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OZET

Deneysel Global Serebral iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Dekspantenol'iin Beyin
Dokusu Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Bu calismada deneysel global serebral iskemi-reperfiizyon hasarinda
dekspantenoliin koruyucu ve tedavi edici etkilerinin arastirilmasi amaglanmuistir.

Materyal/Metot: Calismada agirliklar1 200 - 250 gram arasinda olan, 3 - 4 aylik
32 adet disi Wistar-Albino rat kullanildi ve ratlar herbiri 8 er hayvan iceren 4 gruba
ayrildi. Grup 1 Sham grubu. Grup 2, bilateral karotid arterlerin klemplenmesi ile 30 dk
serebral iskemi, ardindan 72 saat reperfiizyon olusturulan ve ila¢ uygulanmayan grup
(IR). Grup 3, 30 dk serebral iskeminin ardindan 72 saat reperfiizyon boyunca giinde 1
defa 500 mg/kg dekspantenol uygulanan grup (IR+DXP). Grup 4,serebral iskemi
yapilmadan 3 giin Oncesinden baglayarak giinde 1 defa 500 mg/kg dekspantenol
uygulanan grup (DXP+IR) . 72 saat reperfiizyon sonunda ratlar rota-rot, akselere-rot
testlerinin yapilmasinin ardindan dekapite edilerek beyin dokular1 ¢ikartilds,
histopatolojik olarak incelendi ve doku biyokimyasal parametleri (SOD, CAT, GPx,
GSH, MDA) degerlendirildi.

Bulgular: Rota-rot, akselere-rot testleri ile motor beceri fonksiyonlarindaki
degisimler IR grubunda Sham grubuna gore bozulurken, IR+DXP ve DXP+IR grubunda
IR grubuna gore anlaml olarak diizeldi. (p<0,05) CAT, SOD ve GPx enzimlerinde
gruplar arasinda anlamli bir farklilik izlenmedi (p>0,05). MDA, IR grubunda Sham
grubuna gore artarken, IR+DXP grubunda IR grubuna gore anlamli olarak azaldi.
(p<0,05) GSH seviyesi IR grubunda Sham grubuna goére azalirken IR+DXP grubunda
IR grubuna goére anlamli olarak yiiksek bulundu. (p<0,05). Histopatolojik olarak beyin
dokular1 noronal dejenerasyon agisindan degerlendirildi, IR grubunda Sham grubuna
gore dejenere ndron sayisi belirgin olarak artarken, IR+DXP grubunda IR grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma izlenmistir. (p<0,05)

Sonug: Histopatolojik, motor beceri testleri ve serebral dokunun biyokimyasal
parametrelerinin sonuglari birlikte degerlendirildiginde, iskemi sonrasi ve reperfiizyon
boyunca dekspantenol tedavisi uygulanan IR+DXP grubunda dekspantenoliin
noroprotektif bir etkisi olabilecegi diistiniildi. Serebral iskemiden 6nce dekspantenol
tedavisi uygulanan DXP+IR grubunun ise sonuglarda her ne kadar nisbi bir iyilesmeye
neden olsa da bu iyilesme istatistiksel olarak anlamli bulunmadigi i¢in serebral iskemi
oncesi verilen dekspantenoliin ndroprotektif etkisi olmadigi kanisina varildu.

Anahtar Kelimeler: Dekspantenol, serebral iskemi, reperflizyon hasari, rat
beyni



ABSTRACT

The Effects of Dexpanthenol on Brain Tissue in Experimental Global Cerebral
Ischemia-Reperfusion Injury

Objective: In this study, we aimed to investigate the protective and therapeutic effects
of dexpanthenol in experimental global cerebral ischemia-reperfusion injury.

Materials and Methods: In the study, 32 female Wistar-Albino rats weighing
between 200-250 grams, 3-4 months old, were used and the rats were divided into 4
groups, each containing 8 animals. Group 1 is the Sham group. Group 2 is the group in
which 30 minutes of cerebral ischemia was created by clamping the bilateral
carotid arteries, followed by 72 hours of reperfusion, and no drug was administered
(IR). Group 3 is the group in which dexpanthenol was administered 500 mg / kg once
a day for 72 hours of reperfusion after 30 minutes of cerebral ischemia (IR+DXP).
Group 4 is the group in which dexpanthenol 500 mg / kg was administered once a
day starting 3 days before cerebral ischemia (DXP+IR). At the end of 72 hours of
reperfusion, the rats were decapitated after performing the rota-rod and accelerated-
rod tests, and their brain tissues were removed, histopathologically examined and
tissue biochemical parameters (SOD, CAT, GPx, GSH, MDA) were evaluated.

Results: While changes in motor skill functions with the rota-rod,
accelerated-rot tests deteriorated in the IR group compared to the Sham group,
it improved significantly in the IR + DXP and DXP + IR group compared to the IR
group (p<0,05). There was no significant difference between the groups in terms of
CAT, SOD and GPx enzymes (p>0,05). While MDA increased in IR group
compared to Sham group, it decreased significantly in IR + DXP group compared to
IR group (p<0,05).While GSH level decreased in IR group compared to Sham group,
it was found to be significantly higher in IR + DXP group compared to IR group
(p<0,05). Histopathologically, brain tissues were evaluated in terms of neuronal
degeneration. While the number of degenerated neurons increased significantly in
the IR group compared to the Sham group, a statistically significant decrease
was observed in the IR + DXP group compared to the IR group (p<0,05).

Conclusion: When the results of histopathological, motor skill tests and
biochemical parameters of cerebral tissue are evaluated together, dexpanthenol can have
a neuroprotective effect in the IR + DXP group treated with dexpanthenol after ischemia
and during reperfusion, while the DXP + IR group treated with dexpanthenol
before cerebral ischemia caused a relative improvement in results. Although this
improvement was not statistically significant, it was thought that dexpanthenol given
before cerebral ischemia had no neuroprotective effect.

Key words: Dexpanthenol, cerebral ischemia, reperfusion injury, rat brain
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1. GIRIS

Serebral iskemi, diinyada hastaliklara bagli goriilen oliimler ve sakatliklarin en
sik nedenlerinden bir tanesidir (1). Diinya Saghk Orgiitii'niin (WHO) mevcut olan
tanimina gore inme; vaskiiler kaynakli bir neden haricinde baska bir neden olmadan,
serebral, spinal kord ya da retinada, ani baslayip, fokal veya global serebral fonksiyon
bozukluguna yol acan, 24 saat ya da daha uzun siirebilen, sakatliga veya oliime neden
olabilen bir durum olarak tanimlanir (2). Batili toplumlarda inmelerin yaklasik olarak,
%851 iskemik, %15’i hemorajik nedenlerle ortaya ¢ikar ve biitiin ndrolojik hastaliklar

arasinda en yaygin olarak goriilen ve en ¢ok 6liime neden olan grubu olusturur (3).

Inme (stroke), diinyada koroner arter hastalig1 ve habis hastaliklardan sonra
gelen, tgiincii siradaki 6lim nedenidir. Gliniimiizde, toplumdaki yasl niifus oraninin
artigina bagli olarak, inme ve inmenin sebep oldugu komplikasyonlarla iliskili 6liimlerin
sayisinda da bu duruma paralel bir artis goriilmektedir. Inme, yanlizca nérolojik bir
problem olmanin &tesinde, psikiyatrik ve diger bir¢ok ek tibbi komplikasyona neden
olan bir hastaliktir. Kardiyopulmoner ve metabolik bozukluklar, anksiyete bozuklar1 ve
depresyon, gastrointestinal kanamalar, enfeksiyonlar, ven6z tromboembolizm, basi
yaralart ve malnutrisyon, inme sonrasinda goriilen 6nemli komplikasyonlar olarak
sayilabilir. Hastaligin tedavisinin ve taburculuk sonrasi rehabilitasyonunun getirdigi
maliyetlerin yanisira, iretimin azalmasindaki rolii g6z Oniinde bulunduruldugunda
inmeye bagh ekonomik kayiplarin 6nemli seviyelere ulastigi anlasilmaktadir (4). Diinya
Olgeginde inme, total saglik giderlerinin %2-4’{inii, gelismis batili iilkelerde ise %4 lin

den fazlasini olusturmaktadir (5).

Serebral iskemi, altta yatan etyolojiye bagli olarak fokal ya da global sekilde
meydana gelebilir. Global serebral iskemi kardiyak arrest ya da subaraknoid kanama
sonrasinda olusan akut ilerleyici beyin 6demi sonucunda goriilebilirken, fokal serebral
iskemi anterior ve orta serebral arterlerin embolik tikanmalarinda, kafa travmalari
sonrasinda ve subaraknoid kanama sonrasi olusan lokal vazospazma bagl olusabilir (6,
7). Serebral iskemi, bir ¢ok farkli etyolojik nedene baglh olarak, serebral kan akiminin
(SKA) gorece azalmasi ya da tam olarak durmasi neticesinde oksijen, ATP ve glukoz
gibi enerji iiretiminde kullanilan substratlarin titkenmesi ile baslayip, ndral dokunun

harabiyeti ile sonlanan bir olaylar silsilesinden olusmaktadir (6). Reperfiizyon sonucu
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olusan hasardan, bir ¢ok farkli mekanizma sorumlu iken, temel olarak serbest oksijenin
hiicre igine hizla girmesi ve sonrasinda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikelleri (SOR)
sorumlu tutulmaktadir (7). Hiicresel yapi taslarindan olan proteinler, niikleik asitler ve
hiicre membran lipidleri serbest oksijen radikallerine karsi duyarliligi en fazla olan
yapilar olarak bilinmektedir. Serbest radikallerin hasarina bagli olarak hiicre
membranindaki poliansatiire yag asitleri okside olarak organellerde malonildialdehit
(MDA) seklinde birikir. Dokularin reperfiize olmasiyla olusan hasar iskemiyle
kiyaslandiginda, reperfiizyon hasarmin iskemiye bagl hasara oranla ¢ok daha agir ve
ciddi oldugu goriiliir (8, 9, 10). Oksidatif metabolizma sirasinda olusan serbest oksijen
radikallerine bagli hasarin Onlenmesinde, siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) gibi olduk¢a 6énemli hiicre i¢i antioksidan enzimler

rol oynarlar (11).

Dekspantenol (D - pantenol; (+) - 2, 4 - dihidroksi - N - 3 - hidroksipropil 3, 3
dimetiltiriamid) (DXP) pantotenik asitin (PA) alkolik bir analogudur, ayni zamanda
provitamin B5 olarak bilinir. Dokular i¢inde pantotenik aside (PA) okside olur (12).
Pantotenik asit ve tiirevlerinin hiicre igi rediikte glutatyon (GSH), Koenzim A (Co A)
ozellikle mitokondrial Koenzim A ve adenozin-5'-trifosfat (ATP) sentezini artirdig 1yi
bilinmektedir (13). Boylece Pantotenik Asid (PA) epitelizasyonu, anti-inflamatuar
cevab1 ve antioksidanlar1 artirir. Tim bunlar, oksidatif stres ve inflamatuvar cevaba

kars1, hiicre savunmasi ve tamir sistemlerinde 6nemli bir rol oynar (14).

