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OZET

Ratlarda deneysel serebral iskemi sonrasi urapidil ve resveratrol kombine

tedavinin noroprotektif etkilerinin arastirilmasi

Ridvan CETIN, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Beyin ve Sinir Cerrahisi
Anabilim Dali, Diyarbakir

Giris ve Amac: Serabral iskemi, beynin kan akisinin azalmasina sekonder olarak
noral dokular igin gerekli olan oksijenasyonun siirdiiriilememesidir. Morbitide ve
mortalitenin en 6nemli nedenleri ararisinda iskemik inme yer alir. Inme; hemorajik
inme ve iskemik inme olarak ikiye ayrilir. Yaklagik olarak inmelerin %88’ini
iskemik inme olusturur. Iskemik inmelerin ¢ogunlugunu MCA’dan beslenen
alanlarda goriiliir. iskemik inmede giiniimiizde 2 tedavi yaklasimi éne ¢ikmaktadir.
Bunlar rekanalizasyon ve noroproteksiyondur. Rekanalizasyonda kabul edilen tek
medikal tedavi secenegi rtPA’dir. rtPA’nin iskemik inmede ilk 4,5 saatte
kullanilabilmesi sebebiyle kullanimi smirlidir. Bu nedenle kullanimi daha genis

olabilen tedaviler tizerinde ¢alisilmaktadir.

Iskemik inmede bir dizi karmasik mekanizma rol oynamaktadir.
Noroproteksiyon, bu biyokimyasal ve molekiiller olaylarin engellenip veya
yavaglatilmasiyla ilgili beyni iskemiye karsi koruma gayretidir. Bu amaca uygun
birgok antioksidan, antiapoptotik, antieksitotoksisite ve antiinflamatuvar ajanlar

kullanilmastir.

Baslica iiziimde ve yer fistiginda bulunan resveratrol antikanserojenik,
antiinflamatuvar, noroprotektif ve kardioprotektif gibi birgok etkisi olan bir

fitoaleksindir.

Sempatolitik bir antihipertansif ilag olan Urapidil yapilan ¢aligmalarda
vazodilator etkisiyle iskemik olgularda reperfiizyon oncesinde uygulandiginda
protektif bir ajan olarak kullanilabilecegine yonelik bulgular, ayrica iskemi
durumunda urapidil tedavisinin hiicresel boyutta antioksidan, antiinflammatuvar ve

antiapoptotik aktivite gostererek koruyucu olduguna dair bulgular bulunmasina



karsin heniiz serebral iskemide ¢alisilmamis bir vazodilatatordiir. Biz de bu iki ilacin

kombinasyonunun serebral iskemi sonrasi etkilerini arastirdik.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda 35 adet rastgele secilmis 328,53 + 47,20gr
agirhiklar1 olan 35 adet Sprague Dawley cinsi disi siganlar kullanildi. 10 mg/kg
ksilazin ve 80 mg/kg ketamin ile anestezi uygulandiktan sonra sag external karotid
arterden girerek internal karotid artere dogru yonlendirilen siitur internal karotit
arterden ilerletilerek MCA okliizyonu saglandi. 2 saat bekletip iskemi
olusturulduktan sonra siitur geri ¢ekilip reperfiizyon saglandi. Siganlar 7°li 5 gruba
ayrildi. 1. grup herhangi bir islem yapilmayan grup, 2. grup iskemi olusturulan grup,
3. grup iskemi sonrasi urapidil verilen grup, 4. grup iskemi sonrasi resveratrol verilen
grup ve 5. grup iskemi sonrasi urapidil + resveratrol kombine verilen grup olarak
ayrildi. Resveratrol(i.p.) 30 mg/kg/giin, urapidil(i.p.) ise 5 mg/kg/giin dozunda 3 giin
verildi. Tedaviden sonra tekrardan anestezi uygulanan siganlar 6nce torakotomi ile
intrakardiyak kanlar1 alindi. Siganlar sakrifiye edilip beyin dokular steril sartlarda
¢ikarildi. Cikarilan dokular oda sicakliginda %10°‘luk formaldehit igerisinde fikse
edildi.

Elde edilen kesitler hemtatoksilen & cosin ile boyandi. Kesitlerde konjesyon,
perindral ve perivaskiiler 6dem, hiicre cekirdeklerinde piknozis ve reperfiizyon
sonrast kanama odaklar1 degerlendirildi. Alinan kesitler ayrica parafin bloklarina
gomiilerek {lizerlerine Bcl-2, TNF-a ve kaspaz-3 antikorlart damlatilip olusan

sinyaller gozlendi.

Bulgular:  Deneyimizde beyin dokusunda hemorajik alanlar, perinéral &dem,
vaskiiler yataklarda konjesyon, néron ve glial hiicre g¢ekirdeklerinde piknozis,
kaspaz-3, Bcl-2 ve TNF-a ekspresyonlari incelendi. Iskemi grubunda diffiiz ve fokal
ve hemorajik alanlar, noron ve glialarda piknotik ¢ekirdek miktarinda artis, vaskiiler
limende konjesyon, perindral o6dem, kaspaz-3 diiyeyinde artis, Bcl-2
immunpozivitesinde azalma ve TNF-o diizeyinde artis saptandi. iskemiden sonra
urapidil verilen grupta hemoraji alanlarinin kayboldugu, néron ve glial hiicrelerde
piknotik cekirdekli hiicrelerin olduk¢a azaldigi, rerindral 6demin oldukga azaldigi,
kaspaz-3 ve Bcl-2 immunopozivitesi azalip, TNF-a. ekspresyonunun arttigr gézlendi.
Iskemiden sonra resveratrol verilen grupta hemoraji alanlarmin énemli oranda
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azaldig1, perindral 6dem ve noron ve glial hiicrelerde piknozis goriilse de iskemi
grubuna kiyasla bu oranin olduk¢a azaldigi goriildii. Kaspaz-3 immunopozivitesi
kontrol grubuna benzerlik gosterirken, Bcl-2 ve TNF-o ekspresyonunda azalma
izlendi. Iskemi sonrasi urapidil ve resveratrol kombine tedavi verilen grupta ise
subaraknoid kanama izlerinin neredeyse tamamen ortadan kalktigi, beyin dokusuna
gecen kan doku hiicrelerinin biiylik oranda ortadan kalktigi goriildii, perindral
0demin kayboldugu, néron ve glial hiicrelerde piknotik ¢ekirdekli hiicrelerin azaldig:
izlendi. Kombine tedavi verilen grupta kaspaz-3 diizeyinin kontrol grubuna g¢ok
yakin oldugu, ozellikle 6demli ve hemorajik beyin doku alanlarinda Bcl-2
ekspresyonunda kismen artig oldugu; TNF-o diizeyinin ise ¢ok diisiik eksprese

edildigi goriildii.

Sonug: Iskemik inmede resveratrol ve urapidil kombine tedavisinin néroprotektif
oldugu, reperflizyon sonrasi kanamay1 azalttig1 ve apoptozu 6nledigi goriilmiis, bu

yiizden iskemik inme tedavi protokollerinde kullanilabilecegi sonucuna ulagilmistir.

Anahtar Kelimeler: iskemi, Urapidil, Resveratrol, Néroprotektif, Apoptoz



ABSTRACT

Investigation of neuroprotective effects of urapidil and resveratrol combined

treatment after experimental cerebral ischemia in rats.

Ridvan CETIN, Dicle University Faculty of Medicine, Department of

Neurosurgery, Diyarbakir

Introduction and Aim: Cerebral ischemia is the inability to maintain the
oxygenation required for neural tissues secondary to decreased blood flow to the
brain. Ischemic stroke is among the most important causes of morbidity and
mortality. Stroke is divided into hemorrhagic stroke and ischemic stroke. Ischemic
stroke accounts for approximately 88% of strokes. The majority of ischemic strokes
occur in areas fed by MCA. Currently, two treatment approaches stand out in
ischemic stroke. These are recanalization and neuroprotection. The only accepted
medical treatment option in recanalization is rtPA. Since rtPA can be used in the first
4.5 hours in ischemic stroke, its usage is limited. Therefore, treatments that may be

used more broadly are being studied.

A number of complex mechanisms play a role in ischemic stroke.
Neuroprotection is the effort to protect the brain against ischemia by inhibiting or
slowing down these biochemical and molecular events. Many antioxidant,
antiapoptotic, antiexcitotoxic and anti-inflammatory agents have been used for this

purpose.

Resveratrol, which is mainly found in grapes and peanuts; is a phytoalexin
with many effects such as anticarcinogenic, anti-inflammatory, neuroprotective and

cardioprotective.

Urapidil, a sympatholytic antihypertensive drug, is a vasodilator, although
there are findings in the studies that it can be used as a protective agent when applied
before reperfusion in ischemic cases with its vasodilator effect, and there are also
findings that urapidil treatment in ischemia is protective by showing antioxidant,
anti-inflammatory and antiapoptotic activities at the cellular level has not yet been
studied in cerebral ischemia,. We also investigated the effects of the combination of

these two drugs after cerebral ischemia.
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Materials and Methods: In our study, 35 randomly selected female Sprague
Dawley rats with a weight of 328.53 + 47.20gr were used. After anesthetization with
10 mg/kg xylazine and 80 mg/kg ketamine, the suture which was directed towards
the internal carotid artery by entering from the right external carotid artery was
advanced through the internal carotid artery and MCA occlusion was achieved. After
waiting for 2 hours, ischemia was created, the suture was withdrawn and reperfusion
was provided. The rats were divided into 5 groups of 7. The first group was the
group that did not undergo any procedure, the second group was the ischemia-
induced group, the third group was given urapidil after ischemia, the fourth group
given resveratrol after ischemia, and the fifth group was given urapidil + resveratrol
combined after ischemia. Resveratrol (i.p.) was given at a dose of 30 mg/kg/day and
urapidil (i.p.) was given at a dose of 5 mg/kg/day for 3 days. After the treatment, the
rats were re-anesthetized and their intracardiac blood was taken by thoracotomy. The
rats were sacrificed and their brain tissues were removed under sterile conditions.

The excised tissues were fixed in 10% formaldehyde at room temperature.

The obtained sections were stained with hematoxylin & eosin. Congestion,
perineural and perivascular edema, pycnosis in the cell nuclei, and bleeding foci after
reperfusion were evaluated in the sections. The sections taken were also embedded in
paraffin blocks, and the signals formed by dropping Bcl-2, TNF-o and caspase-3
antibodies on them were observed.

Results: In our experiment, hemorrhagic areas in brain tissue, perineural
edema, congestion in vascular beds, pycnosis in neuron and glial cell nuclei, caspase-
3, Bcl-2 and TNF-a expressions were examined. In the ischemia group, diffuse and
focal and hemorrhagic areas, an increase in the amount of pycnotic nuclei in neurons
and glia, congestion in the vascular lumen, perineural edema, an increase in caspase-
3 levels, a decrease in Bcl-2 immunopositivity and an increase in TNF-o levels were
detected. In the group given urapidil after ischemia, it was observed that hemorrhage
areas disappeared, pycnotic nucleated cells in neuron and glial cells were
considerably reduced, rerineural edema was considerably reduced, caspase-3 and
Bcl-2 immunopositivity decreased, and TNF-a expression increased. After ischemia,

it was observed that the hemorrhage areas were significantly reduced in the group
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given resveratrol, and although perineural edema and pycnosis were observed in the
neurons and glial cells, this rate was considerably lower compared to the ischemia
group. Caspase-3 immunopositivity was similar to the control group, while Bcl-2 and
TNF-a expression were decreased. In the group given urapidil and resveratrol
combined treatment after ischemia, it was observed that the traces of subarachnoid
hemorrhage were almost completely eliminated, the blood tissue cells that transferred
to the brain tissue were largely eliminated, the perineural edema disappeared, and the
pycnotic nucleated cells in the neurons and glial cells were decreased. It was
observed that the caspase-3 level was very close to the control group in the combined
treatment group, Bcl-2 expression was partially increased, especially in the
edematous and hemorrhagic brain tissue areas; also the TNF-a level was detected as

very low.

Keywords: Ischemia, Urapidil, Resveratrol, Neuroprotective, Apoptosis
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aPTT: Activated partial thromboplastin time
MCA: Middle cerebral arter

CMRO2: Cerebral metabolic rate of oxygen
NAD: Nikotinamid adenin dintikleotid
NMDA: N-metil-D-aspartat

AMPA: a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid
KBB: Kan beyin bariyeri

MMP: Matrix metalloproteinaz

BAX: Bcl-2-associated X protein
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NOX: NADPH oxidaz

BDNF: Brain Derived Neurotrophic Factor
IGF-1: Insulin Like Growth Factor-1
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1.GIRIS VE AMAC

Serabral iskemi, beyin kan akisinin azalmasina bagli noral dokular ig¢in

gerekli oksijenasyonun kesintiye ugramasidir(1).

