroperoksieikozotetraenoik asid ve prostaglandin H, olusum basamaklarinda

siiperoksid anyon radikali olugsmaktadir(29).

5. Nitrik oksid sentaz (NOS) aracili serbest radikal olusumu: Reperfiizyonda
indiiklenebilir NOS aktivasyonu ile nitrik oksid (NO) yapimi artmaktadir. NO'in O;. ile
reaksiyona girerek olusturdugu peroksinitritin (ONOQ") pargalanmasi ile ortaya hidroksil
radikali (OH") ¢ikmaktadir(12).

NO +0, —ONOO

ONOO +H'—OH +NO
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9 Kan beyin bariyeri degisiklikleri

Hipoksi, beyin dokusunda mikrovaskiiler disfonksiyona neden olmaktadir. Beyin
mikrovaskiiler yapisi esasen ii¢ hiicreden olusmaktadir. Bunlar endotelyal hiicreler,
perisitler ve astrosit foot proses’leridir(35). Perisitler, kan beyin bariyerinde basal
membrani endotelyal hiicreler ile paylasan hiicrelerdir. Perisitler endotelyal hiicreler ile
birlikte mikrovaskiiler yatagin stabilizasyonu ve devamliligini saglar mikrovaskiiler
duvarda mekanik bir bariyer olustururlar(30). Hipokside perisitlerde bir dizi reaksiyon
meydana gelmektedir. Serebral iskeminin erken doneminde(ilk 2 saatte) perisit yilizeyinde
migrasyona yardimci olmak iizere spike’lar olusmaktadir. ikinci olarak basal lamina
kalinlagmakta ve bu esnada endotel hiicrelerinde bir degisiklik olmamaktadir. Serebral
iskemide perisit migrasyonu oldugu ve bunun da kan beyin bariyerini bozarak iskemik

hasara katkida bulundugunu gostermistir(30).

10 Tiroid releasing hormon(TRH)

TRH ilk olarak hipotalamusta tespit edilmistir. Hokfelt ve arkadaslar1 tarafindan
1975 yilinda TRH iceren noronlar beyin ve spinal kordda yaygin olabilecegi
gosterilmistir(36). Su an i¢in kabul olunan TRH bir norotrasmitter veya néromodiilator
olarak goérev yapan endojen tripeptid(pGlu-His-PrNH2)  yapida hipotalamik bir
hormondur(37). TRH’nin en iyi agiklanmis fizyolojik rolii hipofiz bezinde TSH
salgilanmasini saglamaktir(38). TRH’nmin santral etkilerinden bir kismi kolinerjik
mekanizma ile gerceklesmektedir ve TRH potentleri asetilkolin ve kolinomimetiklerin
neden oldugu sinir nekrozunu azaltir (39). Baz1 yazarlar tarafindan da TRH ve dopamin
arasinda pozitif etkiler tanimlanmistir(38). TRH analoglar1 dopamin mekanizma yolu ile
de iskemik hasar1 azalthig1 tespit etmislerdir(40). Ayrica TRH otonomik opioidlerin
etkilerini kismen antogonize eden kismi opioid antagonisttir . Somatik ve otonomik
sistemlerin iizerine etkileri de igermektedir ve TRH etkilerinin bir ¢ogu onun analeptik
Ozelliginden kaynaklanmaktadir(41).

Santral sinir sistemi hasarlarinda; iskemi veya travmatik etkilere kars1 endojen
TRH sistemi onemli bir savasci olabilir(42). Dikkatler yakin zamanlarda dejeneratif
norolojik durumlarda TRH’ nin etkilerinden dolay1 ilgi merkezi haline gelmistir(43). Buna
ragmen Metcalf 1982 yilinda TRH’nin teropotik giicii in vivo olarak TRH’nin hizh
enzimatik yikimi ile sinirli oldugunu bildirmistir(44). Sinir dokusu i¢inde TRH igin