Gegmis ¢alismalar gbz 6niline alinarak, siganlarda deneysel global beyin iskemisi
yaratmak suretiyle, iskemi reperfiizyon hasari tizerine Dekspantenol'iin noroprotektif
etkilerinin motor beceri ve uyum testleri ( rota-rot ve akselere-rot testi ), histopataloji ve
biyokimyasal analizler (MDA, SOD, CAT, GPx, rediikte glutatyon (GSH)) yardim ile
arastirilmas1 amaclanmistir. Siganlarda her iki arteria karotis kommunislerin es zamanl
olarak kliplenmesi ile serebral akimin azalmasi ya da tamamen kesilmesi, serebral
iskemi patofizyolojisini ¢alismak i¢in kullanilan deneysel yontemlerden biridir (15).
Kolay uygulanabilmesi ve kraniektomiye ihtiya¢ olmamasi nedeniyle ¢alisma- mizda bu

model tercih edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serebovaskiiler Hastaliklarda Epidemiyoloji ve Etyoloji

Inme, diinya genelinde koroner arter hastaligi ve habis hastaliklarin ardindan
ticlincii siradaki 6liim nedeni olmakla birlikte, sakatliga neden olan hastaliklar igerisinde
birinci siray1 alir (16). ABD' deki mevcut inme hastasi sayisi toplamda 7 milyon olup,
yilda ortalama 795 bin kisi inme gecirmektedir. Bu inmelerin 610 bin kadarmi ilk
inmeler, geriye kalan 185 bin inmeyi ise tekrarlayan vakalar olusturmaktadir. Ortalama
olarak her 40 saniyede bir kisi inme gec¢irmekte ve her 19 6liimiin bir tanesi inme
nedeniyle olmaktadir (17). 2017 yilinda yapilan bir aragtirmaya gére inme kaynakli en
yiikksek Oliim oranlart Rusya ve Kazakistan' da 124-174/100.0000 ile goriiliirken, en
diisiik 6liim orani ise 25/100.000 ile Bat1 Avrupa, Kuzey Amerika ve Orta Amerika 'da
goriilmektedir (18).

Tiirkiye'de Saglik Bakanligi Hifzissihha Enstitiisii'nin 2009 ile 2016 yillar
arasinda yapmis oldugu ve serebrovaskiiler hastaliklar i¢in en kapsamli epidemiyolojik
arastirmalardan biri olarak kabul edilen Tiirkiye Hane Halki Saglik Aragtirmasi' na gore,
serebrovaskiiler hastaliklar, mortalite nedenleri i¢inde, %15 lik oraniyla, %22 oranla ilk

siray1 alan kardiyovaskiiler hastaliklarin ardindan ikinci siray1 almaktadir (19).

Serebrovaskiiler hastaliklar baslica iskemik ve hemorajik olarak iki gruba ayrilir.
Iskemik inme bu grubun biiyiik kismimi olusturur ve beyin damar1 ya da beyine giden
bir damarin titkanmasi sonucu, damarin besledigi beyin bolgesinde gerekli oksijen ve
glikozun azalmasi sonucu fonksiyon kaybma neden olur. Hemorajik inme ise beyin
parankimi icerisine kanama ya da subaraknoid kanama seklinde ortaya ¢ikar ve benzer
bir hasara yol agar. Serebrovaskiiler hastaliklarin alt gruplarina gére goriillme siklig;
serebral iskemi % 60-80, intraparankimal hemorajiler % 10- 15 ve subaraknoid kanama
% 3-4 seklindedir. Her grup hastaligin tedavileri ciddi farkliliklar gostermektedir. Bu
nedenle dogru ve hizli taninin ardindan tedaviye bir an 6nce baslanilmasi ¢ok 6nemlidir
(20, 21, 22).

Ulkemizde yapilan inme hastahiginin risk faktorleri ve genel ozelliklerinin
arastirildigl cok merkezli ve hastane tabanli bir aragtirmada, iskemik inme orant % 72,
hemorajik inme orani ise % 28 olarak bulunmustur (23). Hemorajik inme oraninin

tilkemizde bati toplumunlarina gore daha fazla goriilmesinin nedeni olarak, hemorajik

3



inme i¢in major risk faktorii olarak kabuil edilen hipertansiyonun, yeterince dogru tani

alamamasi ve tedavisindeki aksamalarin oldugu diistiniilmektedir (24).

2.2.iskemik inmelerin Siiflandirilmasi

Iskemik inme kompleks bir hastalik olup, tikanan damara ve tikanikligin olus

mekanizmasina gore birka¢ ana hastalik grubundan soz edilebilir.

2.2.1. Biiyiik Damar Aterotrombotik Tikanma

Iskemik inmelerin % 20 sini olusturur. Arteria karotis interna, arteria vertebralis
ya da arteria bazilaris gibi biliyilkk damarlarda veya beynin orta biiyiikliikteki
damarlarinda gorilebilir. Bu tiir tikanmalar, damar duvari igerisindeki aterosklerotik bir
plagin giderek biiyiiyerek damar duvarini daraltmasi ve kan akiminin bozulmasi sonucu
plagin oldugu yerde olusan bir trombiisiin koparak daha distal bir yerde tikanmaya
neden olmasiyla olusur. Bazi vakalarda aterosklerotik bir plak olmadan da

hiperkoagiilopatiye bagl olarak bu sekilde bir tikanma meydana gelebilir.

2.2.2. Kiiciik Damar Lakiiner tikanma

Iskemik inmelerin  %40’m1 olusturur. Intraserebral perforan arterlerdeki
vaskulopatiler ve lipohiyalinozis gibi bozukluklar nedeniyle goriilebilmektedir. Bazal
gangliyonlar, kapsiila interna ve beyin sap1 gibi subkortikal alanlarda kiigiik enfarktlara

neden olur. Enfarkt sonrasinda olusan alana lakiin adi verilir.

2.2.3. Kardiyoembolik Tikanma

Serebrovaskiiler tikanmalarin %20’lik kismin1 olusturan patolojidir. Yaridan
fazlas1 atrial fibrilasyona bagli olarak olusur. Genellikle arteria serebri media veya
vertebrobaziler sistemin dallarinin tikanmasina neden olur. Arkus aortadaki plaklar,
yakin donemde gecirilmis miyokard enfarktiisii, sol ventrikiil yetmezligi ve kapak

hastaliklar1 kardiyoembolik inme igin risk faktorleridir.

2.2.4. Diger Sebeblere Bagh Tikanma

Fibromuskuler displazi, damar diseksiyonu, moya moya hastalig1r ve etyolojisi

saptanamayan nedenlerle olusan %20’lik iskemik inme grubunu olusturur (20).



2.3. iskemik inmede Risk Faktorleri

Iskemik inmede risk faktorleri

inmenin

cesidine,

risk  faktOriinin

degistirilebilirligine ve kanmit dilizeyi gozoniine alinarak bir smiflandirmaya tabi

tutulablir.

2.3.1. Degistirilemeyen Risk Faktorleri

2.3.2. Kanit Diizeyi Yiiksek Degistirilebilir Risk Faktorleri

Ileri yas
Kadin cinsiyet
Siyahi irk
Aile hikayesi

Diisiik dogum agirligi (25)

Sigara igme
Hipertansiyon (HT)
Diabetes mellitus (DM)
Hiperlipidemi

Atrial fibrilasyon (AF)
Karotis stenozu

Orak hiicreli anemi
Postmenapozal hormon replasmani
Kotii beslenme aligkanligt
Fiziksel inaktivite
Obezite

Diger kardiyak hastaliklar (25)

2.3.3. Kanit Diizeyi Diisiik veya Potansiyel Degistirilebilir Risk Faktorleri

Alkol kotiiye kullanimi

Metabolik sendrom



e  Oral kontraseptif kullanimi

o Tlag kétiiye kullanimi

e Hiperhomosisteinemi

e Hiperkoagiilopati

e Uyku apne sendromu

e Migren

e inflamasyon

e Enfeksiyon

e Yiiksek lipoprotein iligkili fosfolipaz A2
e Yiiksek lipoprotein a (25)

2.4. Serebral Arteryel Kan Dolasiminin Anatomisi

Serebral arteryal dolasim, arkus aortadan koken alan iki karotis ve iki vertebral
arter tarfindan saglanmaktadir. Karotis arterler beyin kan akiminin % 80" ini saglar ve
beynin anterior boélimiinde ©on sirkiilasyonu olustururken, vertebrobaziller arterler

posterior sirkiilasyonun olusmasindan sorumludur (26).



JI- internal karotid arter 2- Drtasersiral arter Ml dahi 3- Drta serebral arter bifurkasyonu 4- Drtasershral arter M2
dah 5- Lentikilostriat arterler 6 -Anterior sereiiral arter Al dab 7- Aaterior komunikan arter 8- Frontopolar arter 8-
Anterior serenral arter A2 dali 10 Anterior serebral arter AZdal [l- Anterior sereiral arter A4 dab 12- Anterior
seregral arter ASdal 13- Posterior komunikan arter - Posterior sereyral arter Fldah 18- Superior serepellar arter
18- Baziler arter I7- Anterior inferior sershellar arter 18- Vertehral arter 19- Posterior inferior sergbellar arter 20-
Anterior spinal arter Z1- Kallosomarjinal arter 22« Internal frantal arter 23- Parasantral arter 24- Posterior serearal

arter P2 dali 25 - Posterior sersiral arter P2 dal

Sekil 2.1. Serebral arterler ve Willis poligonunun sematik gosterimi (27)

Serebral arterler fonksiyonel olarak iletici ve besleyici arterler olmak iizere iki
gruba ayrilir. Arteria karotis interna, arteria serebri media, arteria serebri anterior ve
trunkus bazilaris gibi biiyiikk arterler iletici arterler sinifinda yer alirken, bu iletici
arterlerin u¢ ve perforan dallart beyin parankiminin beslenmesinden asil sorumlu olan
damarsal yapilardir ve besleyici arterler olarak adlandirilirlar. Besleyici arterler end-
arter olmalari dolayisiyla tikaniklarinda Willis Poligonunun kollateral akimindan
faydalanamazlar ve tromboembolik olaylar sonucunda ortaya ¢ikan okliizif serebral
iskemide onemli bir rol oynarlar. Willis Poligonu anterior ve vertebrobaziler sistemi
birbirine baglayan biiyiik bir anastomoz halkasidir ve suprasellar ve interpedinkuler

sistern igerisinde bulunur (28).



2.4.1. Arteria Karotis interna

Arteria karotis kommunisin servikal bolgede verdigi iki u¢ daldan birisidir.
Arteria karotis kommunis solda aortadan, sagda ise brakiosefalik turunkustan gikar.
Arteria karotis interna, arteria karotis komunislerin servikal bolgedeki bifurkasyon

noktasindan baglar ve petroz kemik hizasinda kranial bosluga girer.
Avrteria karotis interna yedi segmentte incelenir.
C1 (Servikal segment): Arteria karotis interna bu bolgede herhangi bir dal vermez.

C2 (Petroz segment): Arteria karotis internanin petroz kemik igerisinde seyrettigi
kisimdir. Bu bolgede a. karotikotimpanika ve a.canalispterigoidei (vidian arter) dallarini

Verir.

C3 (Lacerum segmenti): Arteria karotis internanin foramen lacerum iizerinden
petrolingual ligamente kadar olan kismini tanimlar. Ekstra duraldir ve herhangi bir dal

vermez.