Inme, yillik yaklasik 5.5 milyon &liim oraniyla diinya ¢apinda ikinci en biiyiik
oliim nedenidir. Ayn1 zamanda, hayatta kalanlarin %50'sinin kronik engelli olmasiyla
diinya capinda engelliligin énde gelen nedenidir(2) inme iskemik ve hemorajik
olarak Kkategorize edilebilir. Bunlarin yaklagik olarak %88’ini iskemik inme
olusturur. Iskemik inmelerin de yaklasik olarak %70’i orta serebral arter(MCA)
tikanikligina bagli gelisir. Tikaniklik sonucunda arterin besledigi bdlgenin
beslenememesine bagli serebral iskemi ortaya ¢ikar. Serebral iskeminin risk
faktorleri  degistirilemeyen(yas, cinsiyet, genetik ve etnik koken) ve
degistirilebilen(sigara, alkol, hipertansiyon, obezite, diyabet ve diyet) risk faktorleri

yer alir.

Iskemik inme siirecinin karmasik bir patogenezi olup serebral arterin
ttkanmasiyla arterin besledigi bolgedeki hiicrelerin yeterli miktarda oksijen ve
beslenme iriinlerini alamamasiyla baglar. Beyin neredeyse enerjisinin tamamini
oksidatif fosforilasyonla saglar, bu yiizden yetersiz besleneme durumunda hiicrelerde
aerobik solunum baskilanir. Buna bagh yetersiz ATP iretilir, yetersiz ATP
durumunda ise hiicreler anaerobik solunum yapar. ATP azalmasi sonucunda
hiicrelerde bulunan iyon pompalari bozulur. lyon pompalarinin bozulmasi sonucunda
hiicre i¢ine sodyum, klor, kalsiyum girisi artar; hiicre disina ise potasyum ¢ikar. Buna
bagli néron ve glial hiicreler depolarize olur. Anaerobik solunum laktat artar. Enerji
yetersizliginde eksitator norotransmitterler 6zellikle de glutamat salinir. Hiicre
disinda artan glutamatin, reseptorlerine baglanmasiyla hiicre icine daha fazla
sodyum, klor ve kalsiyum girsine neden olur. Depolarizasyon boylece daha da artar.
Hiicre i¢inde kalsiyumun artmasi, birgok enzim sistemini aktifleyerek serbest oksijen
radikali olugmasina, mitokondriyal ve endoplazmik retikulum hasarina, DNA
hasarina, hiicre membran hasarina, hiicre sismesine ve sonu¢ olarak hiicre dliimiine

neden olur. Hiicre 6liimii ise nekroz ve apoptozis mekanizmalartyla gergeklesir.



Iskemik serebral inmede nekrotik dokulara karsi inflamatuvar bir siireg
baslar. Ozellikle ilk 24 saatte penumbra(kurtarilabilir doku) cevresinde immun

hiicreler toplanir.

Hiicrelerin iskemik hasarla sonuglanabilecek olaylarinin engellenip veya
yavaslatilmasiyla  iskemik hasardan korunmasina noéroproteksiyon  denir.
Noroproteksiyonun temel hedefi penumbradir. Noroprotektif ajanlar deney
hayvanlarinda etkili sonuglar vermesine karsin insanlarda ayni etkiyi
gosterememigtir. Bundan dolay1 standart bir noroprotektif ajan ortaya konamamastir.

Hiicre 6liim mekanizma basamaklar1 néroprotektif ajanlarin asil hedefidir.

Urapidil; sempatolitik bir antihipertansiftir. Ayn1 zamanda al-adrenoseptor
antagonisti olup 5-HT1A reseptor agonisti olarak aktivite gosterir. Klinikte rutin bir
sekilde kullanilan urapidil, vazodilator etkisi nedeniyle antihipertansif bir ajan olarak
kullanilmaktadir. Daha onceki yapilmis c¢alismalarda vazodilator etkisi bilinen
urapidil’in iskemik olgularda reperfiizyon Oncesinde uygulanmasiyla protektif bir
ajan olarak kullanilabilecegine yonelik bulgular sunmustur. Ayrica literatiirde, yine
iskemi  durumunda urapidil tedavisinin  hiicresel boyutta antioksidan,
antiinflammatuvar ve antiapoptotik aktivite gostererek koruyucu olduguna dair

bulgular bulunmaktadir.

Resveratrol; meyvelerde ve sebzelerde bulunan noroprotektif etki amaciyla
cok sik calisilan polifenoldiir. Resveratrol’un antioksidan, antiinflamatuvar ve
antitrombotik etkinligi de kanitlanmistir. Hidroksil, siiperoksit gibi serbest oksijen
radikallerini temizleyerek antioksidan etki gosterir. Yapilan deneysel ¢alismalarda
reveratroliin TNF-a tiretimini ve nétrofil infiltrasyonu inhibe edip boylece serebral
iskemi / reperflizyon hasarini azalttigi ortaya konmustur. Resveratrol’un aym

zamanda apoptozu azalttig1 gosterilmistir(61).

Deneysel ¢alismamizda resveratrol ve urapidil kombine tedavisinin siganlarda
deneysel serebral iskemi tizerindeki etkisi immunohistokimyasal ve histopatolojik

acidan degerlendirme amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. iskemik inme

Serabral iskemi, beyin kan akisinin azalmasina bagli ndral dokular icin

gerekli oksijenasyonun kesintiye ugramasidir(1).

Inme, yillik yaklasik 5.5 milyon &liim oraniyla diinya ¢apinda ikinci en biiyiik
6lim nedenidir. Ayn1 zamanda, hayatta kalanlarin %50'sinin kronik engelli olmasiyla
diinya capinda engelliligin énde gelen nedenidir(2) inme iskemik ve hemorajik
olarak kategorize edilebilir. Bunlarin yaklasik olarak %88’ini iskemik inme
olusturmaktadir. Iskemik inmelerin de yaklasik olarak %70’i orta serebral arter

tikanikligina bagli gelisir.

2.1.1. Epidemiyoloji

Epidemiyolojik verilerin ¢ogu, iskemik ve hemorajik(hem parankimal
hemorajiler, hem de subaraknoid kanamalar dahil) serebrovaskiiler hastaligi inme
catis1 altinda birlestirse de, inmelerin biiyiikk cogunlugu (%87) iskemiktir.(3) Bu
birlesik veriler boylece AlS'lerin epidemiyolojisini anlamak i¢in makul bir baslangic
noktas1 benzerdir ve hipertansiyon, diabetes mellitus, atriyal fibrilasyon, yiiksek
kolesterol ve lipid seviyeleri, sigara/tiitiin kullanimi, fiziksel hareketsizlik, koti
beslenme, bobrek hastaligi ve aile saglar. inme igin rapor edilen risk faktorleri genel
kardiyovaskiiler hastaliga oykiisti/genetik yatkinlig1 icerir.(3) Kadinlar, irksal/etnik
azmliklar ve diigiik egitim ge¢cmisine sahip olanlar da felglerden orantisiz olarak

etkilenir. (3,4)

ABD'de, inme prevalanst 20 yas ve iizeri kisilerde (toplam 7.2 milyon kisi)
yaklasik %2,7'dir ve yasla birlikte 60 ve 80 yas iistii kisilerde sirasiyla %6 ve %13'e
yiikselir. (3). Onleme, teshis ve tedavideki ilerlemeler nedeniyle son birkag on yilda
felg 6lim oranlar1 diismiis olsa da, diinyada hala yilda 140.000'den fazla insan
Olmektedir. Kiiresel olarak, inme prevalansi ve yillik insidansi sirasiyla 42 milyon ve
16 milyondan fazladir ve inme, yillik 6,3 milyon 6liimden sorumlu olan ikinci 6nde

gelen 6liim nedeni olmaya devam etmektedir(3)



2.1.2. inme siniflamasi

INME SINIFLAMASI

ISKEMIK PRIM ER
INME HEMORAJIK
| INME
|
Kriptojenik ‘ -
- Intraserebral
Ktk hemoraji
Penetren Arter Subaraknoid
Trombozu Kanama
(lakiiner inme)
Kardiyojenik

Biiyiik Arter
Diger Trombozu
(ateroskleroz)

Sekil 1. iInme smiflamasi

Inme temel olarak 2’ye ayrilir: Hemorajik ve iskemik inme. Diger

simiflandirmalar ise bu temel siniflama baz alinarak yapilmakta.

Subaraknoid hemoraji nedenli inme, tiim inmelerin % 5’ini olusturmakta iken

intraserebral hemorajili inme ise tiim inmelerin %10’ nunu olusturmaktadir.

Su anda, uluslararasi alanda en yaygin olarak kabul edilen iskemik inme alt
tiplendirme sistemi TOAST (Trial of ORG 10172 in akut inme tedavisinde)

siiflandirma semasidir.(5)



2.1.3. Risk faktorler

Inmenin risk faktorleri degistirilebilir faktorler ve degistirilemez faktorler

olara ikiye ayrilir
Degistirilemez risk faktorleri:

Yas: inmenin en dnemli risk faktoriidiir. Yasla beraber artmakla beraber 55

yasindan sonra her 10 yilda bir risk 2 kat artar.(6,7)

Cinsiyet: Erkeklerde inme insidanst daha yiiksektir(E/K:1.25) fakat
kadinlarin ileri yas popiilasyonu daha fazla oldugundan inme mortalitesi kadinlarda
daha fazladir.(8)

Etnik koken: Etnik kokeni farkli insanlarda inme insidansi da farklilik

gosterir.

Genetik: Hem degistirilemeyen hem de degistirilebilir risk faktorlerini
etkileyebilir. Kisinin aile dykiisiinde inme dykiisii olmasi1 inme riskini artirir. Tek gen
mutasyonlart inmeye sebep olabilecek patofizyolojiyi etkiler. Genetik bazi
hastaliklarin (orak hiicreli anemi ) klinik seyirleri inmeye neden olabilir. Genetik

bazi polimorfizmler( 9p21) de inmenin risk faktorii olabilir(9).
Degistirilebilir risk faktorleri:

Hipertansiyon: Iskemik inmede en &nemli modifiye edilebilir risk faktorii
hipertansiyondur. Iskemik inmenin biitiin alt tiplerinde riski arttirmaktadir.
Hipertansiyon ayni zamanda sistematik ¢oklu organ hasarina sekonder iskemik

inmeye neden olabilir(10,11).

Diyabet: inme riskini 2-6 kat artirir, mortalite oranin1 da %20 artirir(12).
Yapilan postmortem ¢aligmalarda diyabetli hastalarin beyin dokular1 incelendiginde
Ozelikle bazal ganglionlarda ve talamusta kiiciik serebral enfarktlar goriilmiis.
Diyabetli hastalarda lakiiner inme riski 2-3 kat daha fazla; gegici iskemik atak riski

ise 3 kat daha fazla goriilmektedir.

Sigara: Inme ile sigara arasinda dogru orantili bir iliski vardir. Sigara

icenlerde inme riski 1,6 kat daha fazla goriiliir(13). Sigara kandaki karbonmonoksit
5



(CO)’in artamasina neden olur. Artan bu CO endotel hasar1 yapar. Ayrica sigara
kandaki fibrinojen miktarin1 ve trombosit fonksiyonlarina da etki eder. Bunlarin

hepsi bir araya geldiginde sigara i¢en kisilerde koagulasyona yatkinlik olur.

Atriyal fibrilasyon: inmenin 6nemli risk faktorii olup yasa bagimli inme
riskinin 2-5 kat artirir. Inmelerin yaklasik olarak %24,6’sinda atriyal fibrilasyon
gortliir. Genellikle kardiyoembolik inmeler atriyal fibrilasyon ile birliktelik gosterir.

Kardiyoembolik inmeler genis ve yaygin enfarktlara sebep olur.

Koroner kalp hastaligi: Ateroskleroz ile inme arasinda doru orantili bir
iliski mevcuttur. Aterom plak kalinligi arttikga inme riskini de artirir. Aorttaki
aterom plaklarmin kalinligit 4 mm’ den fazla oldugunda tekrarlayan inmeler

acisindan bagimsiz bir risk faktorii olusur.

Dislipidemi: Diistik LDL kolestrol diizeyi biiyiik arterlerde atreoskleroz
gelisiminde koruyucu iken kiigiik damarlardaki atreosklerozu ve kardioembolik inme
gelisiminde koruyucu degildir. Disiik trigliserid oran1 da inmede koruyucu
olmayabilir. Yiksek HDL diizeyi ise kii¢iikk damarlarda ateroskleroz gelisiminde
koruyucudur, ancak biiyiik arterlerde ateroskleroz gelisiminde ve kardioembolik

inmede koruyucu degildir(14).

Alkol: Inme ile alkol arasindaki iliski tiiketilen alkol miktarma bagl olarak
degisklik gosterir. Az ve orta miktarda alkol tiiketimi (haftada 150-300 mg ) inmeye
kars1 koruyucu iken asir1 miktarda alkol tiiketimi (haftada 300 mg'dan fazla) inme
icin risk faktorii olusturur(15). Gilinde 40 mg'dan fazla alkol tiiketenlerde inme

riskinin arttigini ortaya koyan ¢alismalar mevcuttur(16).

Fiziksel aktivite yetersizligi: Fiziksel aktivite yetersizligi inme riskini artirir.

Beslenme aliskalnlhiginda degisiklikle beraber fiziksel aktivite inme riskini azaltir.