spesifik reseptor sahalar1 tanimlanmis ve bu reseptorler otoradyografi ile beyin igerisinde
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diizensiz dagilmis oldugu tespit edilmistir. TRH reseptorleri fosfolipaz C ile pozitif olarak
kenetlenmistir, bdylece inositol fosfat liretimini artirir ve protein kinaz C aktivasyonuna
yol acar(45). TRH’ nin noroprotektif etkisinin protein kinaz C aktivasyonuna bagli oldugu
diistiniilmiis. Protein kinaz C’ yi inhibisyonuna neden olan bisindolilamidli ile yapilan
calismada  TRH’nin noroprotektif etkisi anlamli olarak engellenmistir(45). Beyin
hasarinda TRHnin tedavi edici etkilerinin oldugunu destekleyen ¢aligmalar arasinda
TRH’nin Glutamat bagimli hiicre kaybini inhibe ettigini kanitlayan calisma sayilabilir.
Fare hipokampal preparatlarinda TRH’ nin NMDA tarafindan olusturulan norotoksisite
de koruyucu oldugu bulunmustur(45). Deneysel spinal travmada TRH’ nin yararh etkileri
rapor edilmistir(46). Faden ve arkadaslarimin yaptigi deneysel spinal kord travmasi
calismasinda intratekal 0,2mg/kg verilen TRH ile 2mg/kg verilen TRH nin belirgin bir
fark goriilmezken naloksan ve yiiksek doz kortikosteroid tedavisine gore daha iyi tedavi

sagladig1 goriilmiistiir(42).

11 Interlokin

Stroku takiben ortaya ¢ikan serebral lezyonlarda artan sekilde inflamatuar cevap
onemli rol oynar. Lokositlerin erken donemde iskemik alana inflamasyonu ve beyin
O0demi iskeminin neden oldugu inflamasyonun karekteristik 6zelligidir. Daha fazlas
beyinin yerlesik hiicreleri olan iskemik yaralanmayi1 takiben aktive olurlar. Bu
inflamatuar cevaplarin ¢ogunda da sitokinlerin multifonksiyonel alt smifi olan
interlokinler tarafindan meydana getirilir. Fizyolojik durumda sitokinlerin hareketleri
oldukca yavastir. Her nasilsa bu sitokinler beyin yaralanmasini takiben birden aktive

olurlar ve iskemide bu olayin merkezinde IL1 bulunur(47).

IL1 ailesel olarak taginan ii¢ genin kodlandigi yiiksek katmanli ii¢ adet farkli
proteinden olusur. IL1a ve IL1p reseptor lizerine yapisir ve intraseluler sinyali baglatir.
Her nasilsa ailenin iiglincii liyesi ise IL1 reseptor antagonisti olan (IL1ra)dir. Buda ayni
proteine yapisir ancak intraseluler sinyali baslatmaz. ILIra gercekte IL1 aktivitesini
inhibe eder. IL1B beyinde predominant formda calinan en biiyilkk formudur, bununla

birlikte IL10a ise membrana bagli formudur(47).

Pek ¢ok deneysel calismada IL1p nin strokta artis gosterdigi goriilmiistiir(47)
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MATERYAL VE METOD

Bu c¢alisma 2006 yilinda Selguk Universitesi deney hayvanlari laboratuvarinda
Nisan ve Temmuz aylar1 arasinda yapildi. Yapilan ¢alismamizda 2 grup seklinde toplam
20 adet, 2-3 kg agirliginda tek cins (disi) , Yeni Zelanda tavsani kullanildi.

Operasyon

Tavsanlarin kulak veninden 1.5 ml kan alind1 ve piht1 olusmasi i¢in 3 saat oda
sicakliginda bekletildi. 3 saatlik siirenin sonunda olusan pihtinin serumu tamamen atildi,
kalan kisim 21 no'lu enjektor ignesinden gegirilerek inceltildi ve iginde 0.4 ml izotonik
sodyum Kkloriir soliisyonu bulunan enjektore bu inceltilmis pihtidan 0.4 ml ¢ekildi. Bu
yontemle hazirlanan piht1 pargalarinin mikroskobik dl¢iimiinde uzunluklarinin 0.3-2 mm
oldugu goriildii. Bu islemler sonunda tavsanlar 35mg/kg .M Ketamin HCL (Ketalar
PARKE-DAVIS/Eczacibasi) ve 5mg/kg I.M.Ksilazin HCL (Rompun %2 BAYER)
kullanilarak uyutuldu ve anestezi esnasinda tavsanlarin viicut 1sis1 elektrik lambasi ile
korundu. Tavsanlarin herbirinin kulak veninden 1.5 ml kan ve sisterna magnasindan
1,5ml BOS alindi. Saha temizligi sonrasi tavsanlarin sag 6n servikal bolgesine yapilan
vertikal bir insizyon yardimi ile sag ana karotid arter ortaya ¢ikartildi ve proksimalinden
klipe edildi. Daha sonra ana karotid artere 21 no'lu intravaskiiler kateter sokularak karotis
bifurkasyonuna kadar itildi. Bu kateter aracilig1 ile hazirlanan piht1 2 dakikalik siirede
karotis arter icine enjekte edildi. Pihtinin enjeksiyonu sonunda kateter ¢ikartildi. Damar
duvarindaki defekt spongostan (Curaspon®) yardimiyla kapatildi. Gerekli hemostazin
saglanamadig1 deneklerde 5-0 vicrly ile suture edilerek hemostaz saglandi. Daha sonra
ana karotid arterdeki klip kaldirilarak kan akiminin tekrar baglamasi saglandi. 2.gruba
embolizasyon igsleminden 45 dakika sonra intratekal 0.2mg/kg TRH (TRH Ferring amp
0.2mg/ml Er-Kim) verildi.