C4 (Kaverndz segment): Arteria karotis internanin petrolingual ligamentten, proksimal
dural halkaya kadar olan kismini tanimlar ve buradaki seyri esnasinda her iki tarafinda
kavernoz siniis ile ¢evrilidir, etrafinda sempatik pleksus vardir ve dis tarafindan nervus
abdusens gecer. Arteria karotis interna bu bolgede meningohipofizeal trunkus ve

inferolateral trunkus dallarini verir.

C5 (Klinoid segment): Proksimal ve distal dural halka arasinda kalan kisimdir kisa bir
segmenttir, distal dural halkadan sonraki seyri esnasinda subaraknoid araliga girerek

intradural hale gelir herhangi bir dal vermez.

C6 (Oftalmik segment): Distal dural halkadan ¢ikan arteria karotis interna burada
subaraknoid araliga girer ve intradural hale gelir. Buradan itibaren posterior
kommiinikan arter ayrilana kadar olan kisma oftalmik segment ismi verilir. Bu

segmentten oftalmik arter ve superior hipofizeal arter ¢ikar.

C7 (Komiinikan segment): Optik sinir ve okiilomotor sinir arasinda seyreden bu
segment posterior kommiinikan arter ile arteria karotis internanin bifurkasyon bolgesi
arasinda kalir. Bu segmentten posterior kommiinikan arter ve anterior koroidal arter

cikar.

Arteria karotis interna kafa kaidesinde arteria serebri anterior ve arteria serebri

media olmak iizere iki dala ayrilir. Bilateral arteria serebri anteriorlar arteria
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komunikans anterior vasitasiyla birbirleri ile birlesirler. Arteria karotis interna ile iki ug
dal1 (arteria serebri anterior ve arteria serebri media) ve arteria komunikans anteriorun

hepsine birden karotis sistemi ya da 6n sistem adi verilir (29, 30).

2.4.2. Arteria Vertebralis

Arteria subklaviadan ¢iktiktan sonra 6. servikal vertebradaki foramen
transversiumlarindan ilerleyerek atlasdan ¢ikar. Sonrasinda atlanto-oksipital membrani
delerek foramen magnumdan kranial bosluga girerler. Lateral serebellomeduller
sisternden gecerek hipoglossal lifciklerden anteromediale dogru ilerleyerek ponto-
meduller sulkusa ulasir ve kars1 vertebral arter ile birleserek baziller arteri olustururlar.
Arteria basilaris ponsun On yiiziinde sulkus basilaris i¢inde yukariya dogru cikar ve
aa.pontis, a.labirenti, a.inferior serebelli, arteria serebri posterior dallarini verir. Arteria
vertebralis'ler, a.basilaris ve ug¢ dallarina (arteria serebri posterior) vertebro-basiler

sistem ya da arka sistem adi verilir (29-30).
Arteria Vertebralis dort segmentte incelenir.

V1 (Pre-foraminal segment): Vertebral arterin subklaviyan arterden koken aldig: yer ile

6. servikal vertebradaki transvers foramene girdigi yer arasinda kalan boliimudiir.

V2 (Foraminal segment): Vertebral arterin, C2-C6 vertebralar arasindaki transvers

foramenler igerisinde seyreden kismudir.
V3 (Ekstradural segment): C2 vertebradan foramen magnuma kadar olan bélimiidiir.

V4 (intradural segment): Vertebral arterin foramen magnum durasindan vertebrobaziler

bileskeye kadar uzanan kismidir (31, 32).

2.4.3. Willis Poligonu

Anterior ve Posterior dolasim kafa tabaninda birleserek Willis poligonunu
olusturur. Bu poligon intraserebral dolasimdaki en 6nemli kolleteral yollardan biridir.
Poligon, 6nde anterior komminikan arter araciligi ile birlesen anterior serebral arterler,
arkada ise posteror serebral arterler ve bu iki grubu birlestiren posterior komminikan

arterlerin hegzagonal sekilde bir anastomozundan olusur (33).



Sekil 2.2. Wilis Poligonunun sematik gosterimi, Arteria Komunikans Anterior (A),
Avrteria Serebri Anterior'un proksimal Al segmenti (B), Arteria Komunikans Posterior

(C), Arteria Serebri Posterior'un proksimal P1 segmenti (D) (34)

2.5. Kemirgenlerde Deneysel Serebral iskemi Modelleri

Ratlarda dort damar okliizyon modeli: Posterior sirkiilasyonu saglayan vertebral
arterlerin C1 seviyesinde bilateral olarak koterize edilip, her iki ana karotis arterlerin 10
- 30 dakika boyunca gegici olarak kliple kapatilmasi ile olusturulur. Iskemi

olusturulduktan sonra klipler ¢ikartilarak reperfiizyon yapilabilmektedir (35).

Ratlarda iki damar okliizyon ve hipotansiyon modeli: Bilateral ana karotis arterlerin
gecici olarak kliplenerek, es zamanli olarak, kan alinmasi yoluyla 30-35 mm Hg
diizeyinde hipotansiyon olusturularak serebral iskemi yapilmasidir. Iskemi sonrasinda

klipler ¢ikartilarak reperfiizyon yapilabilmektedir (35).

Ratlarda iki damar okliizyon modeli: Bilateral ana karotis arterlerin 10 - 15 dakika
slireyle gegici olarak kliplenmesi ile corpus striatum, hipokampusun CAl ve

neokorteksin 3-4- 5-6. alanlarinda hiicresel hasar gelistirilmesi esasina dayanir (36).

Ratlarda turnike yapilarak iskemi olusturulmasi: Bu ydntemde hayvanin boyun
bolgesine bir turnike yapilarak, turnike basinci 600 - 700 mm Hg basinca ulasincaya

kadar turnike sisirilir, serebral kan akimi1 % 1’in altina distiriiliir ve iskemi olusturulur
(37).
2.6. Iskemik inmede Patofizyoloji

Serebral dokunun yapisal biitiinliigiinii korumasi ve fonksiyonlarini yerine
getirebilmesi, ihtiyaci olan oksijenize kan akiminin kesintisiz olarak saglanmasina

baghdir. Serebral kan akimi1 (SKA), dakikada 100 mg doku basina ortalama 50-54 ml
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dir (50-54 ml/dk/100gr ) ve gerektiginde serebral otoregiilasyon adi verilen bir sistem
ile serebral perflizyon basinci degistirilerek sabit tuultmaya calisilir. Serebral
otoregiilasyon, esas olarak pre-kapiller rezistanstaki degisiklerle saglanir ve 60 - 150
mm/Hg arteriyel basinglar arasinda goriiliir. Bu araligin disindaki degerlere bagl olarak
serebral kan akimi artar ya da azlair. Kronik hipertansiyonda iist limit daha da arterken,
subaraknoid kanama ve inmede serebral otoregiilasyon kismi olarak ya da tamamen
bozulur (38, 39).

Serebrovaskiiler okliizyonlar nedeniyle olusan iskemide, iskemik bdolgenin
merkezindeki alan perifere gore daha fazla etkilenir. Iskemik alanda ii¢ ayr1 bdlge
tanimlanmustir. Iskeminin merkezinde olusan, hiicre dliimiiniin ve geri déniisiimsiiz
hiicre hasarinin meydana geldigi bolgeye ‘core’ bolgesi adi verilir. Bu bolgenin hemen
disinda bulunan ve zamaninda reperfiizyon saglanabilirse kalict hasar olusmadan
kurtulabilen bélgeye ‘penumbra’, penumbranin periferinde kalan alana ise ‘oligemi’
bolgesi denilmektedir (40).

et B

Penumbra

COLLATERALS

\7

Sekil 2.3. iskemi Yaralanmasindaki Zonlarin Sematik Gésterimi (41)

Core (iskemik ¢ekirdek) bolgesinde, enerji kesilmesine bagl olarak iyon kanali
ve pompa sistemleri bozulmustur, penumbrada ise elektrik aktivitenin bozukluguna
ragmen membran hemostazi devam eder. Dolayisiyla akut serebral iskeminin
tedavisindeki ana prensip heniiz nekroza gitmeyen ve iyilesebilir bolge olan penumbrayi
kurtarabilmektir (42, 43).
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Beyin kiitle olarak viicudun % 2' sini olusturmasina ragmen, viicuda alinan
oksijenin % 20' sini, glukozun ise % 25' ini tek basma tiiketmektedir. Istirahat
durumunda bile beyin kan akimi, dakikada ortalama 800 ml olup bu miktar kalp
debisinin yaklasik olarak % 15- 20" sine karsilik gelir (44). Bu yiiksek metabolik
aktivitenin ve kan akimi ihtiyacinin nedeni, hiicre membranlar1 arasindaki iyon
gradiyentinin korunmasi ve elektriksel uyarilarin iletilmesinde gereksinim duyulan
enerjiyi tretebilmek igin kullanilan substratlarin varligini yeterince saglayabilmektir

(45).

Bazal noronal aktivitenin siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli serebral kan akimi esik
degeri 20-25 ml/100gr/dk’ dir ve bu akim 15-20 ml/100gr/dk oldugunda elektrokortikal
aktivite ve kortikal uyarilmis potansiyaller kaybolurken, néronlardaki aksonal transport
hala devam eder ancak, daha fazla enerji gerektiren hiicresel islevler yapilamamaktadir.
Bu alandaki hiicrelerin reperfiizyon saglandiginda kurtarilabilme ihtimali vardir (46).
Serebral kan akimi 10- 15 ml /100gr /dk altina diistiiglinde ise Na+/K+ ATPaz pompasi
bozularak, gri ve beyaz cevheri olusturan dokunun ekstraselliiler alaninda hidrojen ve
potasyum konsantrasyonunda 6nemli bir artis gézlenir. Noral hiicreler etrafinda artan
potasyum konsantrasyonu ndéronal membranda depolarizasyon meydana getirir. Bu
durum eksitatér norotransmitterlerin  salinimi ve kalsiyum kanallarinin agilmasi
sonucunda hiicre iginde kalsiyum, hiicre disindaki potasyum konsantrasyonunda artisa
neden olur. Hiicresel asidoz geliserek hiicre 6liimii baslar ve geri doniisiimsiiz néronal
hasar meydana gelir. Ayrica glial hiicrelerin membranlarinda olusan depolarizasyon
nedeniyle igerisinde glutamatin da oldugu nérotransmitter maddelerin geri alinimindaki
azalma hiicre i¢i sodyum, kalsiyum ve su artist meydana getirir. Bu durum glial hiicre

ici s1v1 basincini artirarak hiicre sismesine neden olur (47, 48, 49).

Hiicre dis1 kalsiyum konsanstrasyonu, hiicre igine oranla 10000 kat daha fazladir.
Bu farktan endoplazmik retikulum ve plazma membraninda bulunan Ca-ATPaz
pompasi ve Na / Ca degistiricisi sorumludur. Hiicre enerjisindeki azalmaya bagli Ca-
ATP azlarin inhibe olmasiyla, kalsiyumun hiicre disina ¢ikisi ve endoplazmik
retikulumdan kalsiyum sekresyonunun bozulmast sonucu hiicre ig¢i kalsiyum
konsantrasyonu artar. iskemik durumda kalsiyum iyon gradiyentinin bozulmamas: ve
hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun artmasi sitoplazmada bulanan proteaz ve niikleaz
enzimleri aktive ederek geri doniisiimsiiz hiicre hasarinin olusmasini tetikleyen en Kkritik

olaydir. Bu enzimler hiicre i¢inde bulunan DNA yapilarina ve proteinlere zarar vererek
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hiicrede hasara neden olurlar. Artmis kalsiyumun diger bir etkisi ise fosfolipazlari
aktive ederek membran fosfolipidlerinin, prostoglandin ve tromboksan gibi vazoaktif
maddelere doniisiimiine neden olmasidir. Kalsiyum ayrica endotel yapisinda bulunan
ksantin dehidrogenaz enziminin, ksantin oksidaz enzimine doniisiimiine neden olur.
Ksantin oksidaz, siiperoksit radikali tireten bir enzimdir ve reperfiizyon sirasindaki

stiperoksit radikal patlamasinin en 6nemli sorumlularindan biri olarak kabul edilir (50).