2.1.4. Radyolojik bulgular

BT: Bilgisayarlitomografi(BT) ¢ekimin kisa olmasi, kolay ulasilabilir olmas1
nedeniyle tan1 ve tedavide zaman kaybini dnlemede ¢ok onemli bir rol oynar. BT
inmenin tanisal calismasinda esastir. Kontrastsiz BT, hemorajik inmeyi ve diger

intrakraniyal yer kaplayan lezyonlar1 hizla ekarte etmek icin gerekli olan en yaygin
6



kullanilan goriintilleme teknigidir. Ayrica BT erken iskemik inme bulgularini
gosterebilir ancak bunlarin sensivitesi diisiik spesifitesi yiiksektir. Beyin iskemisi,
erken BT bulgulari; hipodansite(sitotoksik 6demden dolay1), gri-beyaz cevher
farklilagsmasi, damardaki tromiisten kaynakli hiperdens damar bulgusu ve 6demden

dolay1 sulkuslarin silinmesidir(17).

BT Angio: BT angiografi(BTA) vaskiiler tikanikliklar1 saptamak i¢in biiyiik
degere sahiptir ve endovaskiiler tedavi icin adaylari se¢mek i¢cin kapsamli inme
merkezlerinde giderek daha fazla kullanilmaktadir. Enfart alanini gostermesinin
yaninda disseksiyonu, anevrizmay1 ve kollateral dolagimi gosterebilir. Akut beyin
enfarktiisiinii saptamak i¢in azalmis parankimalkontrast artisini(hipoatteniie alanlar)

degerlendirir. Erken iskemik degisiklikler i¢in duyarliligi %65'e kadar artirabilir(18).

MRG: Inme tehsisi icin altin standart olarak kabul edilir. MR’da DWI
sekans1 erken donemde iskemik inmeyi saptamada daha sensitiv (%91-100) ve daha
spesifiktir(%86-100). MR’da baz1 sekanslar beraber degerlendirildiginde
(DWI/ADC/FLAIR/GRE) inmemin siddeti ve kronikligi hakkinda daha iyi bilgi
verir. DWI molekiiler harekete bagli dokudaki su miktarini dlger ve ADC’nin
azalmasina bagli arteryal tikanikligi bir ka¢ dk ile saat iginde iskemik dokudaki
degisikligi hiperintens gosterir. ADC’nin azalmasi temelde iyonik membran
hemostazinin bozulmasi ve sitotoksik ddemle iliskili intraseliiler alanda meydana
gelir. Klinik agidan DWI’de sinyal artisint ADC’de sinyal azalmasi takip ederse bu
irreversibil iskemi belirtisidir. DWI’de lezyonun boyutu ve paterni &nemli bir
prognostik ve terapdtik belirtegtir. DWI'nin paterni inme etyolojisi hakkinda fikir
verir. DWD’da 11 multible lezyonlar kardioembolik etyolojiye yonlendirirken izole

Intrikiilostriat lezyon lakiiner enfarkt diistindiiriir(19,20).

2.1.5. iskemik inmenin tedavisi

Akut iskemik inmenin iki tedavi sekli mevcuttur;  bunlar mekanik
trombektomi ve intravendz trombolizistir. Ik 6 saat icinde hastaneye bagvuran
hastalara Beyin BT ve Beyin BT Anjio ¢ekilmelidir. Serum kreatinin diizeyi beklenip
BT anjio geciktirmemelidir. Zaman kaybetmemek i¢in BT Anjio ile Beyin BT
beraber ¢ekilmelidir.



intraveno6z tromboliz

AHA/ASA intravendz tPA infiizyon tedavisini Semptomlarin basladigr ilk 3
saat iginde hastaneye basvuran hastalara 6nermektedir. Bu tedavi ilk 4.5 saat i¢inde
hastaneye basvuran uygun hastalara da uygulanabilir. Intravendz tPA tedavinin
basalanabilmesi i¢in hastanin norolojik semptomlarinin olmasi, 18 yasindan biiyiik
olmast ve ilk 3-4,5 saat i¢inde hastaneye basvurmasi gerekir. Hastanin son 3 ay
icinde kafa travma Oykiisii, subaraknoid kanama(SAK) semptomlari, intrakraniyal
kitlesi, anevrizmast ya da arterioven6z malformasyon(AVM), gecirilmis
intrakraniyal cerrahi Oykiisii varsa, aktif i¢ kanamasi mevcutsa, Sistolik tansiyonu
185 mmHg’dan diyastolik tansiyonu 110 mmHg’dan yiiksekse, platelet(PLT) sayis1
100.000’den azsa, hasta son 48 saat i¢inde heparin almigssa ve aPTT normalden
yiiksekse, hastanin INR’si 1,7°den ya da PT’si 15’ten yliksekse veya kan sekeri 50

mg/dL’den kiigiikse intraven6z tPA verilmez.
Endovaskiiler tedavi

Intravenéz tPA tedavisi etkili bir tedavi olmasina Karsin ilk 4,5 saatten sonra
kullanilamamasi ve biiylik damar tikanikliklarinda sinirl etkinlige sahip olmasi gibi
tPA tedavisini sinirlayan kriterler mevcuttur(24).(21) Fransa Norovaskiiler
Toplulugu internal karotid arter(ICA) ve orta serebral arter(MCA) tikaniklig1 gibi
proksimal tikanikliklarda mekanik trombektomiyi, intravendz trombektomi ile
birlikte tamamlayici bir tedavi olarak Onerir. Biiyilk damar tikanikligi olup
Intravendz tPA  kontraendikasyonu olan hastalara mekanik trombektomi
onerilmelidir(25).(22)

2.2. Serebral Dolasim ve Otoregiilasyon

Insan beyni, total viicut agirliginin %2'si olmasina ragmen viicuttaki tiim
oksijenin yaklagik olarak %20'sini tiiketmektedir. Beyine gelen ortalama kan miktari
50 ml/100gr/dk’dir. Beyne gelen kan miktart 20 ml/100gr/dk nin altina diistiigii
zaman norolojik bozukluklar ortaya ¢ikar. Irreversibil degisiklikler ise gelen kan
miktar1 10 ml/100gr/dk'nin altina diistiiglinde baslar. Oksijenin serebral metabolizma

orani (CMRO2) eriskinlerde yaklasik olarak 3.4 ml/100gr/dk'dir ve 3.9-1.8



ml/100gr/dk arasinda herhangi bir noérolojik degisiklik olmadan degisiklik
gosterebilir(23).

Glukoz beynin en temel enerji kaynagidir. Beyin, yaklasik olarak enerjisinin
%90’1m1 glukozdan temin eder. 100 gr beyin dokusu dakikada 5.5 mg glukoz tiiketir.
Bu oran toplam viicut glukoz tiiketiminin %25’ine denk gelir. Glukoz glikoliz ile
piruvata yikilir, piruvattan ise yeterli oksijen varliginda Asetil CoA olusur. Asetil
CoA, kreps siklusuna girer ve yeterli oksijen varliginda 1 mol glukozdan 38 mol
ATP elde edilir. Oksijen yetersizliginde ise glikoliz olay1 durur ve piruvattan laktat
olusur. Anaerobik glikolizle 1 mol glukozdan 2 mol ATP iiretilir. Hipokside enerji
ihtiyac1 artacagindan dolayr daha fazla glukoz ihtiyaci dogar. Hpokside glukoz
tilketimi artar. Yetersiz oksijen durumunda noronlarda anaerobik glikoliz sonucunda
toksik olan laktik asit tiretimi artar. Bundan dolay1 serebral fonksiyonlarin korunmasi
icin yeterli serebral kan akisinin olmasi hayati 6neme sahiptir. Serebral kan akisi

serebral otoregiilasyon mekanizmalariyla dengelenmeye caligilmaktadir.

Insan beynindeki kan akis1 ve otoregiilasyon ¢ok karmasik mekanizmalarla
diizenlenmektedir. Son yillarda bu alanda yapilan ¢alismalarla biiyiik bir ilerleme
kaydedildi. Ancak mikrosirkiilasyon diizeyindeki arastirmalar halen devam
ediyor(24).

Serebral kan akisinda 3 ana diizenleyici mekanizma rol alir. Bunlar;
otoregiilayon mekanizmalari, ndrojenik kontrol ve kan akimi-serebral metabolizma

iligkisidir. Endotel ve astrositler bu mekanizmalarda rol alan temel hiicrelerdir.

2.2.1. Otoregiilasyon Mekanizmalari
Serebral arterlerin(6zellikle arteriollerin) degisen serebral perfiizyon basinci
karsisinda serebral kan akigimin kontrol edilebildigi siire¢ serebral otoregiilasyondur.
Serebral perfiizyon basinct 50-150 mmHg'lik araliginda serebral kan akisi sabittir.
Bu basing araligi serebral otoregiilasyonun korundugu aralik olarak degerlendirilir.
Bu araliktaki degerler disindaki perfiizyon basinglarinda serebral kan akiminda ciddi
degisiklikler goriiliir (Sekil 2).
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Sekil 2. Otoregiilasyonun diizenlenmesi (33)

Serebral basing otoregiilasyon mekanizmasi vaskiiler diiz kas, endotel ve
perivaskiiler sinirlerle iliskilendirilse de halen tam aydinlatilamamistir. Artan kan
akis hizinin transmural basigtan bagimasiz olarak vazokonstriiksiyonu tetikledigi
gosterilmistir(25). Endotel bu fizyolojinin temelini olusturur. Endotel vazomodiilator
birgok molekiiliniin dinamik kaynagini olusturup mekanoreseptorlere sahiptir.
Yapilan c¢alismalarda endoteli c¢ikarilan damarlarda kan akis hizina karsi
vazokonstriiksiyon yanitinin zayif oldugu ortaya konuldu. Yapilan baska bir
caligmada ise Harder vazokonstriiksiyonda vaskiiler kaslardaki depolarzisyonun rol
aldigin1 ortaya koydu(26).

2.2.2. Kan akias1 - serebral metabolizma iliskisi

Serebral kan akimi ile serebral metabolizma arasinda siki bir iliski mevcuttur.
Yapilan arastirmalarda daha ¢ok serebral kan akisi ile serebral metabolizma arasinda
gorev alan molekiiller iizerinde durulmustur. Bu molekiillerden olan hidrojen ve
potasyum iyonlarinin vazodilatasyonu tetikledikleri(27,28) ve boylece kan akimu ile
serebral metabolizma arasindaki iligkide rol oynadiklari ortaya konmustur. Vaskiiler
diiz kaslarda ATP’ ye duyarli potasyum kanallarinin bulunmasi kan akimi ile noral

aktivite arasinda bir iliski oldugunu gosterir(29).
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2.2.3. Serebral kan akiminin diizenlenmesi

Yapilan bir¢ok c¢alismada perivaskiiler sinirlerin serebal kan akisinin
diizenlenmesinde rol aldig1 gosterilmistir. Perivaskiiler sinirler, endotel hiicreleri ve
astrositler karmasik bir iliski i¢inde olup serebral kan akiminin diizenlenmesinde rol
alan temel norovaskiiler bir tnitedir. Perivaskiiler sinirler farkli koken ve farkli
norotransmitterlere sahiptir. Perivaskiiler sinirler intrinsik ve ekstrinsik olarak ikiye
ayrilir. Ekstrinsik perivaskiiler sinirler parankim digindaki perivaskiiler innervasyonu
ifade eder. Extrinsik perivaskiiler innervasyonun ii¢ ana kaynagr mevcuttur. Bunlar
trigeminal ganglion, siiperior sevikal ganglion ve sfenopalatin gangliondur. Bu
ganglionlar sirasiyla duyusal, sempatik ve parasempatik lifler tasir. Sempatik
sistemin gorevi kan basincini serebral otoregiilasyon mekanizmasinin {ist sinirinin
altinda tutmaktir, parasempatik sistem ise patoloji varliginda daha ¢ok gorev alir.
Trigeminovaskiiler sistem ise temel olarak agrida rol alir ayn1 zamanda giiglii bir
vazodilatator ajan olan kalsitonin geni ile iligkili peptidin (CGRP ) kaynagi oldugu
gosterilmistir(30).

Vaskiiler yapilar parankime girip virchow-robins bosluklarini terk ettikten
sonra ekstrinsik innervsyonlarini kaybeder ve intrinsik innervasyonlari baslar(31,32).
Intrinsik perivaskiiler sinirler vaskiiler yapilarla dogrudan temas halinde olmayip
astrosit ayakgiklariyla iliski halindedir. Uyarilara bagl serebral kan akimini artirip
azaltabilirler (Sekil 3).
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Box 2-endothelial cells

.

Box 4-microvascular communication .

Box 3-astrocyte

Sekil 3. Serebrovaskiiler kontroliin bircok mekanizmayla diizenlenmesi (33)

2.2.4. Endotel

Serebral kan akiginin diizenlenmesinde serebrovaskiiler endotel temel rol
oynar. Daha onceleri basit bir antitrombotik bariyer olarak gérev yaptigi diisiiniilen
endotelin giliniimiizde vaskiiler diiz kaslarla vaskiiler limen arasinda koprii gorevi
yapan dinamik bir yapi olarak kabul edilir. Endotel serebral kan akimini NO,
endotelin, endotelden tiiretilmis hiperpolarizasyon faktorii (EDHF) ve eikosanoidler

sayesinde diizenler.