Embolizasyondan sonra tavsanlar 24 saat yasatildi ve 24 saatin sonunda tekrar
1.5ml kan ve 1.5ml BOS 6rnekleri alindi. Intrakardiak hava verilerek o6ldiiriildii.
Embolizasyon sonrasi 24 saat yasamayan denekler arastirmaya dahil edilmedi. Oliimden
hemen sonra tavsanlarin beyinleri ¢ikartilarak % 10'lik formaldehit soliisyonu i¢inde bir

hafta bekletildi.
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Biyokimyasal calismalar
Deneklerden alman 6rnekler -70° C saklandi. 0.5 ml kanda IL1p bakildi. Alinan
1.5 ml BOS da MDA ve laktat incelendi.

a)Laktat tayini: Deneklerden alinan 1ml BOS; Kodak Vitros Ektachem 700XR

cihazinda spektrofotometrik metodla, ayn1 marka kit ile ¢calisma uygulandi.

b)MDA tayini: Calismada spektrofotometrik yontem kullanilmistir ve c¢ift
kaynatma esasmma dayanir. Birinci 1sitmada bagli olan MDA proteinlerden
serbestlestirilerek proteinler ¢oktiiriiliir, ikinci 1sitmada ise toplam MDA, TBA ile
tepkimeye girer. TBA-MDA’nin olusturdugu renkli bilesimin absorbansi 532 nm’de
Ol¢iilerek MDA’ nin molar absorbsiyon kat sayisindan yararlanilarak seviyesi hesap edilir.
Bu yontemde de olusabilecek hatalar ve etkilesimler en aza indirilmistir. Deney tiiplerine
2.5ml %10’luk trikloroasetikasit (TKA) ¢ozeltisi kondu ve deneklerden alinan 0.5ml BOS
eklendi. Tiipiin agz1 kapatilip 90° C deki su banyosunda 15dk bekletildi. Sonra
cikartilarak soguk su altinda sogutuldu ve 3000 devir/dk ‘da 10 dk cevrildi. Ustteki
kisimdan 2 ml bagka bir tiipe aktarildi ve {izerine %0.675’lik TBA c¢ozeltisinden 1 ml
eklenerek agizlari sikica kapatildiktan sonra  90° C ‘de su banyosuna konuldu ve 15 dk
bekletildikten sonra soguksu altinda sogutuldu. Spektrofotometrede 532nm’de kore karsi
numunenin absorbansi1 0l¢iildi. MDA-TBA bilesiginin 532 nm’deki katsayisindan
yararlanilarak nmol/ml cinsinden MDA degeri hesaplanilarak bulundu.

c:Yogunluk A:Absorbans

c(nmol/ml)=Ax58.27

¢) IL1pP tayini: Deney hayvanlarindan elde ettigimiz serumlarda IL1p,
sandvigleme esasina dayanan bir Enzyme Linkend Immuno Sorbent Assay(ELISA) kiti
(The BioSource International) kullanilarak 6l¢iildii. Calismada kat1 fazi1 IL1f i¢in spesifik
antikorlarla kapli 96’lik mikrotiter pleyt kullanildi. igerisinde IL1p oldugu bilinen farkli
diliisyonlarda ki 8 standart , kontrol serumlar ve denek serumlar1 kuyucuklara pipeplendi.