ADP
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: ;
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Free radicals Adenosine Guanosine Guanosine
Lipid t U
a peroxidation
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Neuroprotection

Sekil 2.4. Iskemi-Reperfiizyon Hasarinin Biyokimyasi (51)

Reperfiizyon, dokunun kanlanmasimin yeniden baslamasidir, iskemi sonrasinda
olusan reperfiizyona bagli hasar, iskeminin olusturdugu primer hasardan daha fazla
olabilir (52). Iskemik bir dokunun reperfiizyonu durumunda, kan akimimin yeniden
baslamasiyla dokuya ulasan polimorfoniikleer l6kositlerin (PMNL) ortama serbest
oksijen radikalleri (SOR) salarak iskemik dokudaki hasari artirict etki yapmasina
reperfiizyona bagli doku hasart adi verilir (53). PMNL’ nin yiiksek miktarda SOR
liretmesinin yan1 sira, mikrovaskiiler tikanikliga yol agmasi, vaskiiler permeabiliteyi
artirmasi, sitokin salinmasinda artisa ve sitotoksik enzimlerin salinmasina neden olmasi

da iskemi reperfiizyon hasarinda 6nemli bir rol oynar (54).

Organizmanin iskemi-reperfiizyon hasar1 sonrasinda olusan serbest oksijen
radikallerine kars1 gelistirdigi en dnemli mekanizma ise serbest oksijen radikallerinin

detoksifikasyonunda gorevli olan antioksidan enzim sistemleridir. Antioksidan enzimler
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olan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx), iskemi
reperfiizyon sonrasi ortamda biriken, siiperoksit (O27) ve hidrojen peroksid (H202)
radikallerinin  daha toksik olan hidroksil radikaline (OH") doniismeden
detoksifikasyonunda gorev alirlar. Iskemi-reperfiizyon hasarinda ayrica serbest
radikallerin hiicre membranindaki poliansatiire yag asitlerini oksidasyonu sonucu
organellerde malonildialdehit (MDA) birikimi olur. Iskemi-reperfiizyon hasarimi

onlemek i¢in ¢ok ¢esitli antioksidan maddeler ve ajanlar ile ¢calismalar yapilmistir (55).

Hemorajik inmede, hematomun olusturdugu kitle etkisi primer hasarin esas
nedenidir. Hematom hacminin genislemesi, kanin ventrikiiler sisteme girmesine neden
olarak serebrospinal sivi (BOS) dolasimin bozulmasma yol agabilir. Hematom
olusturdugu kitle etkisiyle, serebral deme neden olarak intrakranial basing artigina,

damarlara baski yaparak iskemi, apopitozis ve nekroza sebep olabilir (56).
2.7. Deneyde Kullanilan Temel Molekiiller Hakkinda Genel Bilgi

2.7.1. Dekspantenol

Pro-vitamin B5 olarak da bilinen Dekspantenol, B vitaminlerinin iginde yer alan
Pantotenik asit (PA, Vitamin 5)’ in sentetik bir alkol formudur. Kapali formiilii CoH19NOs,
kimyasal adi (D-pantenol;(+)-2,4-dihidroksi-N-(3-hidroksipropil)-3,3 dimetilbiitiramid) ve
molekiil agirhigi 205.251 g /mol diir. Dekspantenol dokularda pantotenik aside (PA) okside
olarak etki eder (57, 58).

HO
HN

OH

Sekil 2.5. Dekspantenol Sematik gosterimi (58)

2.7.2. Pantotenik Asit (Vitamin B5)

Pantotenik asit (PA) 1933 yilinda Williams ve arkadaslar tarafindan mayalarda
ve mikroorganizmalarda bir gelisim faktorii olarak gdsterilmis, daha sonra 1940 yilinda
izole edilerek molekiiler yapisi tarif edilmistir (59). Pantotenik asit ve tiirevlerinin,
birgok enzimatik iglem igin bir kofaktor ve agil grubu tasiyict olan Ko-enzim A (CoA)

nin, rediikte glutatyon (GSH), Adenozin 5’ - trifosfat miktarini artirdigi, yine kole-sterol
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ve steroid hormon biyosentezini, yag asitlerinin fosfolipidler ve kolesterol esterlerine
dahil edilmesini uyararak artirdigi bilinmektedir (60, 61,62). Pantotenik asitin ayrica
grantilositlerden miyeloperoksidaz salinimini baskilayarak, serbest oksijen radikallerinin
cogalmasimi azalttigi ve antienflamatuvar etkisi oldugu gosterilmistir (63). Biitiin
bunlar, hiicre membranindaki oksidatif stres ve inflamatuvar siireglere karsi var olan

tamir sistemleri ve peroksidasyon iiriinlerinin uzaklastirilmasinda rol oynamaktadir (64,
65).

2.7.3. Glutatyon (GSH)

Glutatyon ( GSH), hiicreleri oksidan hasara karsi koruyan, glutamik asit, glisin
ve sistein aminoasitlerinden olusan tripeptid yapili, hiicre i¢indeki en énemli endojen

antioksidan molekiildir.
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Sekil 2.6. Glutatyon (GSH) sematik gosterimi (66)

Glutatyon basta karaciger olmak tizere diger pek ¢ok dokuda y-glutamil sistein

sentaz ve GSH sentaz enzimleri ile sentezlenir (66).

A-glutamilsisteinsentetaz
L-glutamat+L-sistein+tATP € - L-%-glutamasil-L-sistein+ADP+Pi

Glutatyon sentetaz
L-A-glutamasil-L-sistein+Glisin+ATP & - GSH+ADP+PI

Glutatyon, serbest radikal hasarina karsi koyarken, antioksidan enzimlere
substrat olarak gorev yapar ve bir serbest radikal tutucusu gibi davranir (67, 68).
Glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz enzimi (GPx) ile okside edilerek GSSG ’a
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doniistiiriiliip serbest radikalleri etkisiz hale getirir. Oksidatif stres durumunda rediikte
GSH seviyeleri diiser, okside GSSG seviyeleri artis gosterir.

Glutatyon peroksidaz

2 GSH + H202 - GSSG +2H20

Ayrica endojen glutatyon, proteinlerdeki tiyol gruplarini oksidasyondan korur ve

reaktif oksijen tiirleri ile dogrudan tepkimeye girerek onlar1 detoksifiye eder.
GSH + OH——— H20 + GS~

Glutatyon, DNA ve protein sentezi, bircok enzim aktivitelerinin diizenlenmesi,
ksenobiyotiklerin konjugasyonu, kalsiyum homeoastazi, sistein depolanmasi ve

transportu gibi diger hiicresel islevlerde de koruyucu rol alir (69, 70, 71).

2.7.4. Malondialdehit (MDA)

Lipidler serbest radikal hasarina kars1 en duyarli olan molekiillerdendir. Serbest
radikaller hiicre membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglan ile
rahatlikla etkilesime girerek lipid peroksidasyon iiriinlerini olustururlar (72).
Malondialdehit (MDA), okside olduktan sonra yapilari bozulan hiicre lipidlerinin
olusturdugu en 6nemli son tiriindiir (73, 74). MDA miktar1 tiyobarbutirik asit ile 6lgtiliir

ve bu yontem oksidatif hasarin diizeyini gostermede kullanilir (75).

OWO

Sekil 2.7. MalondialdehittMDA) Sematik gosterimi (75)

Malondialdehit (MDA), oldukga reaktif bir aldehit tiiriidiir, proteinlerin serbest
amino gruplariyla, fosfolipidlerle ve niikleik asitlerle tepkimeye girerek yapisal
degisikliklere yol agar. Hiicre membraninin yapisin1 bozarak, permeabilitesini degistirir,
iyon-kanal transportunu, enzimatik aktiviteleri ve sinyalizasyon komplekslerinin

aktiviteleri gibi membran fonksiyonlarini olumsuz etkiler.
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2.7.5. Superoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit radikalinin, hidrojen perokside
indirgenmesini ve oksijen molekiiliine yiikseltgenmesini saglayan dismutasyon

reaksiyonunda gorevli bir enzimdir.

02- + 2H' + 'E_—P H202

Olusan hidrojen peroksit daha sonra katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri
ile su ve oksijene indirgenmektedir. Organizmada serbest oksijen radikallerine karsi
olusan ilk savunma SOD enzimi ile gergeklesir ve oksidan stresin arttigi durumlarda

SOD aktivitesi artarak koruyucu etkinin devaminin saglanmasina c¢aligilir (76).

SOD biitiin hiicrelerin mitokondri ve sitozoliinde bulunur ve metalloprotein
yapisindadir. Sitozolde bakir ve ¢inko igeren Cu -Zn- SOD, mitokondride manganez
igeren MNn-SOD ve plazmada ise bakir i¢ceren Cu- SOD olarak adlandirilan 3 tip SOD
vardir (68).

2.7.6. Katalaz (CAT)

Katalaz, tiim hiicrelerde farkli konsantrasyonlarda bulunan ve yapisinda dort adet
hem grubu ihtiva eden bir hemoproteindir (77). Mukoz membranlarda, kemik iligi, kan,
bobrekler ve karacigerde yiiksek miktarda bulunur, o6zellikle peroksizomlarda
lokalizedir. Katalaz hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize
eder (78, 79).

2H;,0;, — 2H,0 + O,

Katalaz ayrica, alkoller ve fenoller gibi farkli substratlarin hidrojen peroksitin

indirgenmesi {izerinden, detoksifikasyonunu saglar (79).

2H;,0, + RH; ——— 2H,0 + R’

2.7.7. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Dokular1 hidrojen peroksid ve lipoperoksitlerin olusturdugu oksidatif hasara
kars1 koruyan baglica enzim olan glutatyon peroksidaz (GPx) ilk defa Mills tarafindan
1957 yilinda memeli eritrositlerinde gosterilmistir (68). GPX, aktivitesi igin koenzim
olarak selenyuma (Se) ihtiyag duymaktadir. GPx tarafindan hidroperoksitlerin

17



rediiksiyonu icin diislintilen katalitik mekanizma, ayn1 zamanda aktif bolge selenolatin

(Se ), selenoik asite (SeOH) oksidasyonunu da kapsar (80).