2.2.5. Astrositler

Serebral kan akiginin diizenlenmesinde astrositler oldukg¢a hayati bir goreve
sahiptirler. Vaskiiler yapilara ayakgiklariyla tutunur ve serebral mikrovaskiiler
yapilar arasinda baglanti saglar. Astrositlerin hiicre disi1 potasyumu tamponladiklar
diistiniiliiyordu; ancak yapilan son in vitro ¢alismalarda ayrica néronlar ve vaskiiler
yapilar arasinda iletisimi sagladiklar1 da gosterildi. Astrositlerin serebral kan akiginin

diizenleme mekamizmasiyla ilgili eski ¢alismalar bunun potasyuma bagl oldugu
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tizerine odaklanmiglar. Ancak Zonta ve ark. yaptigi calismada astroristlerin hiicre igi
Ca ++ artis1 ile sonuglanan bir glutamat reseptor alt tipini eksprese ettigini ve bu
nedenle astrosit ayakgiklarinin sinaptik uyarilar1 algiladigi ve temas ettigi vaskiiler

yapilarda vazodilatasyon yaparak cevap verdigi ortaya konuldu(33).

2.3. iskemik inmede Patofizyoloji
Iskemik inme bir dizi karmasik olaylarn meydana gelmesi sonucunda ortaya
cikar. Bu olaylar basglica;
¢ Hipoperfiizyona bagli enerji yetersizligi
e Iskemik cekirdek ve Penumbra 25
o Eksitotoksisite
e Oksidatif stres
¢ Kan beyin bariyer bozuklugu
e Mikrovaskiiler bozukluklar
¢ Hiperkoagulasyon ve trombosit aktivasyonu
e inflamasyon
e Hiicre oliimii

e Reperfiizyon hasaridir(34).

2.3.1. Hipoperfiizyona bagh enerji yetersizligi

Iskemik inme, beyne giden kan miktarinin azalmas: sonucunda meydana
gelen norolojik hasardir. En sik nedeni tromboz veya embolidir. Bunlarin disinda
arterit, hematolojik bozukluklar, kii¢iik damarlarin ani tikanmasi(lakiiner enfart),
artriyel diseksiyon ve gesitli genetik hastaliklar hipoperfiizyona sebep olabilir. Beyin
enerjisinin tamamina yakinini oksidatif fosforilasyonla saglar. Bu yiizden ATP’nin
azalmasit durumunda iyon pompalart bozulur ve ndron ve glial hiicrelerde
depolarizasyon gelisir. Oksidatif fosforilasyonun yetersiz olmasi sonucunda
anaerobik solunum ve laktat artar. Laktatin artmas1 ise enfarkt genislemesi ve kotii
sagkalimla iliskilidir(35,36).

13



2.3.2. Iskemik cekirdek ve penumbra

Iskemik inmede kan miktar1 10 mL/ 100 gr doku /dakika’dan az kanlanan
bolgelere iskemik ¢ekirdek (core ) denir. Bu bolgedeki hiicreler inme baslangicindan
birka¢ dakika sonra fonksiyonlarini kaybeder. Gelen kan miktar1 <25 mL / 100 gr
doku /dakika’ ten az, iyon kanallarinin fonksiyonlarini1 korumak igin yeterli fakat
elektriksel aktiviteyi siirdiirmek ic¢in yetersiz kalan bolgeye penumbra denir.
Penumbra yapisal olarak saglam fakat islevsel olarak bozuk bir bolgedir. Bu
bolgenin perflizyonu diizeltildigi zaman penumbradaki hiicreler fonksiyonlarini
tekrardan kazanarak hiicre 6liimiinden kurtulurlar. Bundan dolay1 iskemik inmede
tedavinin asil hedefi penumbradir. Hipoperfiizyon diizeltilmedigi taktirde enfarkt
iskemik ¢ekirdekten penumbraya dogru ilerler ve kurtarilabilcek dokular da
kaybedilir. Iskemik ¢ekirdek ve penumbra ayrimi perfiizyon MRG, Diffiizyon MRG,
PET, SPECT ve perfiizyon CT gibi radyolojik tetkikler ile yapilabilir(37).

2.3.3. Eksitotoksisite

Olmekte olan hiicrelerden anormal sekilde eksitatdr ndrotransmitter salinmasi
ve bu norotransmitterlerin neden oldugu sekonder hasara eksitotoksisite denir.
ATP’nin azalmasiyla Na/K ATPaz pompasi bozulur ve hiicrelerde depolarizasyon
meydana gelir. Na/K ATPaz pompasiin bozulmasiyla hiicre i¢ine sodyum, klor
girip; hiicre disina potasyum cikar. Aym1 zamanda kalsiyum transportunda gorevli
pompalarin bozulmasi sonucu hiicre i¢i kalsiyum artis1 olur(38). Enerji yetersizligi
olan hiicrelerde eksitatér norotransmitterler ozellikle glutamat artisi olur. Hiicre
disinda glutamat birikmeye baslar. Hiicre disinda artan glutamat AMPA NMDA ve
kainat reseptOrlerine baglanarak kalsiyum, klor ve sodyum tasimmasini saglar.
Boylece noronlarin daha fazla depolarize olmasma neden olup, néronlardan daha
fazla glutamat salinimina neden olarak iskemik kaskada katilirlar. Hiicre i¢i kalsiyum
artig1; fosfolipaz, kalpain, endoniiklez, siklooksijenaz, adenozin trifosfataz ve nitrik
oksit sentetaz gibi enzimleri aktive eder. Bu mekanizmalarla hiicre membran
hasarina, mitokondriyal ve endoplazmik retikulum hasarina, DNA hasarina, serbest
radikal olusumuna, NO {iretimine, hiicre sismesine ve hiicre 6liimiine neden olur.

Ekzotoksisite iskemi sonrasi inflamasyona neden olan yolaklar1 da aktifler.
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2.3.4. Oksidatif stres

Insan beyni, total viicut agirhginin %?2'si olmasina ragmen viicuttaki
tim oksijenin yaklagik olarak %20'sini tiikketmektedir. Noronlar bu nedenle
oksijene ¢ok duyalidirlar(39,40). Beyindeki antioksidan miktari viicudun
diger bolimlerine kiyasla daha disiiktiir. Glutamatin artmasi hiicre igi
kalsiyum artisina neden olur bu da ADPH oksidaz sentazi, ksantin oksidazi ve
NO sentaz1 aktifleyerek serbest oksijen radikali olusumuna sebep olur.
Oksidan-antioksidan arasindaki dengenin bozulmasi hiicre hasar1 ile
sonuglanir. Asir1 miktarda iiretilen serbest oksijen radikallerinin antioksidan
savuma sisteminin kapasitesini asmasi halinde oksidatif stres ortaya ¢ikar. Bu
serbest oksijen radikalleri; nitrik oksit, hidroksil radikali siiperoksid anyonu
ve lipid radikalidir. Normalde bu radikaller hiicrelerde diisiik seviyelerde
bulunur ve 6nemli bigok fonksiyonlarda rol oynarlar. Asirt miktarda iiretilen
bu radikaller DNA'ya, proteinlere, yag asitlerine ve lipitlere zarar verirler(41).
Ayrica metalloproteazlari aktive ederek ve endotel hasarina neden olarak kan

beyin bariyerini(KBB) de bozarlar.

2.3.5. Kan Beyin Bariyer Bozuklugu

Kan beyin bariyeri (KBB); bazal lamina, endotelyal hiicreler, néronlar,
astrositler, perisitler ve hiicre disi matrixten olusur(42). Iskeminin
baglamasindan 2 saat sonra endotelyal bazal membranin fonksiyonu
kaybolmaya baslar(42). Bu olaymn ardindan KBB gegirgenliginde artisg olur.
Erken reperfiizyon KBB degisikliklerini gegici olarak hafifletebilir, ancak
trombolitik tedavi ve ge¢ reperflizyon kullanimi tersine endotel hasarini
siddetlendirebilir. KBB’nin fonksiyon bozukluguna matriks metalloproteinaz
trombin, vaskiiler endotelyal growth faktor, bradikinin ve diger protezlarin
birikmesi neden olur. Daha once anlatildig1 gibi oksidatif stres kan beyin
bariyeri fonksiyon bozukluguna neden olur ve néronlardan, endotelyal ve glial
hiicrelerden matris metallopeptidaz (mmp) 9 salinimini indiikler. Enfarkttan
24-72 saat sonra KBB’ nin bozulmasinin ikinci agsamasi baslar ve bu asamada
16kosit infiltrasyonu meydana gelir. Sonug¢ olarak enfarkttan 24-72 saat

sonraki siiregte daha fazla doku kaybi meydana gelir. KBB’ bozuklugu

15



sonucunda beyin parankimine sizintilar olur. Sizan biyiik molekilli
bilesenler beraberlerinde suyu da eckstravaskiiler alana g¢ekerler. Sonugta

vazojenik 6deme neden olurlar(43).

2.3.6. Mikrovaskiiler hasar

Iskemi, endotel hiicrelerin fonksiyonlarin1 ve otoregiilasyonu bozarak
mikrovaskiiler hasara neden olur. Serebral otoregiilasyon kan basinci
degisikliklerine kars1 serebral perfiizyon basincini belli araliklarda tutabilme
yetenegidir. Iskemide serebral perfiizyon basinci diiser, bu yiizden serbral kan
akimu arteriolar dilatasyonla korunmaya ¢alisilir. Burada vasodilatasyondan
sorumlu mekanizmalar(hipoksi, karbonmonoksit, asidoz ve adenozin),
myojenik faktorler ve endotelyal faktorler (endotelin 1, nitrik oksit ve
prostasiklin)rol oynar. iskemide endotel hasar1 meydana gelir. Endotel hasar1
meydana geldiginde ise nitrik oksid ve prostasiklin salinimi azalir, endotelin 1
iretimi artar. Bunlar vaskiiler tonusu artirarak iskemik enfart ve kollateral
damarlar alandaki kan akis1 daha da bozarak penumbranin beslenmesini daha

fazla bozarlar.

2.3.7. Hiperkoagiilasyon ve trombosit aktivasyonu

Iskeminin patofizyolojisinde Trombozis ve trombosit aktivasyonu
onemli bir rol oynar. Endotel hasarinda ortaya doku faktorii ¢ikar. Doku
faktort, faktor VIla ve fosfolipitlerle beraber faktor IX ve faktor X'u aktifler.
Faktor X, protombinaz komplexiyle birlikle protrombinden trombin
olusumunu tetikler. Trombin, fibrinojenden fibrin olusumuna yol agarken ayni
zamanda fXIII'i de aktifler(44). Fibrin molekilleri bir araya gelerek pihtiyl
olusturmak ig¢in eritrositleri, pithtilasma faktoérlerini, trombositleri yakalar.
Trombin  ile  aktive edilebilir ~ fibrinoliz inhibitérii  olarak  da
adlandirilan prokarboksipeptidaz U'nun trombin, plazmin veya
trombin/trombomodulin kompleksi tarafindan aktivasyonu, fibrinolizi azaltan
karboksipeptidaz U ile sonuglanir. Fibrin, integrin reseptorii allbp3 yoluyla
trombositlere yapisir. iskemide trombositler aktive olur. Aktive trombositler 2

saat i¢inde hasarli damarlarda toplanmaya baslar. Trombositlerden cesitli
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biyokimyasal mediyatorler salgilanir. Salgilanan serbest oksijen radikalleri ve
tromboksan A2 gecici vazospazma neden olurken ayni zamanda 16kosit
migrasyonu i¢in salinan bazi1 kemotaktik mediyatorlerle de inflamasyon daha

da siddetlenir(45).

2.3.8. inflamasyon

Iskemik inmede nekrotik dokulara karsi inflamatuvar bir yamt olusur.
Iskemik endotelyal hiicrelerden salgilanan sitokinler/kemokinler mikroglialar
aktive eder. Aktive mikroglialar, adhezyon molekiillerinin salinimin
tetikleyen proinflamatuvar sitokinleri salgilarlar. Bu olaylar enfarkt
baslangicindan sonra ilk 24 saatte meydana gelir. Kemokinler, immun sistem
hiicrelerinin 6zellikle penumbra c¢evresinde toplamnasina neden olurlar.
Adhezyon molekiilleri (selektinler, integrinler, immiinoglobulin siiper ailesi)
I6kosit-endotel adhezyonuna neden olarak mikrovasiiler okliizyona neden
olurlar. Bu da hipoperfiizyona ve no reflow fenomenine neden olur. Aym
zamanda l0kositlerin iskemik beyin parankimine girmesine neden olurlar.
Inflamasyon hiicreleri kan beyin bariyerini de bozup hasari daha da
siddetlendirirler. iskemi sempatik sistemi ve hipotalamo hipofizer-adrenal
akst da aktifleyerek dolasimdaki bagigiklik hiicrelerin beyne girisinde rol
oynar. Bu da iskemide dolasimdaki bagisiklik hiicre sayisini azaltip daha fazla
bulasict komplikasyonlara yol agar.