Birinci inkiibasyon ile IL1B molekiili ile kati fazda bulunan antikorlarin
baglanmasi1 saglandi. Yikama isleminin ardindan bu kez Biotinilated ile isaretli
antikorlar1 iceren konjugat ilave edildi. ikinci inkiibasyonla , birinci inkiibasyon sonunda

immobilize olmus IL1B nin Biotinilated ile isaretli antikorlarla birlesmesi saglandi.
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Yikamanin ardindan Streptavidin-HRT(yaban turpu peroksidazi) ilave edildi ve
baglanmasi i¢in ii¢lincii inkiibasyona gecildi. Son yikamadan sonra Stabilize Kromojen
ile renk olusumu saglandi ve stop solusyonun ilavesi ile okuma asamasia getirildi.
450nm de ilk once, standart degerleri i¢in onceden belirlenmis olan optik dansitede
degerleri girilerek bir egri olusturuldu. Son olarak Ornek kuyucuklarindaki IL1JB

miktarlari, optik dansitelerinin standart egrisi ile karsilastirilmast ile elde edildi.

d) Histopatolojik calismalar:% 10 luk formalin solusyonu igerisinde 1 hafta
bekletilen beyinler hemisferlerine ayrildi. Her bir hemisfer, korpus kallozumun
genu'sunun 6nil ile temporal poliin 6niinden gecen bir kesi ve sulkus parietooccipitallisten
gecen ikinci bir kesi ile 6n-orta ve arka olmak iizere iic bollime ayrildi. Ayristirilan
dokularin tamami doku takip cihazina alindi. Yaklagik 1 giin siiren bu islem sonunda
dokular parafin bloklara gomiildii ve her bloktan 5 mikron kalinliginda kesitler alinarak
hematoksilen-eosin ile boyandi. Hazirlanan preparatlar BAB Bs 200 ProB Goriintii
Isleme ve Analiz Sistemi destegi ile 151k mikroskopunda incelendi. enfark hacimlerini

hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildu.

V=axk

V=hacim(mm")
a=alan (mm?) (BAB Bs 200 ProB Gériintii isleme ve Analiz Sistemi ile hesaplandi)
k= kesit kalinlig1 (her kesit i¢in sabit 5 mikron)

22



BULGULAR
Istatistiksel calismalar
Gruplarin birbiri ile karsilagtirilmasi ve istatistik ¢alismalart SPSS for Windows

versiyon 9.05 yardimiyla yapilmistir.

Her iki grup i¢i degerleri kendi arasinda karsilastirilmasinda Wilcoxon isaretli sira
testt  kullamildi  ve  istatistiksel  olarak  anlamli  oranda  degisiklikler
goriilmistiir.(p<0.05).Fakat kontrol grubu ile TRH grubu arasindaki karsilastirmada

kullanilan Mann-Whitney-U testinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamad.

‘ |1 |2 ‘3 ‘4 ‘5 |6 |7 |s ‘9 ‘10
GRUP | 0. 152.93 15993 | 24899 | 167.75 | 99.33 153.81 | 238.37 | 211.07 | 247.36 || 258.74
1 Saat

24. 494.85 | 465.51 || 298.85 | 387.08 | 557.24 | 493.34 | 393.23 | 353.05 | 399.37 | 479.82
Saat
GRUP | 0. 206.89 | 178.09 || 220.22 | 191.72 | 239.19 | 316.26 | 137.86 | 269.25 | 236.73 | 213.57
2 Saat
24. 415.43 | 406.26 || 445.85 | 322.76 | 364.70 | 524.78 | 457.20 | 359.27 | 375.52 | 445.85
Saat

Tablo 1: IL1p Diizeyleri.