GPx

H.0. + 2 GSH » GSSG +2H:0

GFx

ROOH + 2 GSH = GSSG + ROH + H.0

Memelilerde hepsi selenosistein iceren en az 4 farklt GPx (GPx1-4) vardir. GPx1
ve GPx4 sitozolik enzimlerdir ve bir¢cok dokuda bol miktarda bulunurlar (GPx4 sperm

hiicrelerinde, GPx2 gastrointestinal sistemde, GPx3 ise baslica bobreklerde) (81).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alisma Inonii Universitesi Deneysel Arastirma Birimi ve Deney Hayvanlar
Etik Kurulu tarafindan degerlendirilmeye alindiktan sonra 09.01.2020 tarihinde
2020/01-3 protokol numarasiyla onaylanmig olup, Subat 2020- Haziran 2020 tarihleri
arasinda yapilmistir. Calismada Oncesinde herhangi bir deneyde kullanilmayan
agirliklart 200 - 250 gram arasinda olan, 3-4 aylik 32 adet disi Wistar-Albino rat
kullanildi. Ratlar Inénii Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi labaratuarindan edinildi. Arastirmada inénii Universitesi Tip Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuarindaki Akselere rota-rod cihazi kullanildi.
Biyokimyasal analizler, Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuarinda;
histopatoljik analizler, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali arastirma laboratuarinda

yapild.

Ratlar ¢alisma siiresince her kafeste en fazla dort adet hayvan bulunacak sekilde
polikarbon kafeslerde, sabit oda sicakliginda ve nemde (22+3°C sicaklik ve 60 £7%
nem), giinlik kafes temizligi ve beslenme (standart hayvan yemi ve yeterince su)
gereksinimi saglanmak sarti ile uygun sekilde 1s1k almalar1 saglanan bir ortamda

barindirildi.

3.1. Anestezi

Cerrahi islem oncesi tiim ratlara 10 mg/kg dozunda Xylazin (Bayer) ve 50 mg/kg
dozunda Ketamin Hidrokloriir (Parke Davis) intraperitonal (I.P.) yoldan uygulandi.
Ihtiya¢ duyulmasi halinde baslangicta uygulanan dozlarin %20’sini gegmeyecek sekilde

ilaglar aralikli olarak tekrar verildi.

3.2. Rota-rot, Akselere-rot Testi

Deney hayvanlarinda motor becerilerini 6lgmek icin yapilan bu test, icerisine
yerlestirilen deney hayvanlarinin (genellikle rat veya fare) iizerinde dengede kalmaya
calistigi Ozel silindir parkurlardan olusur. Rat 6nceden belirli hizlarda donmeye
programlanmis sistem iizerinde yiirlimeye zorlanir. Ratin donen sistemde dengesini
saglayamayip diistiigli siire Ol¢iiliir. Sonug olarak bu test bize, deneyde olusturulan
beyin hasarmin, verilen tedavinin etkisinin veya rattaki tiikkenmislik hissinin

degerlendirilmesinde bir fikir verecektir (82). Cihaz, deneyin amacina uygun olarak

19



ayarlanir ve silindirler belli bir siire sabit bir hizda (rpm) veya artip azalan hizlarda
donerler. Bu galismada Rotamex 4-8 sistemi (Columbus-Instruments) kullanilarak
deneysel serebral iskemide olusan denge ve kordinasyon kaybinin maksimum 300
saniyede 5, 10, 20, 30, 40 rpm de, 4 dk ve 10 dk da, 1-79 akselere rpm de saptanmasi

amaglanmistir.

Sekil 3.1. Ratlara rota-rot cihazinda denge testi uygulanmasi

3.3. Serebral Iskemi Modeli ve Uygulamasi

Ratlar ameliyat oncesinde 24 saat siire ile sadece su verilerek a¢ birakildi ve
anestezi saglamak amaciyla; Xylazin Hidroklorid 10mg/kg'dan intraperitoneal (i.P) ve
Ketamin Hidroklorid 50 mg/kg dan intraperitoneal (i.P) olarak yapildi. Anestezi
altindaki ratlar, sirtlistii pozisyona alindi ve cerrahi uygulanacak servikal bolge tras
edildi ve % 10’ luk povidon iyot soliisyonu ile boyanarak asepsi saglandi. Servikal orta
hat cilt kesisi sonras1 ekartor yerlestirilerek bilateral paratrakeal alanlar kiint disseksiyon
yapilarak ayrildi. Arteria karotis kommunisler ortaya konuldu ve bilateral Arteria
karotis kommunisler N. vagustan ayrildiktan sonra her iki artere Yasargil anevrizma
klibi yerlestirildi. 30 dk sonunda klipler ¢ikarildiktan sonra arterial kan akimi kontrol
edildi ve kan akimmin siirdiigi gozlenerek kesi yeri siitiire edilerek kapatildi. Daha

sonra tiim denekler gida ve sivi gereksinimi i¢in serbest birakildi.
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Sekil 3.2. Ratlarin bilateral karotis arterlerinin klemplenmesi.

3.4. Deney Gruplar:
Ratlar 4 ana gruba ayrildi,

Grup 1-Sham Grubu (n=8): Serebral iskemi yapilmadan sadece servikal orta hat
insizyonu ve paratrakeal disekksiyon yapilan ve ardindan cerrahi kapatma isleminin
uygulandigi grup.

Grup 2-iskemi-Reperfiizyon (IR) grubu (n= 8): Karotis arterler bilateral olarak

klemplenerek 30 dk serebral iskemi yapilan, ardindan cerrahi kapatma ile beraber 72

saat reperflizyon olusturulan, herhangibi bir ilag verilmeyen grup.

Grup 3-iskemi Sonrasi Dekspantenol Uygulanan (IR+DXP) grup (n=8): Karotis
arterler bilateral olarak klemplenerek 30 dk serebral iskemi yapildiktan sonra 1. saat, 2.
ve 3. giinler intraperitoneal (I.P) yolla 500 mg / kg Dekspantenol uygulanan ve 72 saat

reperfiizyona birakilan grup.

Grup 4-iskemi Oncesi Dekspantenol Uygulanan (DXP+IR) grup (n=8): Serebral
iskemi yapilmadan 3 gilin Oncesinden baglayarak 1.2. ve 3. giinler sabah 08-10.00
arasmda intra peritoneal (I.P) yolla, 500 mg/kg Dekspantenol uygulanan ve 3. giin
karotis arterler bilateral olarak klemplenerek 30 dk serebral iskemi yapilan ve 72 saat

reperfiizyona birakilan grup.

Ratlar iskemi yapilmaasini takiben 72 sonra, rota-rot, akselere-rot testleri

yapilarak dekapite edildi ve deney sonlandirildi.
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Tablo 3.1. Grup numaralar1 ve 3 giinliik reperfiizyonun ardindan yasayan rat sayisi

Gruplar Yasayan Rat Sayisi
Grup 1 ( Sham) 8
Grup2(IR) 8
Grup 3 (IR+DXP) 8
Grup 4 (DXP+IR) 8

3.5. Histopatoloji ve Biyokimyasal Analizler icin Doku Orneklerinin

AllInmasi

Tiim gruplarda yer alan ratlarda, 6nceden belirlenen siire¢ sonrasinda, Xylazine
ve ketamin hidrokloriir kullanilarak derin anestezi olusturuldu. Derin anesteziyi takiben
ratlarin beyin dokusu hasarsiz bir sekilde ¢ikarildi. Beyin dokusunun histolojik ve
biyokimyasal analizi i¢in beyin iki hemisferine ayrilip hemisferleden bir tanesi
histolojik inceleme i¢in % 10 luk formol ¢6zeltisinin i¢ine konuldu, diger hemisfer daha
onceden hazirlanmig ve her bir denek i¢in numaralanmis kaplara alinarak biyokimyasal

analiz yapilmak iizere -70 C’de beklemeye alindi.

3.5.1. Doku Rediikte Glutatyon (GSH) Ol¢iimii

Doku o6rneklerinin GSH diizeylerinin 6l¢limii, Ellman’in tarif ettigi metoda
uygun olarak yapildi (83). Doku 6rnekleri %50 triklorasetik asit (TCA) ile ¢okertildi ve
5 dakika 1000xg de santrifiije edildi. Cokertilen bu 6rnegin iist katmanindan 0,5 ml
analiz tiipiine alind1 ve {izerine 2 ml Tris-EDTA tamponu (0,2 M, pH=8,9) ve 0,1 ml
0,01 M 5,5’-ditiyo-bis-2- nitrobenzoik asit eklenerek, bu karisim oda sicakliginda 5
dakika kadar bekletildi. Analiz tiipii icerisinde bulunan glutatyonun 5,5’-ditiyobis-2-
nitrobenzoik asit ile reaksiyona girerek sari-yesil renk vermesi ile olusan 15181n
spektrofotometrede (UV-1700 Shimadzu) 412 nm dalga boyunda absorbansi 6lgiilerek
rediikte glutatyon miktari tayin edildi. Sari- yesil rengin siddeti ile dokudaki glutatyon
konsantrasyonun dogru orantili olmasina dayanilarak yapilan bu analizde; sonuglar

nmol/g yas doku olarak belirtilmistir.

3.5.2. Doku Malondialdehid (MDA) Ol¢iimii

Doku orneklerinin MDA diizeylerinin 6l¢iimii, Ohkawa'nin tarif ettigi metoda
uygun olarak yapildi (84). Analiz, MDA’ nin asit ortamda tiyobarbutiirik asit ile

wsitilarak reaksiyona girmesi sonucu pembe renkli bir kromojen olusturmast ve olusan
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bu rengin 151k siddetinin spektrofotometrede (Microplat-reader, Bio-Tek Syneryg H1)
532 nm dalga boyunda Olgiilerek MDA miktarinin tayin edilmesi prensibine
dayanmaktadir. Pembe rengin siddeti ile dokudaki MDA konsantrasyonu dogru

orantilidir; sonuglar nmol/g yas doku olarak belirtilmistir.

3.5.3. Doku Superoksid Dismutaz ( SOD ) Aktivitesinin Ol¢iimii

Doku orneklerinin SOD enzim aktivitesi diizeylerinin 6l¢iimii, Sun ve Oberley’
in tarif ettigi metoda uygun olarak yapildi (85). SOD enzim aktivitesi Ol¢timi,
stiperoksit radikallerinin Nitroblue tetrazolyum (NBT)’ yi indirgeyerek ortamda renk
olusturmasi prensibine dayanir ve siiperoksit radikallerinin kaynagi olarak ksantin-
ksantin oksidaz sistemi kullanilir. Ksantin-ksantin oksidaz sisteminin tirettigi siiperoksit
radikalleri NBT' yi indirgeyerek mavi-mor renk olusturur. Ortamda SOD enzimi
olmadigr durumlarda bu indirgenme maksimum olup, koyu mavi-mor bir renk
olusurken, SOD varliginda ise enzim siiperoksit anyonunu hidrojen peroksite ¢evirerek
NBT indirgenmesini azaltmakta ve buna bagli olarak daha agik bir renk olugmaktadir.
Absor- bansta meydana gelen bu degisim, spektrofotometrede (Microplate-reader, Bio-
Tek Syneryg H 1) 560 nm dalga boyunda okunarak olgiiliir. Mavi-mor rengin siddeti ile

doku SOD konsantrasyonu ters orantilidir; sonuglar U/g protein olarak belirtilmistir.

3.5.4. Doku Katalaz (CAT) Aktivitesinin Olciilmesi

Doku orneklerinde CAT enzim aktivitesi diizeylerinin 6l¢iimii, Aebi’nin tarif
ettigi analiz metoduna uygun olarak yapildi (86). Hidrojen peroksit ultraviole
spektrumunda 240 nm’de maksimum absorbsiyon vermektedir. CAT enzimi varliginda
deney ortamina ilave edilen hidrojen peroksidin katalaz tarafindan su ve oksijene
ayrismasi nedeniyle 240 nm’de olusan bu absorbansda goreceli olarak bi azalma
meydana gelir ve bu degisim, spektrofotometrede ( Microplate-reader; Bio-ek Synergy
H1) 240 nm dalga boyunda okunarak CAT enzim aktivite diizeyi dlgiiliir. Absorbanstaki
bu azalma ile ortamdaki CAT enzim aktivitesi dogru orantilidir; sonuglar K/g protein

olarak belirtilmistir.