Inflamatuvar hiicrelerden olan 16kositler, hem endotel duvarina
yapisarak hem de serbest oksijen radikalleri, proteaz, jelatinaz, kollajenaz
tireterek kurtarilabilir vaskiiler yapilara ve parankimal dokuya zarar verir.
Lokositler ayrica trombosit agregasyonuna ve vazokonstriiksiyona neden olan
PAF, prostoglandinler, eikozanoidler, Ikotirenler salgilar. Iskemik beyne en
erken giren 16kosit notrofillerdir. Gegici iskemiden 4-6 saat sonra kalici
iskemiden ise 12 saat sonra iskemik dokuda gortiliirler.

Iskemik inmede inflamasyonda rol alan bir diger hiicre lenfositlerdir.
Bunlar nétrofillerden yaklasik 3-6 giin sonra iskemik dokuda goriliirler.
Bunlar da proinflamatuvar sitokinler lretirler. B lenfositlerden ziyade T

lenfositler rol alirlar.
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Inlamatuvar hiicrelere ek olarak astrositler de inflamasyonda rol alan
molekiiller tretirler. Astroglial yanit iskemiden yaklasik 4-24 saat sonra
baglar. 28 giine kadar uzayabilir. Noronlar, astrositler, endotel hiicreleri
tarafindan {iretilen ve TNF siiper ailesi liyesi olan TWEAK, astrositlerdeki
Fn14 reseptoriine baglandiginda proinflamatuvar molekiiller salgilanir.

Inflamasyonda rol alan temel mediyatdrler ise sitokinler, kemokinler,
aragidonik asit metabolitleri, nitrik oksid/nitrik oksid sentetaz ve

metalloproteinazlardir.

2.3.9. Hiicre oliimii.

Iskemik inmeden sonra onarici sistemlerle hasar verici sistem arasinda
hassas bir denge vardir. Hasar verici sistemler daha baskin olduklarinda hiicre
6lim mekanizmalar1 devereye girer. Hiicre nekroz yoluyla dliirse, ¢evreye
daha fazla glutamat ve toksin salarak diger noronlar1 da etkiler. Bu yiizden
birgok beyin hiicresi hiicrelerin minimal inflamasyon veya genetik materyal
salmimi ile programlanmis hiicre Oliimii olan apopitoza ugrar. Siirecin
apopitoza m1 nekroza mi gidecegini belirleyen faktorler; lokal iskemi
derecesi, hiicre olgunlugu, hiicre i¢i serbest Ca ++ konsantrasyonudur.
Glutamat reseptorlerinin aktivasyonu, reaktif oksijen radikallerinin artisi,
hiicre i¢i potasyumun azalmasi ve toksik ¢inko akiginin artmasi apopitozu
tetikler.

Apoptozis: Ekzositozla hiicre i¢i kalsiyum artar ve mitokondrilerde
birikir. Fonksiyonu bozulan mitokondriden sitokrom ¢ salinir. Sitorkom c
hiicre 6liimiine neden olan kaspazlar1 aktive eder. Bu kaspazlar apoptozun ana
etkenleridir. Apoptoz enerji bagimli bir olaydir ve enerji tiretimi devam eden
penumbrada etkindir. Mitokondrideki apoptoz, esas olarak proapoptotik (bax,
bak) veya antiapoptotik (bid, bcl 2) olan b hiicreli lenfoma-2 (bcl-2 )
tarafindan diizenlenir(46). Proapoptotik proteinler sitoplazmaya salindiktan
sona kaspazlar1 aktive ederler. Kaspaz 3 apoptozu ydneten ve son kaspazdir.
Bu enzim proteinleri, niikleotidleri ve enzimleri keserek hiicre 6liimiine neden
olur. Apoptozisde hiicre membran yapilart son ana kadar korunur ancak

nekroz hiicresel sisme Ve hiicre membran bozukluguyla baglar.
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Mitokondrinin yani sira endoplazmik retikulum da kaspazlari aktifleyerek
hiicre 6liimiine neden olur(47).

Nekroz: Iskemik ¢ekirdekte kan miktarinin azalmasi sonucu hiicrelerin
ATP ihtiyact karsilanamaz. ATP yetersizliginde hiicre mebraninda bulunan
Na/K ATPaz pompasinin bozulmasina neden olur. Bu pompanin fonksiyonu
bozulunca hiicre i¢inde sodyum miktar1 artar. Sodyumla beraber hiicre i¢ine su
girer ve hiicresel sisme baslar. Bu olay devam ederse hiicre zar1 pargalanarak
hiicre igerigi hiicre disina ¢ikar. Bu hiicre i¢i igerigin disar1 salinmasi
inflamasyona neden olur. Hiicre icerigin disar1 salinmasi, hiicre membran
bozuklugu, sitoplazmanin vakuolizasyonu, proinflamatuvar maddelerin varlig
ve olen hiicrelerde ve ¢evrelerinde inflamasyonun varligi nekrozun morfolojik

ozellikleridir.

2.3.10. Reperfiizyon hasari

Enfarkt alanina yeniden kan akisinin saglanmasi penumbra igin ¢ok
onemli olup klinik sagkalimi da etkiler. Reperfiizyon paradoksal bir sekilde
hasar1 daha da artirabilir. Ciddi iskemisi olan hastalarda erken rekanalizasyon
hastalarda mikrovaskuler hasara bagli olarak hemoraji riski artar. Lokositler
endotel hasarina, mikrosirkiilayonda obstriiksiyona, kan beyin bariyerinin
bozulmasina, beyin dokusuna infiltre olarak reperfiizyon hasarinda 6nemli rol
oynar. Trombositler no-reflow fenomeni araciligiyla reperfiizyon hasarinda
l6kositlerle sinerjistik rol oynar ve g¢esitli biyokimyasal mediyatorler
salgilayarak reperfiizyon hasarini artirir. Ayrica iskemi sonrasi hiperperfiizyon

6deme ve kanamaya neden olur.

2.4. Deneysel Serebral Iskemi Modelleri

Mortalite ve morbiditenin en énemli nedenlerinden biri inmedir. Inmelerin
yaklasik olarak%88’ini iskemik inmeler olusturur. Insanlardaki serebral iskemiyi
taklit etmek igin farkli farkli deneysel modeller olusturulmustur. Bu modeller
iskemik beyin hasarinda meydana gelen patofizyolojik degisiklikleri anlamamiza

imkan sagladigi gibi yeni tedavi stratejileri ve noroprotektif tedavi stratejilerinin
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gelismesine yardimci olabilir. Bu deneysel ¢aligmalarda segilen iskemi modelleri
insanlarda meydana gelen serebral iskemi klinigini ve laboratuvar bulgularini en iyi

yansitan en uygun model olmalidir.

Bu deneylerde karsilasilan en biiyiik sikinti, sonuglardaki degiskenlik
diizeyinin kontroliindeki zorluklardir. Bu zorluklar; degisik parametrelerin fazla
olmast ve bu degisken parametre siki kontrol edilmediginde degiskenligin artmasi
durumunda deneysel modelin kabul edilebilirligi ortadan kalkabilir(48,49). Deneysel
iskemi modelinin sonucunu bircok degisken etkiler. Bunlar yas, cinsiyet, ik,
kullanilan anestezikler, cerrahinin tekrarlanabilmesi ve kan sekeridiizeyi deneysel
modeli etkileyebilir. Hiperglisemi iskemik beyinde mevcut hasar1 kotiilestirdiginden
deney hayvanlarinin kan sekeri diizeyleri takip edilmelidir. Ayrica deney
hayvanlarmin viicut sicakliklar1 da yakin takip edilmelidir(48,50).

Transgenik hayvanlar, spesifik gen delesyonlarinin iskemik beyin hasarindaki
etkilerini gérmemize yardimci olur. Bu sebeple deneylerde genellikle fareler
kullanilir. Iskemiye en meyilli fare ki C57BL/6 1rkidir(51,52). Hayvanlardaki
deneysel serebral iskeminin modelleri hem iskemi tedavisinde hem de reiskemi
patofizyolojisinde yol gostericidir. Bu modelle yeni ilaglarin denenmesine imkan
saglanir. Deneysel iskemi modellerinde ratlar en ¢ok kullanilan hayvanlardir. Bunun
en Onemli nedeni c¢alismalarin tekrarlanabilir olmasi yani sira rat damarlarinin
anatomi ve fizyolojisinin insaninkine benzemesi, tiirleri arasinda homojenlik olmasi
parametrelerin  kolayca izlenebilmesi ve beyin dokularmin kolayca fikse

edilebilmesidir.

Iskemi modelleri fokal ve global iskemi modelleri olarak 2’ ye ayrilir.

2.4.1. Fokal Serebral iskemik inme Modelleri

e Intraluminar siitur MCAo modeli

Iskemik inmelerin yaklasik olarak %70’i MCA okliizyonu nedeniyle ortaya
cikar. Bu nedenle deneysel calismalarda daha ¢ok MCA okluzyonu iizerinde

durulmaktadir. MCAo modellerinde 2 teknin yaygin olarak kullanilmaktadir. Birinci
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teknik; gegici olarak karotis kommunis baglanir ve siitur buradan MCA tikanincaya
kadar ilerletilir. Ikinci teknik ise external karotid arter Kkesilir ve siitur buradan
internal karotid arterden ilerletilerek MCA bifurkasyonuna kadar ilerletilir ve
MCA’ya kan akis1 kesilir. External karotid arterin kesilmesi anatomik biitiinliigii
bozmadigi i¢in reperfiizyon i¢i anlamli bir kan akis eksikligine neden olmaz. Bu
nedenle bu teknik daha idealdir.

MCAo tekniginin avantaj ve dezavantajlart mevcuttur. Avantajlari;; bu
modelde insanlardakine benzer bir penumbra alani olusur, iskemi siiresi ve
reperfiizyonun kontrolii kolaydir. Dezavantajlar1 ise kullanilan siitiire bagli olarak

yetersiz okliizyona ve subaraknoid kanamaya neden olabilir.

e Kraniektomi modeli

Bu modelde MCA’y1 dogrudan ortaya koymak igin Kraniektomi
gerekmektedir. Distal MCAo i¢in 2 teknik gelistirilmistir. Birinci teknik parotis,
temporal kas, zygomatik ark ve MCA’y1 orten kafatasinin ¢ikarilmasi seklindedir.
Daha sonra MCA elektrokoagulasyon, fotokimyasal, mikroanevrizma Klipsler gibi
yontemlerle okliide edilir. 3 damar okliizyon (3VO) modeli denilen ikinci teknikte
ise ek olarak kollateral dolasimi1 da minimale indirmek i¢in her iki karotis kommunis
de tam veya kismi okliide edilir. Bu yontemde frontal, temporal, paryetal, oksitipal

kortexin biiyiik cogunlugunda iskemi olusturur.

Bu modelin avantajlar;; MCAo direkt olrak gozle goriilebilir, diisiik
morrtaliteyken dezavantajlar1 arasinda yiiksek cerahi teknik bilgi gerektirmesi,

parankim hasari, vaskiiler hasarlar, kafa i¢i basincini etkilemesi sayilabilir.

e Endotelin -1 modeli

Gii¢lii ve uzun etkili bir vazokonstriktor olan ET-1, dogrudan beyne enjekte
edilerek beyin kan akisin1 iskemik inme olusacak seviyelere kadar diistirtir. ET-1,
kortexe topikal uygulanarak, intraserebral enjeksiyon ve MCA yakinina enjeksiyon

gibi yontemler kullanilarak fokal iskemi indiiklenebilir.
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ET-1 modelinin avantajlari; islemin basit ve hizli olmasi, mortalite ve
morbiditenin  diislik olmasi, vazokonstriktiir derecesi verilen ila¢ dozuyla
ayarlanabilmesi, ekstrakraniyal damarlarin maniipiilasyonuna gerek olmamasi
sayilabilir.  Dezavantajlar1  ise  iskemi  siiresinin  kontrol edilememesi,

tekrarlanbilirliginin zor olmasidi(53,54).