iL1

O Grup1 B Grup2

e

276

0.Saat 24.Saat

Grafik 1:1ki grubun iskemi 6ncesi ve sonrasi ortalama IL1p degerleri(pg/ml)
(p=0,496)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GRUP1 | LAK | 19 19,5 24,2 18,5 20,8 21.8 21.0 19.0 239 22.2
0. Saat MDA | 3.6127 | 3.1465 | 3.4379 | 3.4962 | 3.8458 | 3.3796 | 3.7875 3.9040 | 3.5544 | 3.2631
24. LAK | 46,7 21,7 24,5 20.6 29,7 28.1 28.4 39.9 46.3 40.5
Saat MDA | 5.5356 | 4.6116 | 5.3025 | 4.8946 | 8.5656 | 4.2537 | 10.0224 | 9.7310 | 6.1183 | 6.0600
GRUP2 | LAK || 27 18,6 23.6 20.6 24.6 21.0 11,1 20,0 22,3 19.5
0. Saat MDA | 3.9623 | 3.8458 | 3.7875 | 3.3213 | 3.7875 | 3.6127 | 3.0300 3.7192 | 3.4962 | 3.7192
24. LAK | 225 24,8 28.2 27.2 28.4 28.0 37.5 20,6 24,3 259
Saat MDA | 4.7198 | 83326 | 9.3232 | 4.0789 | 43119 | 4.2537 | 3.9040 4.6616 | 59443 | 5.4191

Tablo 2:BOS laktat ve MDA diizeyleri

LAKTAT

OGrup 1 BGrup 2 I

32,6

0.Saat 24.Saat

Grafik 2: iki grubun iskemi 6ncesi ve sonrasi ortalama BOS laktat degerleri(mg/dl)
(p=0,151)

MDA

OGrup1 BGrup2 I

6-5005.
g

0.Saat 24.Saat

Grafik 3: Iki grubun iskemi éncesi ve sonrasi ortalama BOS MDA degerleri(nmol/ml)
(p=0,121)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GRUP1 | Sag 131,80 | 126,34 | 118,72 || 122,44 | 101,78 | 132,26 96,46 || 126,10 | 121,96 | 100,66
24. Sol 10,38 8,66 7,59 11,47 12,44 9,35 6,53 8,62 8,62 6,10
Saat Total 142,18 135,00 126,31 133,91 114,22 141,61 102,99 134,72 130,17 106,76
GRUP2 | Sag 123,48 92,64 | 116,78 131,12 98,64 | 132,16 | 126,48 | 119,22 | 130,06 98,98
24. Sol 3,19 4,81 9,13 7,05 3,77 5,19 6,26 11,17 5,11 3,29
Saat Total | 126,67 97,45 | 125,91 138,17 | 102,43 137,25 132,74 | 130,39 | 135,17 || 102,27
Tablo 3: Serebral infarkt voliimleri
iNFARKT VOLUMU

150.000-

100.000+

50.000+

0-

OGrup 1 B Grup 2

/12

Grup 1

122.845

Grup 2

Grafik 4: Iki grubun iskemi sonrasi olusan ortalama infarkt voliimii degerleri(mm3 )

(p=0,496)
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Resim 4: Tavsan beyninde olusturulan infarkt alanlari.

Resim 5: Sagittal kesitte pariyetal bolgedeki infarkt alanlari.

Resim 6: Serebral enfarkt alamm (H&Ex20) Konjesyone damarlar,kanama alanlari,lokosit ve
lokosit debrisleri iceren infarkt sahasinda glial hiicreler soluk pembe renkte olup hem sitoplazma
hem de niikleer detaylar net olarak secilememektedir.
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TARTISMA
Serebrovaskiiler hastaliklar tiim diinyada morbidite ve mortalitenin en sik
nedenlerindendir. Serebrovaskiiler hastaliklarin %85 gibi biiyiik bir boliimiinii olusturan

serebral iskemi global ve fokal olarak iki tipe ayrilir(8).

Fokal serebral iskemide merkezde yogun iskemik fokus yer alirken periferde yer
alan penumbra alaninda kolleteral dolasimla nispeten kanlanan ve elektriksel olarak
inaktif ancak enerji ve iyon dengelerini koruyarak canliligini siirdiiren hiicreler
mevcuttur. Enfarkt alaninin merkezindeki primer hasara ek olarak eksitotoksik olay ve
bunun olusturdugu serbest radikal formasyonu penumbra alanmindaki hiicrelerin
Olimiine yol agmakta ve boylece sekonder bir hasar olusturarak enfarkt alanini

genisletmektedir(12, 14, 24)

Beyin yaralanmasi sirasinda yiiksek enerjili fosfatlar adenozin ve daha sonra
hipoksantine yikilir. ATP azalmasi laktat birikimine neden olan anaerobik metabolizmay1
arttirir(48). Ksantin oksidaz reaksiyonunda siiperoksit radikalleri olusur ve bunlar lipit
peroksidasyonunu gergeklestirir. Lipit peroksidasyon MDA meydana getirirki bu da
tiobarbiitirik asitle 6lgiilebilir Bu arada laktat birikimi intraseliiler Ca** artisina yol acar.
Bu durum daha ileri ATP eksikligine ve daha fazla laktat ve MDA olusumuna neden olur

(48).