3.5.5. Doku Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesinin Ol¢iimii

Doku orneklerinde GPx enzim akitivitesi diizeylerinin Ol¢iimii, Pagli ve
arkadaglarinin tarif ettigi analiz metoduna uygun olarak yapildi (87). GPx, hidrojen
peroksidin suya doniistimiinii rediikte glutatyonu (GSH) kullanarak katalize eder ve bu
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reaksiyon sonucunda rediikte glutatyon okside glutatyona (GSGG) doniisiir. Okside
glutatyonun bir diger hidrojen peroksitin suya katalizi i¢in yeniden rediikte forma
doniismesi gerekir. Bu doniisiim, ortamdaki NADPH ve glutatyon rediiktaz enzimi
sayesinde gergeklestirilir. Bu durumda NADPH NADP’ye, okside glutatyon da rediikte
forma doniisiir. NADPH 340 nm’de maksimal absorbans gosterir ve glutatyon rediiktaz
katalizi devam ettikge NADPH okside forma doniismesi ile 340 nm’de olusan
absorbansda azalma gortlir. Meydana gelen bu degisim spektrofotometrede
(Microplate-reader, Bi-Tek Syneryg H 1) 340 nm dalga boyunda okunarak GPx aktivite
diizeyi Olgiiliir. Absorbanstaki bu azalma, ortamdaki GPx enzim aktivitesi ile dogru

orantilidir; sonuglar U/g protein olarak belirtilmistir.

3.6. istatiksel Analizler

Istatistiksel analizler, SPSS paket programi versiyon 20.0 ile yapildi. Tiim
degiskenler acgisindan gruplarin genel karsilastirnlmasinda parametrik olmayan
testlerden Kruskal Wallis varyans analizi, gruplar arasi ikili karsilastirmalarda ise

Mann-Whitney-U testi kullanildi, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplar Arasindaki Rota- Rot Testi Sonuclar:

Tablo 4.1. Gruplar Arasindaki Rota- Rot Testi Sonuglari

Srpm 10rpm 20rpm 30rpm 40rpm
Gruplar Ortanca=SD  OrtancatSD  OrtancatSD  OrtancatSD  Ortanca+SD
(minimum- (minimum- (minimum- (minimum- (minimum-
maksimum) maksimum) maksimum) maksimum) maksimum)
Sham 300+0 293.75+17,6  198.88+59,7  156.75+73,3 46+40,7
(300-300) (250-300) (123-300) (85-300) (15-140)
IR 300+0 131.63+30,8  45.75+25,3 11,75+4,9 6.25+2,3
(300-300) (85-80) (12-85) (5-17) (5-10)
IR+DXP 300+0 273.75+38,8  162,88+37,3 108,38+41,5  23,12+16,7
(300-300) (200-300) (122-240) (62-180) (10-58)
DXP+IR 300+0 246.25+68,2  78.38+£25,6 51,12+29,9 13.13+4,5
(300-300) (120-300) (35-110) (10-105) (10-23)

Biitiin gruplar 5 rpm hizda parkuru 300 sn boyunca dengede kalarak tamamladigi
icin istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasi sebebiyle 5 rpm hizdaki dengede
kalma siireleri karsilagtirmaya dahil edilmemistir. Karsilastirmalar; 10, 20, 30 ve 40 rpm

hizlarindaki dengede kalabilme siireleri arasinda yapilmaistir.

Sham grubu, IR grubu ile karsilastirildiginda sirasiyla biitiin dakika devir
hizlarinda (10, 20,30, 40 rpm) parkuru daha uzun siire dengede kalarak tamamlamis ve
biitiin rpm hizlardaki dengede kalma siireleri arasi farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. (p<0.001, p<0.001, p<0.001, p<0.001)

Sham grubu, IR+DXP grubu ile karsilagtirildiginda biitiin dakika devir hizlarinda
(10, 20, 30, 40 rpm) parkuru daha uzun siire dengede kalarak tamamladigi halde
sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. (p=0.214, p=0.172, p=0.103,
p=0.082)

Sham grubu, DXP+IR grubu ile karsilastirildiginda biitiin dakika devir hizlarinda
(10, 20, 30, 40 rpm) parkuru daha uzun siire dengede kalarak tamamlamis ve 20, 30, 40
rpm hizlardaki dengede kalma siireleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
(p=0.084, p=0.001, p=0.002, p=0.003)
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IR grubu, IR+DXP grubu ile karsilastirildiginda biitiin dakika devir hizlarinda
(10, 20, 30, 40 rpm) parkuru daha kisa siire dengede kalarak tamamlamis ve biitiin rpm
hizlardaki siireler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p=0.001, p=0.001, p=0.001,
p=0.001)

IR grubu, DXP+IR grubu ile karsilagtirildiginda biitiin dakika devir hizlarinda
(10, 20, 30, 40 rpm) parkuru daha kisa siire dengede kalarak tamamlamis ve 10, 30, 40
rpm hizlardaki dengede kalma siireleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
(p=0.005, p=0.031, p=0.004, p=0.002 )

IR+DXP grubu, DXP+IR grubu ile karsilagtirildiginda biitin dakika devir
hizlarinda (10, 20, 30, 40 rpm) parkuru daha uzun siire dengede kalarak tamamlamis ve
20, 30 rpm hizlardaki dengede kalma siireleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
(p=0.452, p=0.001, p=0.009, p=0.130)

4.2. Gruplar Arasindaki Akselere - Rot Testi Sonuglari

Tablo 4.2. Gruplar Arasindaki Akselere - Rot Testi Sonuglari

0-79 rpm 0-79 rpm
(10dk) (4dk)
Gruplar Ortanca=SD Ortanca+SD
(minimum-maksimum) (minimum-maksimum)
Sham 169.88+72,8 86.5+29,8
(94-274) (65-140)
IR 66,87+19,4 34.25+9,2
(39-90) (20-51)
128.25+27,9 59.38+10,2
IR+DXP (84-162) (45-73)
116.50+58,3 57.50+14,5
DXP+IR (39-188) (30-72)

Sham grubu, IR grubu ile karsilagtirildiginda, 10 dk ve 4 dk siiren, 0'dan 79 rpm
hiza olan akselerasyonun her ikisinde de parkuru daha uzun siire dengede kalarak
tamamlamis ve her iki gruptaki akselerasyon boyunca dengede kalabilme siiresi

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p=0.001 ve p=0.001)

Sham grubu, IR+DXP grubu ile karsilagtirildiginda, 10 dk ve 4 dk siiren, 0' dan
79 rpm hiza kadar olan akselerasyonun her ikisinde de parkuru daha uzun siire dengede

kalarak tamamlamis ancak sadece 4 dk siiren akselerasyon testi boyunca dengede
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kalabilme siiresi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p=0.462 ve
p=0.011)

Sham grubu, DXP+IR grubu ile karsilastirildiginda, 10 dk ve 4 dk siiren, 0'dan
79 rpm hiza kadar olan akselerasyon testinin her ikisinde de parkuru daha uzun siire
dengede kalarak tamamlamis ancak sadece 4 dk siiren akselerasyon testi istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur. (p=0.248 ve p=0.023)

IR grubu, IR+DXP grubu ile karsilastirildiginda, 10 dk ve 4 dk siiren, 0'dan 79
rpm hiza kadar olan akselerasyon testinin her ikisinde de parkuru daha kisa siire
dengede kalarak tamamlamig ve her iki akselerasyon testi istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. (p=0.002 ve p=0.002)

IR grubu, DXP+IR grubu ile karsilastirildiginda, 10 dk ve 4 dk siiren, 0'dan 79
rpm hiza kadar olan akselerasyon testinin her ikisinde de parkuru daha kisa siire
dengede kalarak tamamlamis, ancak sadece 4 dk siiren akselerasyon testi istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur. (p=0.128 ve p=0.010)

IR+DXP grubu, DXP+IR grubu ile karsilastirildiginda, 10 dk ve 4 dk siiren,
0'dan 79 rpm hiza kadar olan akselerasyon testinin her ikisinde de parkuru daha uzun
sire dengede kalarak tamamlamig, ancak her iki testte de gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli degisiklik saptanmamustir. (p=0.753 ve p=0.958)

350
300
250
200
150
100
50
0

H5rpm

M 10 rpm

W20 rpm

Sham IR IR+DXP DXP+IR

Sekil 4.1. Gruplar arasindaki rota- rot ve akselere- rot testi sonuglari
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4.3. Gruplar arasindaki doku GSH, SOD,MDA,GPx ve CAT sonuclari

Tablo 4.3. Gruplar arasindaki doku GSH, SOD, MDA, GPx ve CAT sonuglari

CAT (K/g GPx (U/g SOD (U/g GSH (nmol/g MDA
Protein) protein) protein) yasdoku) (nmol/g
OrtancatSD Ortanca+SD Ortanca+SD OrtancatSD yasdoku)
Gruplar . . . .
(minimum- (minimum- (minimum- (minimum- Ortanca+tSD
maksimum) maksimum) maksimum) maksimum) (minimum-
maksimum)
Sham 56.7+16,8 33.43+9,6 250.2+33 744.6+60 135+33,9
(25.7-87.1) (17.15-45.4)  (234.5-336.6) (673-836) (101,3-202,6)
IR 37.7+26,3 26.2+13,7 251.5+19,2 657.9+37,7 229.16+18,4
(27.3-90.6) (19.1-60.2) (221.5-280.4) (622-734) (206.7-269.2)
IR+DXP 54.8+18,9 32.4+27,4 246.9+45,2 724.2+83 159,24+51,4
(38.2-91.6) (21.07-96.87) (216.9-348.4) (633-887) (110-225)
DXP+IR 59.6+17,1 34.7+20,4 278.4+41,9 708.9+54,2 234.9+42.8
(36.5-86.08) (22.5-86.2)  (224.3-362.2) (622.2-775.2)  (206-327.7)

Gruplar arasinda doku CAT, GPx ve SOD sonuglar1 agisindan istatiksel olarak

anlaml fark bulunmadi, bu nedenle ikili karsilastirmalar sadece GSH ve MDA arasinda

yapild.

Sham grubu, IR grubu ile karsilastirildiginda GSH diizeyinin, Sham grubunda IR

grubuna gore yiiksek oldugu (p=0.007), MDA diizeyinin ise IR grubunda Sham grubuna
gore yliksek oldugu (p=0.001) saptandi ve her iki sonug arasindaki fark istatistiksel

olarak anlaml1 bulundu.

Sham grubu, IR+DXP grubu ile karsilastirildiginda GSH diizeyinin, IR+DXP
grubunda Sham grubuna gore diisiik oldugu (p=0.598), MDA diizeyinin ise IR+DXP
grubunda Sham grubuna gore yiiksek oldugu (p=0.527) saptandi ancak her iki sonug

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmada.

Sham grubu, DXP+IR grubu ile karsilastirildiginda, GSH diizeyinin, DXP+IR
grubunda Sham grubuna gore diisiik oldugu saptandi (p=0.156) ancak sonuglar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi, MDA diizeyinin ise DXP+IR
grubunda Sham grubuna gore yiiksek oldugu (p=0.001) saptandi ve sonuglar arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamli bulundu.