2.4.2. Global Serebral iskemik inme Modelleri

e Boyun turnike teknigi

Bu teknikte vendz tikaniklik ve vagus siniri sikistigindan istenilen iskemi
karmagik hale gelir. Bu teknigin bir diger dezavantaj1 ise vertebral arterler foramen
vertebrale icinde oldugundan vertebral arterlerin kapatilamamsi sonucu istenilen
global iskemi elde edilemez. Modifiye edilen bu teknikte daha ¢ok kedi, kdpek ve

maymunlar kullanilir.

e Ventrikiiler fibrilasyon teknigi

Bu teknik daha ¢ok kardiyak arresti taklit etmek i¢in kullanilir. Bazi
arastirmacilar bu teknige CPR da eklemislerdir. Genellikle biiylik hayvanlarda
kullanilan bu teknik ideal olmasina ragmen pahali ve olduk¢a yorucudur. Kofler ve
ark. bu teknigi farelere modifiye etmistir. KCL ile kardiyak arrest olusturulduktan
sonra CPR protokolii uygulanmigs. CPR’dan sonra hippokampal ve kaudoputamen
hasar1 goriildii(55).

e 4 damar okliizyon teknigi (4V0)

Bu teknikte her iki vertebral arter alar foramende koagule edilir, 1 giin sonra
her iki karotis kommunis gegici okliide edilir(56). Bu teknik hayvanlarin yaklasik
olarak %50-70'inde basarili iken iskemi etkileri ratlar arasinda farklilik gosterir. Bu
farklilik ratlar arasindaki kollateral dolasim farkliligina baglanmaktadir. Modelin
kullaniminin zor olmasi, c¢alismalar arasinda farklilik gostermesi, basar1 oraninin

%50-70 arasinda olmas1 dezavantajlarindandir.
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e 2 damar okliizyon teknigi (2VO)

Bu iskemi modelinde karotis kommunislerde hipotansiyonla gegici okliizyon
olusturulur. Sadece kanamayla veya fentolamin, trimetafan gibi ajanlarla
desteklenmis kanamayla tansiyon 50 mmHg seviyelerine indirilir. 5-15 dakikalik
iskemi sonras1 serebral kan %5 seviyelerine inmektedir. Iskemi sonrasi
hippokampiiste, kaudoputamende ve neokortexte degisiklikler meydana gelir. 2VO
tekniginin 4VO teknigine gbre avantajlari; daha basit cerrahi islem gerektirmesi,
reperfiizonun kolaylikla gergeklestirilmesi, diisiik mortalite sayilabilir. Ancak cesitli
ajanlarla  hipotansiyon yapildigindda verilerde karisikliga neden olmasi

dezavantajindandir(57).

e Kafa ici basina yiikseltilmesi teknigi

Bu tetknikte sisterna magnadan siv1 enjekte edilir. Kafa i¢i basinci artirilarak
ortalama arteryel basincin 25-50 mmHg tizerine ¢ikarilir. Boylece serebral kan akimi
azaltilir ve gegici iskemi modeli olusturulur. Ancak ortaya c¢ikan patoloji sadece
iskemiden kaynaklanmayip esas olarak kafa i¢i basinci artisindan etkilenmesinden
dolay1 ortaya c¢iktigindan istenilen sonuglar elde edilememis olup kullanimi sinirh

kalmistir(58).

2.5. Ilaclar

2.5.1. Resveratrol

Resveratrol 228,24 g/mol molekiil agirhginda olup 254 °C erime 1sisina
sahiptir. Molekiiler formiili C14H1203'tiir. Kimyasal yapis1 sekilde gosterildigi
gibidir (Sekil 4). IUPAC ad1 [( E) -2- (4-hidroksifenil) etenil] benzen-1,3-diol'diir.

Su, etanol, DMSO, dimetil formamid gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir.
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Sekil 4. Resveratrol kimyasal yapisi

Baglica noroprotektif, antiinflamatuvar, antikanserojenik, kardioprotektif
olmak {izere birgok etkisi olan bir fitoaleksindir. Uziimde, kirmizi sarapta, yer
fistiginda olmak tizere 70'ten fazla bitkide bulunur. Resveratroliin biyoyararlanimi
diisiik olmasindan dolayr modifikasyonu iizerinde yogun calisilmistir. Bu nedenle
metoksillenmis, hidroksillenmis, halojenlenmis tiirevler iiretildi. Resveratrol, PI3K /
AKT /mTOR ekspresyonunu diizenleyerek iskemik inmede apoptozu, ndronal hasari
ve enfarkt alanini azalttigini gésteren ¢aligmalar mevcuttur(59,60). Resveratrol JAK2
/ STAT3' aktive ederek, PI3K / AKT / mTOR ekspresyonunu aktive eder. Aktive
olan PI3K /AKT / mTOR, BLC-2'nin artmasina, BAX'in azalmasina ve kaspaz-3'iin
boliinmesine yol acarak apoptozu inhibe eder. Yapilan son ¢alismalarda resveratrol
ayrica hipokampal néronlari gegici serebral iskemik hasardan koruyabildigini
gostermektedir(60).

Resveratrol, ayni zamanda oksidatif strese karst  SIRTL(sirtuin
1)/AMPK/PGCla yolagin1 etkileyerek mitokondriyal aktiviteyi ve biyogenezi
tyilestirir. Tavsan modelinde yapilan bir ¢calismada ise resveratrol NF-xB, TNF-q,
IL-6, siklooksijenaz-2, makrofaj enflamatuvar protein-2, oksijen radikallerini ve

kaspazlar1 inhibe ederek anti inflamatuvar etki gosterdigi goriilmiistiir(61).
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Resveratrol inflamasyonda TLR-4 / MyD88 / NF-pathB sinyal yolunu da inhibe eder.
Ideal resveratrol dozunu belirlemek icin birgok in vivo ve in vitro calismalar
yapilmustir. Yiiksek doz resveratrol verilen fareler (1800 mg / kg) 3-4 ay iginde
dlmiislerdir(62). Insanlarda giinde 5 gr a kadar resveratroliin giivenli oldugunu
gosteren calismalar mevcuttur(63). Ancak bu c¢alismalar saglikli populasyonda
yapildig1 i¢in ideal doz igin ¢aligmalar siirmektedir. Ayrica oral yoldan verilen
resveratroliin bagirsak floras1 tarafindan metabolize edilmesi hangi etkilerin
resveratrole ait oldugu hangi etkilerin metabolitlerine ait oldgu belirsizdir. Bu

nedenle en uygun uygulama yolunu da bulmak gerekmektedir.

2.5.2. Urapidil

Urapidil, 387,484g/mol molekiill agirhginda olup molekiil formiilii
C20H29N503’tlir. Urapidil, postsinaptik al-adrenoseptorlerinde antagonistik bir
etki ile periferik vaskiiler direnci diisiiriir. Ilac, periferik a2- ve p-adrenoseptorler ile
etkilesime girebilse de, bunun klinik olarak anlamli etkilerle sonuglandig
goriilmemektedir. Merkezi etki bolgesi arka beyin gibi goériinmektedir ve hayvan
calismalari, urapidilin merkezi serotonin SHT1a'da rekabet¢i bir antagonist oldugunu
gostermektedir ilacin antihipertansif ve negatif kronotropik etkilere sahip oldugu
reseptorler. Urapidil,  hipertansiyonlu  hastalarda noradrenalin  (norepinefrin)
duyarliligin1 azaltarak da etki edebilir, boylece olasi artan plazma noradrenalin
konsantrasyonlarina ragmen kan basmcini diisiirlir. Hayvan ¢aligmalarinda, urapidil,
tolerans gelistirmeden toplam periferik direnci azaltmigtir. Deneysel olarak
indiiklenen tagikardiyi tersine ¢evirebilir, ancak bradikardi tizerinde ¢ok az etkisi
vardir. Ilag, yiiksek dozlarda antiaritmik ozelliklere sahiptir. Urapidil, intrakraniyal

kan basincini degistirmeden sistemik hipertansiyonu azaltiyor gibi goriinmektedir.

Urapidil, kardiyak disfonksiyonu olan hastalarda karsilastirmali olmayan akut
calismalarda test edilmis ve kan basicim disiirdiigii ve kalp hizin1 korudugu
bulunmustur. On yiikte(yani pulmoner kapiller kama basinci veya pulmoner arteriyel
diyastol sonu basinct), ortalama arter basincinda, ortalama pulmoner arter basincinda
ve art yiikte azalmalar, atim hacminde ve kardiyak ¢ikti ve indekste goriilen

iyilesmelerle birlikte ¢ogu c¢alismada meydana geldi. Urapidil, hipertansiyonlu
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normorenal hastalarda renal kan akisini artirma ve renal vaskiiler direnci azaltma
egilimindedir, baz1 ¢alismalarda plazma renin ve aldosteron aktivitesinde eszamanli
artislar kaydedilmistir. Hem hipertansiyonu hem de bdbrek yetmezligi olan
hastalarda renal kan akisinda degisiklik olmaksizin hem renin hem de aldosteron
aktivitesinde artiglar goriilmiistiir. Her ikisi de in vitrogalismalar ve klinik deneyler,
urapidilin lipid ve glukoz metabolizmasi {izerinde higbir etkisi olmadigin
gostermistir. Pulmoner vaskiiler yataklarin sistemik vaskiilatiirden daha fazla
genislemesine neden oldugu goriindiigiinden, urapidil pulmoner hipertansiyonu
sistemik hipotansiyona neden olmadan azaltabilir. Kronik obstriiktif akciger hastalig
olan hastalarda, urapidil istirahatte ve egzersiz sirasinda sistemik ve pulmoner arter
basin¢larint 6nemli Olglide diislirdii ve bu hastalarda egzersiz sirasinda gaz

degisimini iyilestirebilir.

Yapilan ¢alismalarda urapidil ‘in kan-beyin bariyerini gectigi bildirilmistir.
Urapidil karacigerde genis 6l¢iide metabolize edilir. Oral urapidilin uygulanmasindan
sonraki 24 saat i¢inde, dozun yaklasik %50 ila %70' ana bilesik (%10 ila 15) ve 3
metaboliti - ana metabolit, aril-p-hidroksile urapidil (M, yaklasik %30) ve 2 mindr
metabolit, O -demetile urapidil (M2) ve urasil-N-demetile urapidil (M3). MI ihmal
edilebilir bir antihipertansif aktiviteye sahiptir, ancak hayvan calismalarinda M2 ve
M3'lin ana ilaca benzer antihipertansif etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Terapotik
urapidil dozlarinda M2 ve M3'iin serum konsantrasyonlar: diisiik oldugundan, eger

varsa, urapidilin antihipertansif etkisindeki rolleri belirsizdir.

Hafif ile siddetli esansiyel hipertansiyonu olan hastalarda yapilan
karsilastirmali olmayan deneyler, giinde iki kez 30 ila 120 mg urapidilin, kalp atis
hizin1 degistirmeden veya postural hipotansiyona neden olmadan 12 haftalik
tedaviden sonra ortalama sistolik ve diyastolik kan basinglarin1 %9 ila 18 oraninda
azalttigint  gdstermistir. Hipertansiyonu olan 6825 hasta {izerinde yapilan
karsilastirmali olmayan bir ¢alismada, 6 haftalik tedavi sirasinda urapidilin
hiperlipidemi, koroner kalp hastalifi veya diyabet iizerinde hicbir etkisi

bulunmamustir.
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3. GEREC VE YONTEM

Deneysel calismamizi Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu onayini aldiktan sonra Dicle Universitesi Prof. Dr. Sabahattin
Payzin Saglik Bilimleri Arastirma Ve Uygulama Merkezi Laboratuvarinda
gercekletirdik.

Calismamizda rastgele secilmis yaklagik olarak 250-300 gr agirliginda 35
adet Sprague Dawley cinsi disi ratlar kullanildi. Deney siiresi boyunca ratlar ideal
laboratuvar kosullarinda ( sessiz ortam, %350-60 nem ortaminda, 22-24 derece
sicaklikta) takip edildi. 12 saat gilindiiz 12 saat karanlik dongiisii uygulandi ve
standart yem ile beslendiler. Ideal &lciilerdeki kafeslerde tek baslarma takip edilen

ratlarin kafesleri diizenli araliklarla temizlendi.

1 haftalik grup ici adaptasyonlar1 takiben ratlar rastgele segilip 7’li 5 grup

olusturuldu.

3.1. Deney Gruplan

Grup 1 (Kontrol grubu, n=7) : Herhangi bir islem yapilmayan grup
Grup 2 (iskemi grubu, n=7) : iskemiden sonra ilag verilmeyen grup

Grup 3 (iskemi + Urapidil grubu, n=7) : iskemi olusturulduktan sonra
reperflizyondan hemen once ve reperfiizyondan sonra 3 giin boyunca 5 mg/kg/giin

dozunda urapidil (i.p.) verilen grup

Grup 4 (iskemi + Resveratrol grubu, n=7) : Iskemi olusturulduktan sonra
reperfiizyondan Once ve reperflizyondan sonraki 3 giin boyunca 30 mg/kg/giin

dozunda resveratrol (i.p.) verilen grup

Grup 5 (iskemi + Resveratrol + Urapidil grubu, n=7) : Iskemiden sonra
reperfiizyondan once ve reperfiizyon sonrast 3 giin boyunca 30 mg/kg/giin dozunda

resveratrol (i.p. ) ve Smg/kg/giin dozunda urapidil (i.p.) kombine tedavi verildi.
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Resim 1. Calismamizda kullandigimiz resveratrol
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Resim 2. Calismamizda kullandigimiz Urapidil

3.2. Anestezi

Islem oncesi en az 4 saat oral alimlar1 durdurulan ratlara 80 mg/kg ketamin
hidroklorid (Ketalar®; Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) + 10 mg/kg ksilazin hidroklorid
(Rompun®; Bayer Healtcare, Leverkusen, Almanya) ile anestezi uygulandi.
Anesteziden sonra 50 mg/kg dozunda sefazolin (i.m.) yapildi. Ayrica 5 cc salin

intraperitoneal olarak enjekte edildi.

3.3. Cerrahi islem

Cerrahi isleme baslamadan once ratlarm boyun kismi tras edildi. Islemden

once ve cerrahi kapatmadan sonra cerrahi alan %10’luk povidone iodine (Batticon®;
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Adeka, Samsun, Tiirkiye) ile temizlendikten sonra steril gazli bezle cerrahi alan

silindi. Cerrahi alan boyandiktan sonra steril delikli yesille ortiildii (Resim 3).