MDA yag asiti oksidasyonunun spesifik yada kantitatif indikatorii degildir ama
lipit peroksidasyonunun derecesiyle korelasyon gosterir. Bu yiizden bu caligmada laktat
ve MDA diizeyleri incelendi. Doku laktat ve MDA seviyeleri ndronal yaralanmadan
birka¢ dakika sonra yiikselmeye baslar ve 1 saat sonra maksimum seviyeye ulasir(26).
Bizde buna dayanarak laktat ve MDA 0lctiik. Yaptigimiz calismada iskemi sonrasi 24.
saatte Olciilen BOS laktat ve MDA degerlerinin 0. saate olgiilen degerlerden daha yiiksek
oldugunu tespit ettik .

Fizyolojik durumda sitokinlerin hareketleri olduk¢a yavastir. Her nasilsa bu
sitokinler beyin yaralanmasini takiben birden aktive olurlar iskemide de bu olayin
merkezinde IL1 bulunur. Pek cok deneysel ¢aligmada IL1p nin strokta artis gosterdigi

gorilmiistiir(49, 50). Bizim yapmis oldugumuz iskemi modeli sonrasi olgiilen IL1JB
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degerlerinde de artis tespit ettik. Yapilan ¢alismalarda IL1PB nin infarktin gelismesiyle
birlikte erken donemde (1.saat) arttig1 ve artmaya devam ettigi gosterilmistir. IL1 nin
serebral iskemiden sonra mensei halen tartismalidir. En Onemli diisiince endotelial
hiicreler, mikroglia ve makrofaj/monositlerden kaynaklandigidir(50, 51). Baz1 yazarlar ise
beyin  yaralanmasindan sonra ILIf nin  ndronlardan, astrositlerden ve

oligodendrositlerden kaynaklandigini soylemektedir(49).

Pek ¢ok yayinda IL1 in serebral iskemide rol oynadig1 sdylemesine ragmen IL1 in
patofizyolojik rolii tam olarak bilinmemektedir. Pek ¢cok ¢alismada hayvanlarda IL1B nin
intraserebelloventrikiiler olarak enjekte edildiginde strokta beyin yaralanmasini dramatik
bir bigimde arttirdig1r sdylenmistir(52, 53, 54) Bununla birlikte bu calismay1 ilk yapan
Relton ve Rothwell infarkt voliimiinde belirgin artis tespit etmemislerdir(55). Tersine
pek c¢ok calismalarda IL1ra iskemik beyin hastaliginda intraserebelloventrikiiler veya
sisternal olarak verildiginde iskemik beyin yaralanmasinda bilirgin bir azalma yaptigi
belirtmislerdir(52, 54, 55, 56, 57). Ek olarak bir adenoviral vektor kullanilarak veya IL13
antikorlar1 enjeksiyonuyla IL1f y1 bloke ederek IL1ra y1 beyinde yiikseltirler ve iskemik
yaralanmada belirgin bir diizelme sagladilar(58, 59). ILIPB nin iskemiye bagli beyin
yaralanmasinda nasil etki ettigini gosteren kesin kanitlar yoktur. IL1 in mediatorlerinin

etkisi halen bilinmemektedir ancak pek ¢ok hipotez ortaya atilmistir(47).

IL1 in pleitrofik etkisi vardir. Norotransmisyonda ,glia ve endotel hiicrelerinin
sitimiilasyonunda,baz1 biiyiime faktorlerinin sentezinde,TGF- B, IL10 ve IL4 gibi
antiinflamatuar ve antikoagiilan sitokinlerin iiretilmesinde TNF- a, IL6, IL8, IL2 veya
IFN-y gibi proinflamatuar sitokinlerin sentezinde rol alir(47).