IR grubu, IR+DXP grubu ile karsilastirildiginda, GSH diizeyinin, IR+DXP
grubunda IR grubuna gore yiiksek oldugu (p=0.031), MDA diizeyinin ise IR+DXP
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grubunda IR grubuna gore diisiikk oldugu (p=0.015) saptandi ve her iki sonug¢ arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamli bulundu.

IR grubu, DXP+IR grubu ile karsilastirildiginda, GSH diizeyinin, DXP+IR
grubunda IR grubuna gore yiiksek oldugu (p=0.187), MDA diizeyinin ise DXP+IR
grubunda IR grubuna gore yiiksek oldugu (p=0.832) saptandi fakat her iki sonug

arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmada.

IR+DXP grubu, DXP+IR grubu ile karsilastirildiginda, GSH diizeyinin, IR+DXP
grubunda DXP+IR grubuna gore yiiksek oldugu (p=0.248) ve bu degerler arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi, MDA diizeyinin ise IR+DXP grubunda
DXP+IR grubuna gore daha diisiik (p=0.013) oldugu saptandi ve sonuglar arasi farkin

istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu.

800

700 W CAT (K/g

600 Protein)

500 W GPx (U/g

400 protein)

300 SOD (U/g

200 protein)

100 M GSH (nmol/g
0 - yas doku)

SHAM IR |R+DXP DXP+IR

Sekil 4.2. Gruplar arasindaki biyokimyasal doku analiz sonuglari

4.4. Gruplarin beyin parankiminin histopatolojik incelemesi

Histopatolojik inceleme i¢in alinan beyin dokusu drnekleri % 10’luk formaldehit
ile 48 saat tespit edildi. Tespit islemini sonrasinda beyin dokusu ornekleri rutin
histolojik doku takip prosediiriinden gegirildikten sonra parafin bloklara gomiildii.
Parafin bloklardan mikrotom yardimiyla 6 pm kalinliginda kesitler hazirlandi. Lamlar

tizerine alinan kesitler hematoksilen — eozin (H-E) ile boyandiktan sonra Leica DFC

29



280 1s1k mikroskobu ve Leica Q Win Goriintii Analiz Sistemi (Leica Microsystems

Imaging Solutions, Cambridge, UK) ile incelenerek fotograflar ¢ekildi.

Deney sonunda ¢ikarilan serebrum dokulari, %10’luk formaldehit icerisine
alinarak tespit edildi. Doku takibi islemlerinden sonra hazirlanan parafin bloklardan, 4-5
um kalimliginda kesitler alindi. Kesitler, genel morfolojik yapinin belirlenmesi i¢in
hematoksilen-eozin boyama metodu ile boyandi. Serebral korteks, ndronal dejenerasyon

yoniinden degerlendirildi.

Noronal dejenerasyon siddeti, x40 biiylitme altinda, rasgele segilen 10 alanda,
dejenere ndron sayisi (biiziilmiis hipereozinofilik sitoplazmali ve piknotik niikleuslu

noronlar) belirlenerek elde edildi (88).

Tablo 4.5. Gruplar arasindaki dejenere noron sayist

Dejenere noron

Gruplar Ortanca (minimum-maksimum)
Sham (0.3;2.0)
IR (0.05-5?1.0)
IR+DXP (0.02-.101.0)
DXP+IR (o.o?z'159.0)

Sham grubuna ait kesitlerde, yuvarlak, biiyilk ve O6kromatik niikleuslar ile
normal morfolojik 6zelliklere sahip ndronlar ile birlikte az sayida dejenere noronlara da
rastlandi. (Resim 10-A). IR grubunda, biizlilmiis, hipereozinofilik sitoplazma ve
piknotik niikleuslar ile dikkat ¢eken dejenere noronlarin sayisinda belirgin bir artigin
oldugu ve bu artisin sham grubu ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edildi (p=0.0006) (Resim 10-B). IR dncesi ve sonrast DXP uygulamasi ile
dejenere ndron sayisinda azalmanin oldugu gozlendi. Bununla birlikte, DXP+IR
grubunda dejenere ndron sayisindaki azalma, IR grubu ile karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Resim 10-C). Diger yandan, IR+ DXP grubunda
dejenere ndron sayisindaki azalmanin, hem IR hem de DXP+IR grubuna gore,
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p=0.0006) (Resim 10-D). Her bir

gruptaki dejenere noron sayisi tablo 5’de verilmistir.
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Sekil 4.3. Sham (A),I R (B), DXP+IR (C) ve IR+DXP (D) gruplarinda serebral
korteksin goriintimii. Uzun ok baslari, biiyiik, yuvarlak ve 6kromatik niikleuslar1 ile
ayirt edilen normal ndronlara; kisa ok baslari biiziilmiis, hipereozinofilik sitoplazma ve

piknotik niikleuslar1 ile dikkat ¢eken dejenere néronlara isaret ediyor. H-E; x40.
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5. TARTISMA

Dokularda bir miktar serbest oksijen radikali (SOR) devamli olarak tiretilmekte
fakat bunlar CAT, SOD ve GPx gibi antioksidan enzim sistemleriyle etkisiz hale
getirilebilmektedir (89). Serebral iskemide patofizyolojik olaylar1 baslatan, azalan beyin
kan akimi sonucunda ortaya ¢ikan enerji agiginin harekete gegirdigi molekiillerdir.
Glukoz metabolizmasinin etkilenmesiyle ATP ve fosfokreatin diizeylerinin azaldigi,
laktat diizeyinin arttig1 bir metabolik dengesizlik durumu olusur. Azalan ATP, membran
gecirgenligini ve depolarizyonunu bozarak hiicre i¢i kalsiyum, sodyum ve klor; hiicre
dis1 potasyum diizeyinde artisa neden olur (90). Iskemi sonucu olusan doku hasarinda,
iskeminin siiresi ve derinligi en 6nemli belirleyici iki faktordiir (91). Reperflizyon
sonucu iskemik dokunun yeniden oksijenasyonu durumunda, molekiiler oksijenin hiicre
icinde oksidatif enzimler tarafindan indirgenmesi ile yiiksek miktarda serbest oksijen
radikali (SOR) olusur ve bu serbest oksijen radikalleri iskemi reperfiizyon hasari
olusmasindaki en 6nemli rolii oynar. Siiperoksit radiakli (O2-), hidroksil iyonu (OH-) ve
hidrojen peroksit (H202) baslica dnemli serbest oksijen radikalleridir. Serbest oksijen
radikalleri lipid peroksidayonuna neden olarak hiicre membraninda hasar olustururlar,
membran gecirgenliginin bozulmasi hiicre i¢inde asir1 kalsiyum (Ca+2) birikmesine
neden olur (92). Hiicre i¢inde artan kalsiyum hiicre 6liimiiyle sonuglanan apopitozis
yolagini aktive eder (93). Ayrica artmis serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksitleri,

notrofiller lizerine kemotaktik etki yaparak, reperfiize dokuda inflamasyon ve hiicre

hasar1 olusturur (90).

Dekspantenol (Provitamin B5), pantotenik asidin sentetik bir alkol formudur.
Dokularda patotenik aside okside olarak etki eder ve antioksidan ve antienflamatuar
etkiye sahiptir. (94) Pantotenik asit ve tiirevleri rediikte glutatyon (GSH), koenzim A
(CoA) ve hiicredeki ATP sentezinde artiga neden olur (95). GSH ve glutatyon bagimli
peroksidazlar iskemi reperfiizyon hasarinda goriilen oksidatif stres ve lipid peroksidas-
yonuna karst en onemli koruyucu sistemi olusturmakta ve hapatotoksisite, yara
lyilesmesi, nefropati gibi bir¢ok hastalikta ciddi yan etkileri olmadan kullanilmaktadir
(64, 96). Bugiine kadar dekspantenoliin olduk¢a ucuz ve kolay elde edilebilen bir madde
olmasina karsin literatiirde Serebral iskemi-reperfiizyon hasari iizerine olan etkilerini

gosteren ¢ok fazla calisma yoktur.
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Bu calismada deneysel serebral iskemi-reperfilyon hasarinda dekspantenoliin
koruyucu etkisinin arastirilmasini amagladik. Iskemi-reperfiizyon siiresi cesitli organlar
icin degismekle beraber, serebral iskemi i¢in farkli caligmalarda degisik siireleri
uygulayan modeller bulunmaktadir. Literatiirde beyinde iskemik hasarin olusmasi igin
10 dakika, reperflizyon hasari olusumu i¢in ise 15 dakikalik bir siirenin yeterli oldugunu
gosteren yaymlar mevcuttur (97). Biz bu calismada her iki karotid arterin 30 dakika
boyunca klemplenmesi ile olusturulan iskeminin ardindan klempleri ¢ikartarak 72 saat
boyunca reperfiizyon ile serebral dokuda hasar olusturduk. Calismamizda
dekspantenoliin serebral iskemi-reperfiizyon hasarindaki profilaktik ve terapotik etkisini
incelemek i¢in, dekspantenolii iskemi oncesi 3 giin ve 1x500 mg/kg (DXP+IR grubu) ve
iskemiden hemen sonra reperfiizyon siiresi boyunca 3 giin, 1x500mg/kg olmak iizere
(IR+DXP grubu) iki farkli sekilde uygulayarak etkilerini inceledik.

Rota-rot testinde Sham grubu, biitiin rpm hizlarinda parkuru iskemi yapilan diger
gruplardan daha uzun siire dengede kalarak tamamlamigtir, IR grubu ise biitiin rpm
hizlarda parkurda en kisa siire dengede kalan gruptur. IR+DXP grubu; DXP+IR
grubundan ve IR grubundan daha uzun, Sham grubundan ise daha kisa siire dengede
kalabilmig, DXP-+IR grubu ise sadece IR grubundan daha uzun siire dengede kalirken,
Sham grubu ve IR+DXP grubundan daha kisa siire dengede kalabilmistir.
(Karsilastirmalar tiim rpm hizlarda istatiksel olarak anlamli bulunmustur) Rota-rot ve
Akselere-rot testlerinde parkurda farkli rpm hizlardaki dengede kalma siireleri deneyde
olusturulan beyin hasari ve rattaki tikenmislik hissi hakkinda bigi vermektedir (82).
Rota-rot testi sonuglarina gore beyin hasari olusturulmayan Sham grubunun ardindan,
IR+DXP grubu en uzun siire dengede kalmis grup olup, onu DXP+IR grubu ve son
olarak IR grubu izlemektedir. Akselere-rot testinde de yine benzer sonuglar alinmustir.
Parkur {izerinde dengede kalabilme siireleri sirastyla en uzundan en kisaya dogru olacak
sekilde Sham grubu, IR+DXP grubu, DXP+IR grubu ve IR grubu seklindedir. (akselere
4 dk test istatiksel olarak anlamli iken akselere 10 dk test bir¢ok karsilagtirmada anlamli
bulunmamistir). M. Yamamoto ve S. Yamada iskemi modeli ile beyin hasari
gelistirilmis ratlara kalsiyum kanal blokorii ile tedavi uygulamis ve tedavi edilmeyen
grupta da rota-rot ve akselere rot sonuglarinin diizeldigini ancak ila¢ ve kontrol
grubundaki diizelmenin daha belirgin oldugunu bildirmislerdir (98). Korkmaz ve
arkadaglarinin, ratlarda deneysel olarak olusturulan siyatik sinir hasarinda

dekspantenoliin koruyucu etkinligini arastidigi bir ¢aligmada, dekspantenol ile tedavi
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edilen grupta, tedavi almayan gruba gore rota-rot ve akselere-rot testi sonuglarinda
belirgin bir diizelme oldugu gosterilmistir (99). Deneyimizde serebral iskemi
olusumundan 6nce ve sonra verilen dekspantenoliin, rota-rot ve akselere-rot testlerinde,
ilag verilmeyen iskemi grubuna gore hareketli parkur iizerinde dengede kalma

stirelerinde belirgin olarak uzamaya neden oldugu bulunmustur.