Resim 3. Alanin batikonla boyandiktan sonra izotonikle yikanmasi ve steril yesille
ortiilmesi. Transvers cilt insizyonu
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Transvers insizyonla cilt, cilt alt1 dokusu ge¢ildikten sonra yiizeyel fasya

dokusu gecildi. Yiizeyel fasya gecildikten sonra glandiiler doku ve sternohyoid,

digastrik, sternomastoid kaslar ortaya ¢ikarildi (Resim 4).

Resim 4. Glandiiler doku, sternohyoid kas ve sternomastoid kasin gériintiisii
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Kiint disseksyionla damar-sinir paketine ulasildi. Burada karotis kommunis
ve nervus vagus ortaya konuldu (Resim 5).
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Resim 5. beyaz ok: nervus vagus siyah ok: karotis kommunis
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Karotis kommunis takip edilerek bifurkasyona ulasildi ve internal ve external
karotid arterler ortaya konuldu (Resim 6).

Resim 6. Karotis kommunis takip edilerek karotis externa ve intern ortaya konuldu.
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Nervus vagus keskin disseksiyonla karotis kommunisten disseke edildi
(Resim 7).

Resim 7. Nervus vagus gorintiisii
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External karotid karter distalde 5-0 ipek siiturla sik1 bir sekilde baglandi (Resim 8).

Resim 8. External karotid arterin distalden sikica baglanmasi
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Diger siitur ise external karotid arterin karotis kommunisten dallandig1 yere
yakin bir sekilde gevsek olarak baglandi (Resim 9).

L2
o
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Resim 9. External karotid artterin bifurkasyona yakin yerden gevsek baglanmasi.

36



Karotis kommunis ve internal karotid arter gegici klipsler yardimiyla gegici

olarak kapatildi (Resim 10).

Resim 10. Karotis kommunis ve karotis internanin klipslerle gegici olarak kapatilmasi

37



External karotid arterlereki stiturlar arasinda arteriotomi yapildi. Buradan ucu

genigletilmis 3-0 monoprolen siitur gegirildi ve siitiir karotis kommunise kadar
ilerletildi(Resim11).

Resim 11. Arteriotomi yapilan external karotid arterden siiturum ilerletilmesi
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Stitur karotis kommunise ilerletildikten sonra gevsek birakilan stitur sikica

baglandi.

Karotis kommunise ilerletilen siitiir manevrayla internal karotid artere dogru

yonlendirildi ve klipsler ¢ikarildiktan sonra siitiir internal karotis icinde

ilerletildi(Resim12).

Resim 12. Karotis kommunis, karotis internanin gériiniimii; external karotidten siitiiriin
internal karotide dogru yonlendirilmesi
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Suturda diren¢ hissedilene kadar ilerletildi. 2 saat boyunca siitiir internal

karotid arterde bekletilip MCA okliizyonu saglamis olduk. Tabakalar usuliine uygun

bir sekilde 3-0 ipek siiturla kapatildi (resim 13).

Resim 13. Tabakalarin iisiiliine uygun kapatilmasi
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Cerrahi alan batikonla temizlendi. 2 saat sonunda siitur geri c¢ekilerek
reperfiizyon saglandi.

3.4. Sakrifikasyon

Cerrahi islemden 72 sonra tedavileri tamamlanan gruplarla ( grup 3,4,5 )
kontrol (grup 1) ve iskemi (grup 2) gruplarinin sakrifikasyon islemine gecildi. Genel
anestezi uygulanan ratlara (80 mg/kg ketamin hidroklorid + 10 mg/kg ksilazin
hidroklorid ) sakrifikasyon igleminden dnce sol ventrikiillerinden kan alindi. Daha
sonra boyun kaslar1 disseke edilerek foramen magnuma girildi. Buradan keskin
makasla kafatas1 orta hattan oksipitalden frontale dogru kesildi. Mikrodissektor ve
mikromakas yardimiyla beyin dokusu kraiyumdan ¢ikarildi. Cikarilan beyin dokusu
orta hattan ikiye bolindii. Iskemi olusturdugumuz sag hemisferler %10 ‘luk

formaldehit igerisinde oda sicakliginda fikse edildi.
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Resim 14. Rat beyninin yandan g
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Resim 15. Rat beyninin bazal goriintiisii
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Rutin Histolojik Takip

Sakrifiye edilen hayvanlarin beyin doku ornekleri iki hemisfere ayrildiktan
sonra %10’luk formaldehit soliisyonuna alinarak 48 saat siireyle fiksasyon
gerceklestirildi. Fikse edilen beyin doku ornekleri bir gece siireyle akar ¢esme suyu
altinda yikandi ve formol uzaklastirildi. Daha sonra sudan alinan 6rnekler artan alkol
serilerinde (%70, %80, %90, %96, %100) birer saat silireyle bekletilerek
dehidratasyon gerceklestirildi. Doku ornekleri iki seri ksilende bekletilerek
seffaflandirma gerceklestirildi. Seffaflandirma isleminde ksilenin dokuya niifuzu
gozle izlenerek takip edildi. Ksilen seffaflandirmasindan sonra érnekler %50 ksilen
iceren erimis parafin icerisinde inkiibatérde 1 saat siireyle bekletildi. Kirli parafin
uzaklastirildi ve Ornekler 2 saat silireyle daha temiz erimis parafinde bekletilerek
parafin infiltrasyonu gergeklestirildi. Ornekler daha sonra parafin bloklara gomiildii.
Elde edilen parafin bloklardan mikrotom yardimiyla 5 pm kalinliginda kesitler 56 °C
sicakliga ayarli su banyosuna birakildi, pozitif sarjli lamlara alindi. Ornekler daha
sonra suyun uzaklastirilmasi ve parafin depolimerizasyonu i¢in 56 °C sicaklik ayarli
inkiibatorde iki saat siireyle bekletildi. Daha sonra kesitler boyamalar yapilmak iizere

uygun ortamlara alinarak muhafaza edildi.

4.2. Hematoksilen ve Eozin boyama Protokolii

Rutin histopatolojik inceleme amaciyla gruplardan alinan beyin dokularina ait
kesitler hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyandi. Bu amagcla iki seri ksilen
icerisinde 15’er dakika bekletilen kesitler azalan alkol serilerinde (%100, %96, %90,
%380, %70) 5’er dakika siireyle bekletildi ve kesitler distile suya birakildi. Daha
sonra Mayer Hematoksilen ile ornekler 6 dakika siireyle boyandi. Siire sonunda
cesme altinda 5 dakika yikanan Ornekler %1°lik asit alkole daldirip ¢ikartildi ve
cesme suyunda tekrar yikamaya alindi. Hematoksilen boyanan 6rnekler alkolik eozin
soliisyonuna alind1 ve 3 dakika siireyle boyama gercgeklestirildi. Eozin boyama siiresi
sonunda Ornekler artan diisiik alkol serilerinde (%70, %80, %90, %96) daldir ¢ikart

ile fazla eozin boyasindan arindirildi. Absolu ethanole alinan kesitler bir dakika
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stireyle bekletildi. Kesitler daha sonra iki seri ksilen igerisinde 15’er dakika bekletildi

ve entellan ile kapatilarak daha sonra incelenmek {izere kaldirildi.

4.3. immunohistokimya Protokolii

Parafin bloklara gomiiliip kesit alinan gruplara ait beyin Orneklerinde
immunohistokimyasal olarak Kaspaz 3, Bcl-2 ve TNF o immunohistokimya
gerceklestirildi. Bu amagla pozitif sarjlarda bulunan doku kesitleri iki seri ksilende
15’er dakika ve azalan alkol serilerinde (%100, %96, %90, %80, %70) 5’er dakika
bekletildikten sonra distile suda bekletildi ve immunohistokimya i¢in 6rnekler ii¢ seri
tamponlanmis fosfat buffer (PBS) icerisinde alinarak 5’er dakika siireyle yikandi.
Kesitler daha sonra citrat buffer igerisinde alind1 ve kaynama derecesine kadar 1siya
maruz birakildi. Isinan sitrat buffer icerisindeki ornekler oda 1sisina gelinceye kadar
bekletildi ve ii¢ seri PBS igerisinde 5’er dakika yikama yapildi. Peroksidaz
aktivasyon inhibisyonu i¢in ornekler %3’liilk H,O, ¢ozeltisinde 15 dakika siireyle
bekletildi. Daha sonra ti¢ seri PBS te yikanan 6rnklerdeki kesitlerin etrafi hidrofobik
kalem ile smirlandirildi ve 6rneklerin tizerine Ultra V Block (TA-125-UB, Thermo
Scientific, Waltham, MA, ABD) damlatilarak 7 dakika siireyle oda 1sisinda
inkiibasyon yapildi. Bloklama sonra 6rneklerin iizerine sirasiyla 1:200, 1:100, 1:250
oranda diliie edilen Kaspaz 3 (sc56053, Santa cruz Dallas, TX, ABD), Bcl-2 (sc7382,
Santa cruz Dallas, TX, ABD), ve TNF a (sc-1348, Santa cruz Dallas, TX, ABD)
antikorlar1 damlatilarak gece boyunca + 4 °C’de inkiibasyon gergeklestirildi.
Antikorlar1 uzaklastirilan kesitler iic seri PBS’te 5’er dakika siireyle yikandiktan
sonra kesitlerin {lizerine genis spektrumlu sekonder antikor Biotinylated Goat Anti-
Polyvalent (TP-060-BN, Thermo Scientific, Waltham, MA, ABD) damlatildi ve
15dakika siireyle oda 1s1sinda inkiibasyon yapildi. Daha sonra 6rnekler {i¢ seri PBS
igerisinde 5’er dakika siireyle yikandi ve orneklerin lizerine Streptavidin Peroksidaz
(TS-125-HR, Thermo Scientific, Waltham, MA, ABD) damlatilarak 15 dakika oda
1s1sinda inkiibasyon yapildi. Antikorlarin tespiti icin li¢ seri PBS’te 5’er dakika
yikanan orneklerin tizerine DAB kromojen(12683957, Thermo Scientific, Waltham,
MA, ABD) damlatilarak reaksiyon gelismesi 151k mikroskobunda izlendi. Daha sonra
cesme suyunda yikanan ornekler 1 dakika siireyle hematoksilen ile zit boyama

yapildi, artan alkol serilerinde (%70, %80, %90, %96, %100) 5’er dakika bekletilip
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iki seri ksilende 15’er dakika siireyle seffaflandirildi ve entallan ile kapatilarak 151k

mikroskobunda incelendi ve mikrograflart alindu.

5. BULGULAR

5.1. Histopatolojik Degerlendirmeler

5.1.1. Hematoksilen&Eosin Bulgulari

Figiir 1: Kontrol grubu beyin korteksine ait kesit. Normal goriinen noéronlar, ndroglialar ve
serebral korteks izlendi. Boyama: Hematoksilen & eozin, Bar: 200 pm.
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Figiir 2: Kontrol grubu substansiya albaya ait kesit. Kesitte diizenli tertiplenmis sinir lifleri
ve noroglialar izlenmektedir. Boyama: Hematoksilen & eozin, Bar: 20 um.

Figiir 3: Iskemi grubu beyin korteksine ait kesit. Subaraknoid hemoraji alanlari (*),
noronlarda (kalin ok) ve glia hiicrelerinde (ok basi) piknotik ¢ekirdeklerin yogun dagilim
gosterdigi ayrica dokuda yer yer Odemli alanlarin bulundugu goriildii. Boyama:
Hematoksilen & eozin, Bar: 200 um.
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Figiir 4: Iskemi grubu substansiya albaya ait kesit. Ak maddede kan dokusu elemanlarinin
sinir lifleri arasinda serbest halde bulundugu (ok) ayrica néroglialarin diizensiz hiicre
goriintiisiiniin yani sira niikleuslarda piknozis (ok basi) ve sinir lifleri arasinda 6dem (yildiz)
oldukg¢a yaygindi. Boyama: Hematoksilen & eozin, Bar: 20 um.

Figiir 5: Resveratrol grubu beyin korteksine ait kesit. Bu gruptaki beyin korteksinde, ndéron
(kalin ok) ve glial hiicrelerde (ok basi) yer yer izlenen piknotik ¢ekirdek goriintiisiine ragmen
dokunun genelinde kontrol grubuna yakin bir morfolojik goriintii izlendi. Boyama:
Hematoksilen & eozin, Bar: 200 um.
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Figiir 6: Resveratrol grubu substansiya albaya ait kesit. Bu grubun sinir liflerinin iskemi
grubuna gore daha diizenli bir goriintiide oldugu ve kontrol grubuna benzer morfolojik
yapinin varligr goriildii. Noroglialar yine genel olarak kontrol grubuna benzer sekildeydi
Boyama: Hematoksilen & eozin, Bar: 20 um.

Figiir 7: Urapidil grubu beyin korteksine ait kesit. Iskemi grubuyla karsilastirildiginda
subaraknoid kanama alanlar1 (*) ve kan dokusunun yer yer beyin dokusuna go¢iiniin azaldig
goriildii. Ayrica ndron (kalin ok) ve néroglialarda (ok basi) gozlenen piknotik g¢ekirdekli
hiicreler miktarinda belirgin bir azalma izlendi. Bu grupta morfolojinin iskemi grubuyla
karsilastirildiginda kontrol grubuna yakin bir goriintiiye sahip oldugu goriildii. Boyama:
Hematoksilen & eozin, Bar: 200 um.
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Figiir 8: Urapidil grubu substansiya albaya ait kesit. Sinir lifleri arasindaki 6demin iskemi
grubuna kiyasla anlamli bir sekilde azalma gosterdigi goriildii. Sinir liflerindeki fokal
diizensizlik (kivrimli ok) ve 6dem (yildiz) yami sira yer yer izlenen noroglialardaki
dejenerasyona (ok basi) ragmen genel morfolojinin kontrol grubuna daha yakin bir
goriintiiye sahip oldugu goriildii. Boyama: Hematoksilen & eozin, Bar: 20 um.