Iskemik hiicre yaralanmasinda IL1 in yararli veya zararli olusunun net etkisi bazi
faktorler tarafindan belirlenir. Iskemik beyinde iiretilen IL1B miktari, lokalizasyon ve
zaman en Onemli faktdrlerdir. IL1 in beyin iizerine etkisi iki sekildedir. ilk olarak diger
faktorlerin ortadan kaldirildigi in vitro bir ¢alismada IL1 veya IL1ra nin ndronal hiicre
tizerine etki ettigi gosterilmistir. IL1 sinir growth faktorii kullanilarak primer kiiltiirde
noron hiicrelerinde néroprotektif etki ettidigi gdsterlmistir(60). Invivo olarak yapilan bir
caligmada ise tersine kiiltlire ndronlarda noroprotektif etki etmedigi gosterilmistir.
Bununla birlikte IL1 anlasilamayan bir sekilde glia hiicrelerini sarar ve onunla kompleks

tki olusturarak néronal yasam veya 6liime etki eder(61).
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Bizim ¢alismamiz da serebral hipoksi olusturulan deneklerde TRH néroprotektif
etkisi iizerine yapilmistir. TRH nin noéroprotektif etkilerinin mekanizmalar1 tartisma
halindedir. Bunlar arasinda serebral noradrenalin metabolizmasinin artisi, opioid sistem
antagonizmasi, l6kotrien ve trombosit aktive edici faktorler, serebral kan akimi artisi,

iyon hemoastazi ve selliiler biyoenerjik durum sayilabilir(43).

TRH’nin santral sinir sistemindeki rolii birbiriyle iligkili 4 komponenti bulunan
anatomik ve foksiyonel bdlgede incelenebilir. Bu kompanentler 1-hipotalamik,
hipopitiieterik néroendokrin sistem 2-beyin sap1, midbrain, spinal kord sistemi 3-limbik
ve kortikal sistem 4-kronobiyolojik sistem TRH’nin santral sinir sisteminin aktivitesinde

modiilator rol oynayarak aktivite normalize edici etkileri gosterilmistir(43).

Caligmalarda TRH veya TRH analoglarinin periferal, intrasisternal uygulanmasi
bircok etkiye yol agcmistir(62). Bunlar arasinda gastrik asit sekresyonu sitimiilasyonu,
kalp hizinin artmasi, kan basincinda yiikselme, adrenal medulladan ketakolamin desarji,
respiratuar eforda artis, cok sayida davranigsal etkilerinin yani sira bir ¢ok otonomik
modiilasyonda TRH’nin adaptif siirecte, strese karsi viicud cevabinda rol oynadigi

diistintilmektedir(43).

TRH uygulanmasma bir bagka yamit sedasyonun geri c¢evrilmesini
icermektedir(63). Ethonol veya barbitiiratlarla saglanan uyku halinin kisalmasi ve ayn
zamanda santral sinir sistemi depresanlarindan opiat, fenatiazinler ve benzodizepinler
icinde gecerli olmaktadir. Bizim ¢alismamizda da TRH verilen bazi deneklerin anestezi
altindan erken uyandiklar1 goriilmiistiir. Mikro enjeksiyon calismalarinda bu analeptik
etkinin ndroanatomikal substratlar1 incelenmis olup mediyal septal bolgede 6zel bir
hassasiyet tespit edilmistir. Bu davranigsal cevabin dongiisiinde klasik kolinerjik
septohipokampal projeksiyon yollar1 yer alir(43). Ek olarak TRH nin diger bir ¢ok
etkilerininde kolinerjik yollar araciligiyla ortaya ¢iktigi bilinir(64).
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TRH néronal sistemlerin ndbet esigini diisiirlicli etkilerine dair bir ¢ok kanit
vardir(65). Bizim ¢aligmamizda da TRH verilen bazi deneklerin nobet gegirdikleri tespit

edilmistir.

Elektrofizyolojik caligmalar TRH nin seratonin ile birlikte motor néron aktivitesi
ve spinal refleksler lizerine etkileri oldugu gostermektedir. Ayrica bazi bulgular TRH ve
serotonin sinerjik etkileri oldugu gostermistir(42). Bir cok hayvan modelinde spinal kord

hasar1 sonras1 uygulanan TRH motor fonksiyonlarin gelismesini saglamistir(42).