Iskemi-reperfiizyon hasarinda olusan asir1  miktardaki serbest oksijen
radikallerine kars1 hiicreler, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi hiicre i¢i antioksidan enzimleri aktive ederek kendilerini
korumaya ¢aligirlar (100, 101). Ugar ve arkadaslarinin dekspantenoliin bobrek iskemi-
reperfiizyon hasarindaki etkilerini arastirdiklari bir calismada SOD, iskemi-reperfiizyon
yapilan grupta, Sham grubuyla kiyaslandiginda belirgin olarak diisiik bulunmustur
(102). Soylu ve arkadaslarinin dekspantenoliin overyan iskemi-reperfiizyon hasari
tizerine etkilerini arastirdig1 diger bir calismada ise GPx ve CAT iskemi reperfiizyon
yapilan grupta sham grubuna goére diisiik bulunmustur (103). Literatiirde daha bir ¢ok
benzeri ¢alismalarda alinan sonuglar, iskemi reperfiizyon grubunda artmis serbest
oksijen radikali diizeyinin endojen antioksidan enzimlerin tiiketilmesine neden
oldugunu gostermektedir. Her iki ¢alismada iskemi-reperfiizyon sonrasi dekspantenol
ile tedavi uygulanan gruplarda bu ii¢ endojen antioksidan enzimin (SOD, GPx ve CAT)
iskemi reperflizyon grubuyla kiyaslandiginda arttig1 bildirilmektedir. Yine Slyshenkov
ve arkadaglarmin yaptig1 bir ¢alismada dekspantenoliin pantotenik asit ve pantotenole
okside olarak karaciger dokusunda antioksidan enzim (GPx, CAT, malik enzim vb.)
sentezini arttirmak suretiyle serbest radikalleri siipiiriicii ve antioksidatif 6zellikleri
oldugu gosterilmistir (104). Calismamizda CAT ve GPx, IR grubunda Sham grubuna
gore diisiik; SOD ise her iki grupta birbirine yakin bulunmustur. IR+DXP ve DXP+IR
gruplarinda ise her ii¢ enzimin IR grubuna gore daha yiiksek oldugu saptanmig fakat bu
yiikseklik istatiksel olarak anlamli bulunmamstir (p>0,05).

Malondialdehit (MDA), bir lipid peroksidasyon son firiindiir ve dokulardaki
oksidatif hasarin diizeyini gosteren bir indikator olarak kullanilmaktadir. Ayrica MDA
nin kendine 6zgii bir ¢apraz bag yapisinin bulunmasi ve membran lipidleriyle etkilesime
girebilmesi nedeniyle ciddi hiicre hasarina neden oldugu da bilinmektedir (105). Daha
once yapilan c¢alismalarda gosterildigi gibi serum ve doku MDA seviyesi iskemi
reperfiizyon hasar1 sonucu artmaktadir (106). Bizim calismamizda da benzer bir sonug

alinmis ve IR grubunun doku MDA seviyesinin Sham grubu ile kiyaslandiginda 6nemli
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bir miktarda arttig1 tespit edilmistir. Dekspantenoliin lipid peroksidasyonuna bagli hiicre
hasarini, glutatyon (GSH) sentezini ve GPx enziminin aktivitesini arttirmak yoluyla
azaltabilecegi diistiniilmektedir (107). Ermis ve arkadaslarinin bleomsin ile indiik- lenen
akciger fibrozisinde dekspantenoliin etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada, oksidatif
hasara bagl lipid peroksidasyonunun dekspantenol tedavisi ile azaldigi ve doku MDA
seviyesinin iskemi reperfiizyon grubuna gore belirgin olarak distiigii gosterilmistir
(108). Tiitiin ve arkadaslarinin yaptigi, ratlarda deneysel olarak olusturulan diabetik
nefropati ve oksidatif strese karsi dekspantenoliin koruyucu etkinligini arastiran bir
bagka ¢alismada, dekspantenol ile tedavi edilen grupta MDA seviyesinin tedavi almayan
diabetik nefropati grubuna gore belirgin olark azaldigi gosterilmistir (109). Bizim
calisgmamizda IR+DXP grubunda MDA diizeyi IR grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulunmusken (p<0,05) DXP+IR, grubunda IR grubuna gore bir azalma olmamuistir.

Esansiyel bir tripeptid olan glutatyon serbest oksijen radkallerinin nihai
detoksifikasyonunda goérevli énemli bir endojen antioksidandir (110). Serbest oksijen
radikalleri igin bir siipliriicii olarak c¢aligmasinin yaninda glutatyonun; DNA tamiri,
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, hiicre siklusunun, kalsiyum homeostazinin ve
enzimatik aktivitelerin diizenlenmesinde gorev aldigi bilinmektedir. Oksidatif stres
durumunda rediikte glutatyon (GSH) serbest oksijen radikalleri i¢in bir subtsrat olarak
davranir ve dokudaki GSH seviyesi azalir (66). Mukherjee ve arkadaglarinin yaptigi bir
calismada 24 saat siiren serebral reperflizyon sonucunda GSH' in beyin dokusundaki
diizeyinin belirgin olarak azaldig1 gosterilmistir (111). Dekspantenolin GSH
aktivitesini arttirarak, endojen antioksidanlar1 dengeledigi daha Once yapilan
calismalarda gosterilmistir. Ucar ve arkadaslarinin dekspantenoliin bdbrek iskemi-
reperfiizyon hasarindaki etkilerini arastirdiklari bir ¢alismada GSH' in iskemi grubunda
sham grubuna gore belirgin olarak distigii, dekspantenol tedavisi alan gruplarda ise
GSH diizeyinde IR grubuna gore anlamli bir yiikselme oldugu bildirilmistir (102).
Slyshenkov ve arkadaslari pantotenik asit desteginin hepatik GSH' 1 yiikselterek
karaciger hiicrelerinin radyasyona kars1 daha direngli hale geldigini gostermistir (112).
Cagin ve arkadaslarimin ratlarda deneysel olarak olusturulan mezenter iskemi-
reperfiizyon hasarinda dekspantenoliin koruyucu etkilerini arastirdigi bir ¢alismada,
dekspantenol ile tedavi edilen grupta GSH seviyelerinin belirgin olarak daha yiiksek
oldugu gosterilmistir (113). Bizim g¢alismamizda da literatiirdeki caligmalara paralel

sonuglar elde edilmis olup, GSH; IR grubunda, Sham grubuna gore belirgin diizeyde
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diisiik bulunmus (p=0,007), iskemi-reperfiizyon oncesinde dekspantenol uygulanan
DXP+IR grubunda, IR grubuna gore GSH diizeyinde istatiksel olarak anlamli olmayan
bir yiikseklik saptanmis (p=0.187), iskemi-reperfiizyon sonrasi dekspantenol uygulanan
IR+DXP grubunda, GSH diizeyinin IR grubuna gore belirgin diizeyde yiiksek oldugu
bulunmustur. (p=0,031)
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6. SONUCLAR

1. Rota-rod ve akselere-rod testlerinde IR grubuna gore, Sham grubunun
ardindan sirasiyla, IR+DXP ve DXP+IR gruplarinda istatiksel olarak anlamli

bir diizelme izlenmistir (p<0,05).

2. CAT, SOD ve GPx enzimlerinde IR grubuna gore, Sham, IR+DXP ve DXP
+IR gruplarinda gorece bir yiikselis olsa da istatiksel olarak anlaml

bulunmamustir (p>0,05).

3. MDA, IR grubunda en yiiksek, Sham grubunda ise en diisitk bulunmustur. IR
+DXP grubunda MDA da IR grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir diisiis
varken, (p<0,05) DXP+IR grubunda IR grubuna gére MDA seviyesinde bir

azalma olmamustir.

4. GSH, IR grubunda en diisiik, Sham gubunda ise en yiiksek bulunmustur. IR
+DXP grubunda, IR grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir yiikselme
varken (p<0,05), DXP+IR grubunda GSH, IR grubundan yiiksek olup bu
yiikseklik istatiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

5. Histopatolojik olarak serebral korteks noronal dejenerasyon agisindan
degerlendirilmistir. Sham grubunda en az sayida dejenere noron izlenirken,
IR grubunda en yiiksek sayida bulunmustur. (p<0,05) IR+DXP grubunda
dejenere noron sayisi, IR grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir disiis
gosterirken (p<0,05), DXP+IR grubundaki dejenere noron sayisi, IR grubuna
gore yine diisiik bulunmus ancak bu diisiis istatiksel olarak anlamli

goriilmemistir (p>0.05).

Daha once yapilan ¢alismlarda dekspantenoliin iyi bir serbest oksijen radikali
stipliriciisti oldugu ve antioksidan etkilerinin iyi bilindigi dikkate alinarak; calis-
mamizda elde ettigimiz histopatolojik, motor beceri testleri ve serebral dokunun
biyokimyasal parametrelerinin sonuglari birlikte degerlendirildiginde, iskemi sonrasi ve
reperfiizyon boyunca dekspantenol tedavisi uygulanan IR+DXP grubunda
dekspantenoliin noroprotektif bir etkisi olabilecegi diistiniilmiistiir. Serebral iskemiden
once dekspantenol tedavisi uygulanan DXP+IR grubunun ise sonuglarda her ne kadar

goreceli bir iyilesmeye neden olsa da bu iyilesmenin istatistiksel olarak anlamli
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bulunmamasi nedeniyle serebral iskemi Oncesi verilen dekspantenoliin noroprotektif
etkisi olmadigi sonucuna varilmistir. Dekspantenoliin, serebral iskemik inme

tedavisindeki roliinii a¢iklayan ek deneysel ve klinik ¢aligmlara ihtiyag vardir.
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' 6. Dr. Ozr. Oyesi Onural OZHAN
7. Ary. Gor. Sarp SAHIN

KARAR:

“Deneysel Global Serebral lskemi-Reperfizyon Hasannda Dekspantenoln Beyin Dokusu UOzerine Etkilerinin
Aragtinimas:” baghkh ¢alisma kapsaminda kullanilacak deney hayvaniarinda yapilacak girgimlerde arastrmaciar tarafindan
“hayvan kullanim e6§i iikelerine” uyulacaf beyan edimigtir. Bu gercevede, sz kenusu arastrmanin Orman ve Su lglerd
Bakanligmin 15 Subal 2014 tarh ve 28814 sayh Resmi Gazeteds yayimlanan “Hayvan Deneyvled Efik Kurullannin Caligma
Usul ve Esastanna Dair Yonetmelik” hikOmien gz onGne alindifinda caligmanin elik agidan uygun clduguna; gy binigi ile

karar verildi.
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