Yapilan baska bir caligmada ratlarda yapilan orta serebral arter okliizyon
modelinde TRH ile iskemik infarkt voliimiinde azalma olmadan TRH nin farmakolajik
ozelliginden dolay1 norolojik defisitlerde diizeltici etkisi bulunmustur(66). TRH analogu
YM-14673 ile ratlarda yapilan orta serebral arter okluzyon modelinde norolojik

defisitlerdeki iyilesmeyi hizlandirdig: tespit edilmistir(66).

Yeni TRH analogu olan JTP- 2942 ile yapilmis deneysel infarkt calismasinda
sensorimotor aktivitede oOzellikle kas giliciinde ve motor defisitlerde diizelme
goriilmiistiir(67). Bu etkileri infarkt boyutunda degisiklik ile baglantili olmayip bu
analogun diizeltici etki mekanizmasinin sinaptik bileskelerde degisiklik veya onlarda
aktivasyon saglayarak bu analogun diizeltici etkisini bu mekanizma ile
iliskilendirilmistir(67).

Bizim de yaptigimiz calismada sentetik TRH analogu olan protirelinin tek doz
bolus intratekal olarak verildi. Yapilan 6l¢iimler sonrasinda infarkt voliimiinde anlamli

bir azalma tespit etmedik.

30



SONUC

Bu c¢alismamizda iskemi sonrasi intratekal  bolus seklinde verilen TRH’nin
serebral infarkt voliimiinde, iskemi mediatorii olan IL1B ve iskemi sonrasi olusan laktat
ve MDA degerlerini arastirdik. Arastirmamiz sonucunda serebral iskemide uygulanan
TRH’nin serebral enfarkt voliimiinde, serum IL1B ve BOS laktat ve MDA degerlerinde
minimal bir azalmaya neden oldugu tespit edilmis olmasina ragmen istatistiksel olarak
degisikligin anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Bu bilgilere dayanilarak TRH’nin serebral
noroprotektif etkinligini arastirmak icin daha ileri ve genis klinik ¢calismalarin yapilmasi

kanaatindeyiz.
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OZET

Bu calismamizda homolog kan ile yapilan serebral embolizasyon sonrasi
intratekal bolus seklinde verilen TRH nin etkinligi arastirilmistir.

Yapilan ¢alismamizda 2 grup seklinde toplam 20 adet, 2-3 kg agirliginda Yeni
Zellanda tavsani kullanildi. Tavsanlarin herbirinin kulak veninden 1.5 ml kan ve sisterna
magnasindan 1,5ml BOS alind1. ilk gruba sadece embolizasyon islemi uygulandi. 2.gruba
embolizasyon isleminden 45 dakika sonra intratekal 0.2mg/kg TRH verildi.
Embolizasyondan sonra tavsanlar 24 saat yasatild1 ve 24 saatin sonunda tekrar 1.5ml kan
ve 1.5ml BOS 6rnekleri alindi. Intrakardiak hava verilerek dldiiriildii. Oliimden hemen
sonra tavsanlarin beyinleri ¢ikartilarak % 10'lik formaldehit soliisyonu ic¢inde bir hafta
bekletildi. Enfarkt voliimleri hesaplandi.

Yaptigimiz bu g¢alismada deneysel olarak olusturulan serebral iskemi sonrasi
intratekal bolus seklinde verilen TRH; iskemi sonrasi olusan iiriinlerden laktat ve MDA,
iskemi mediatorlerinden IL1B ve serebral enfarkt voliimiinde istatistiksel olarak herhangi

bir degisiklige neden olmamustir.

32



SUMMARY

In this study effects of given iv. bolus intratechal TRH, after cerebral embolization
using homolog blood was observed.

In this study 20 white New Zeland rabbit each were 2-3 kg weighted divided into
2 group.1.5 ml blood from ear vena and 1.5ml CSF from cisterna magna taken from each
rabbit . Only embolization was performed first group. Intratechal TRH 0.2 mg/kg was
given after embolization to the second group.24 hours after embolization 1.5ml blood and
1.5ml CSF was taken from each rabbit.Rabbits were killed by intracardiac air
application.Each rabbit decapitated and brain tissue obtained.Each brain taken into %20
formaldehid solution for a week.Then brain sections were observed for measuring infarct
volume.

In this study given intratechal bolus TRH after experimental cerebral ischemia
have no statically significant effects on cerebral infarct volume and the levels of MDA,

lactate, ischemia mediator IL1J.
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