Figiir 9: Resveratrol + Urapidil grubu beyin Kkorteksine ait kesit. Subaraknoid kanama
izlerinin neredeyse tamamen ortadan kalktigi, beyin dokusuna gecen kan doku hiicrelerinin
biiyiik oranda ortadan kalktigi goriildi. Buna karsin bu grubun &rneklerinde ndron ve
noroglialarda yer yer gozlenen piknotik cekirdekli hiicreler haricinde iskemi grubuyla
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karsilastirildiginda hiicrelerin ve morfolojinin kontrol grubuna olduk¢a benzer bir goriintiiye
sahip oldugu goriildii. Boyama: Hematoksilen & eozin, Bar: 200 pm.

Figiir 10: Resveratrol + Urapidil grubu substansiya albaya ait kesit. Bu grubun ak
maddesinde sinir liflerinin kontrol gibi diizenli bir goriintiiye sahip oldugu, sinir lifleri
arasindaki 6demin ve dejenere glia hiicrelerin tamamen ortadan kalktig1 izlendi. Boyama:
Hematoksilen & eozin, Bar: 20 pm.

5.1.2 immunohistokimyasal Bulgular

Figiir 11: Kontrol grubu beyin kesitinde kaspaz 3 immunohistokimya. Noronlarda (ok) ve
noroglialarda (ok basi) oldukea diisiik diizeyde kaspaz 3 varlig1 izlendi. Boyama: Kaspaz 3
immunohistokimya, Bar: 20 pm.
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Figiir 12: iskemi grubu beyin kesitinde kaspaz 3 immunohistokimya. Noronlarda (ok) ve
noroglialarda (ok basi) c¢ok yogun kaspaz 3 varligi izlendi. Boyama: Kaspaz 3
immunohistokimya, Bar: 20 pm.

Figiir 13: Resveratrol grubu beyin kesitinde kaspaz 3 immunohistokimya. Noronlarda (ok)
ve noroglialarda (ok basi) kaspaz 3 yogunlugu kontrol grubuna daha yakin bir goriintii
gosterdi. Boyama: Kaspaz 3 immunohistokimya, Bar: 20 pm.
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Figiir 14: Urapidil grubu beyin kesitinde kaspaz 3 immunohistokimya. Bu grupta kaspaz 3
yogunlugunun iskemi grubuna gore azaldigi ancak fokal alanlarda bazi noronlarda (ok) ve
glia hiicrelerinde (ok bast) kaspaz 3 immunopozitifliginin yogun oldugu goriildii. Boyama:
Kaspaz 3 immunohistokimya, Bar: 20 um.

Figiir 15: Resveratrol + Urapidil grubu beyin kesitinde kaspaz 3 immunohistokimya.
Dokunun genelinde noronlarda (ok) ve noroglialarda (ok basi) kaspaz 3 diizeyinin kontrol
grubuna ¢ok yakin oldugu goriildii. Boyama: Kaspaz 3 immunohistokimya, Bar: 20 um.
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Figiir 16: Kontrol grubu beyin kesitinde Bcl-2 immunohistokimya. Dokunun genelinde
noronlarda ve noroglialarda Bcl-2 diizeyinin oldukga diisiik oldugu goriildi. Boyama: Bcl-2
immunohistokimya, Bar: 20 pm.

Figiir 17: iskemi grubu beyin kesitinde Bcl-2 immunohistokimya. Dokunun genelinde Bcl-2
diizeyinin diisiik oldugu izlendi. Boyama: Bcl-2 immunohistokimya, Bar: 20 um.
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Figiir 18: Resveratrol grubu beyin kesitinde Bcl-2 immunohistokimya. Resveratrol tedavisi
uygulanan hayvanlarin beyin kesitlerinde Bcl-2 eskpresyonunun diisiik diizeyde oldugu
goriildi. Boyama: Bcl-2 immunohistokimya, Bar: 20 pm.

Figiir 19: Urapidil grubu beyin kesitinde Bcl-2 immunohistokimya. Noronlarda ve glia
hiicrelerinde genel olarak Bcl-2 diizeyi oldukga diigiik olmasina ragmen bazi néronlarda (ok)
Bcl-2 ekspresyonunun diger gruplara gore artis egiliminde oldugu goriildii. Boyama: Bcl-2
immunohistokimya, Bar: 20 um.
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Figiir 20: Resveratrol + Urapidil grubu beyin kesitinde Bcl-2 immunohistokimya. Bu
grubun Ozellikle 6demli ve hemorajik beyin doku alanlarinda noronlarda (ok) ve glia
hiicrelerinde (ok basi) Bcl-2 ekspresyonunda kismen artis oldugu goriildi. Boyama: Bcl-2
immunohistokimya, Bar: 20 pm.

Figiir 21: Kontrol grubu beyin kesitinde TNF o immunohistokimya. Bazi néronlarda (ok) ve
glialarda (ok basi) immunopozitivitenin kismen daha yogun oldugu izlenmesine ragmen bu
grubun noral hiicrelerinin (kalin ok) genelinde TNF o diizeyinin olduk¢a diisiik oldugu
goriildii. Boyama: TNF a immunohistokimya, Bar: 20 um.
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Figiir 22: Iskemi grubu beyin kesitinde TNF o immunohistokimya. iskemi grubu beyin
orneklerinde bazi noronlarda (kalin ok) diisiik diizeyde TNF a izlenmesine karsin 6zellikle
fokal 6demli (yildiz) ve serebral hasarin yogunlagtig1 alanlarda bulunan néron (ok) ve glia
hiicrelerinde (ok basi) TNF a ekspresyonunda artis oldugu goriildii. Boyama: TNF a
immunohistokimya, Bar: 20 pm.

Figiir 23: Resveratrol grubu beyin kesitinde TNF o immunohistokimya. Bu grubun beyin
kesitlerinde hasar izleri izlenen ve normal morfolojinin oldugu biitiin alanlarda TNF o
diizeyinin ndronlarda (ok) ve ndroglialarda (ok basi) azalmig oldugu ayrica noral hiicrelerin
bir kisminda (kalin ok) kontrol grubuna yakin diizeyde TNF a varlig1 izlendi. Boyama: TNF
o immunohistokimya, Bar: 20 pm.
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Figiir 24: Urapidil grubu beyin kesitinde TNF o immunohistokimya. Noronlarda (ok) ve
glia hiicrelerinde (ok basi) yogun TNF o mevcudiyetinin yani sira bazi ndral hiicrelerde
(kalin ok) TNF o ekspresyonunun diigiikk diizeyde oldugu goriildii. Boyama: TNF «
immunohistokimya, Bar: 20 pm.

Figiir 25: Resveratrol + Urapidil grubu beyin kesitinde TNF o immunohistokimya.
Noronlarda (ok) ve glia hiicrelerinde (ok basi) ¢ok diisiik diizeyde TNF o eksprese edildigi
bunun yani sira noral hiicrelerin genelinde (kalin ok) kontrol grubuna benzer diizeyde TNF a
varlig1 goriildii. Boyama: TNF o immunohistokimya, Bar: 20 pm.
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6. TARTISMA

Inmelerin yaklasik olarak %88’ini iskemik inmeler olusturur. Iskemik
inmelerin de yaklagik olarak %70’ ini orta serebral arter(MCA) tikanikligina
bagli gelisir. Biz de ¢alismamizi orta serebral arter okliizyonu (MCAo) modeli
iizerinde gerceklestirdik. Iskemik inmede tedavinin ana hedefi penumbradir.
Ciinkii bu alanin hipoperfiizyonu diizeltildigi taktirde penumbradaki hiicreler
fonksiyonlarin1 geri kazanabilirler. Bu amagla giinlimiizde néroptoteksiyon ve
rekanalizasyon tedavileri 6ne c¢ikmaktadir. Akut iskemik inme tedavisinde
rekombinant doku plazminojen aktivatorii (rtPA) ile tromboliz onaylanan tek
medikal tedavi yontemidir. rtPA’ nm iskemik inmede ilk 4,5 saatte
yapilabilmesi nedeniyle hastalarin ancak %5‘inde kullanilabilmektedir(64).
Bu nedenle kullanimi daha genis olan tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Calismamizda sempatolitik bir antihipertansif olup ayni zamanda al-
adrenoseptor antagonisti olup 5-HT1A reseptor agonisti olarak aktivite
gosteren urapidil ve daha onceden antioksidan Gzellikleri kaintlanmis olan
resveratroliin tek basina ve kombineli terapdtik etkisini arastirdik.

Serebral iskemide klinik yaklagimlar yetersiz kaldigindan farkli tedavi
yontemleri arastirilmig  ancak optimal bir tedavi protokolii heniiz
gelistirilememistir. Bugiine kadar yapilan farkli tedavi aragtirmalar1 konunun
Onemini ortaya koymakta ve bu c¢aligmalarm biiyiik bir kism1 serebral iskemi
reperfiizyon hasaria kars1 fitoterapotik ya da sentetik kimyasal bilesenlerin
koruyucu etkisini arastirmigtir. Beyin iskemisinde medikal tedavi
stratejilerinin ~ gelistirilmesine yonelik ilk ¢alismalar olduk¢a eskilere
dayanmaktadir. Yakin gegmiste Vakili ve ark.’mmn yapmis oldugu bir
calismada dogal bir karotenoid bilesen olan krosin’in serebral iskemide
koruyucu etkisi arastirilmis ve arasgtirmacilar bu ¢alismada krosin’in diisiik
dozlarda dahi beyinde iskemiye bagli olusan oksidatif stresi azalttigi ve
enfarkt hacmini kiiciilttigiinii raporlamislar(65). Xue ve ark.’larinin yaptigi
bagka bir arastirmada ise takviye besin gidasi seklinde ticari olarak iiretilen ve
astaksantin’in ratlarda tekrarli serebral iskemi ve reperfiizyon iizerindeki
koruyucu etkisi arastirilmistir. Bu arastirmada ratlarin tekrarli serebral iskemi

reperfiizyona maruz kalmas: halinde kognitif fonksiyonlarin bozuldugu,
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dokularda oksidatif stresin sekillendigi, néronlarin ultrastriiktiirel yapilarinda
bozulmalar ve sinir doku hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimiiniin gerceklestigi
belirtilmistir. Bu c¢alismada astaksantin tedavisi uygulanan hayvanlarda
patolojik degisikliklerin ve kognitif bozukluklarin anlamli derecede ortadan
kalktig1 gdsterilmistir(66). ilagla iskemi-reperfiizyona bagl beyin ve noral
hasar1 ortadan kaldirmak i¢in yapilan calismalarin sayisi oldukca fazladir.
Bunlardan bir tanesi de Peerless ve ark. tarafindan yapilan serebral iskemi
hasarinda Fluosol-DA olarak tanimlanan perflorokarbon bazli sentetik oksijen
ve karbondioksit tasiyici sentetik kan kullanilmistir(67). Arastirmacilar bu
calismada beyin iskemisi olusturduklar1 hayvanlarda Fluosol-DA’nin iskemik
beyin hasarini azalttigin1 kanitlamiglar. Arastirmacilar ayrica bu bulgularin
Fluosol-DA’nin iskemik vaskiiler yapilarin disindaki mikrovaskiiler yapilarin
aktivitesini arttirarak beyni korudugunu oOne siirmiistir. Miao ve ark.
tarafindan yapilan baska bir serebral iskemi reperfiizyon hasar ¢alismasinda
klorojenik asidin  fokal serebral koruyucu etkisi arastirilmistir(68).
Arastirmacilar bu ¢alismanin sonucunda klorojenik asidin inflammatuvar ve
hipoksik faktorler ile sinir biiylime faktorleri tizerinden fokal serebral hasari
ortadan kaldirdigin1 géstermistir. Miao ve ark. bu ¢alismada hipotezlerini her
ne kadar hipoksik ve inflammatuvar belirtecler lizerinden gelistirmis olsa da,
yapilan ¢aligmalar genellikle beyin iskemisinde vaskiiler sistemin
desteklenmesi, iskemik bolgeye oksijenin ulagsmasi ve metabolik atiklarin
bolgeden uzaklastirilmasi stratejisine dayanmaktadir. Bu nedenle beyin iskemi
ve reperflizyon hasariyla ilgili yapilan son donem arastirmalari genellikle
vasodilatator potansiyeli olan, mikrovaskiiler yapilar iizerinden iskemik alanin
oksijenizasyonunu amaglayan ¢aligmalar olmustur(69). Zhao ve ark. yaptiklar
bir caligmada Bcl-2°nin asir1 ekspresyonu iskemik hasara karsi koruyucu
oldugunu sitokrom ¢ ve kaspaz 3'i inhibe ettigini ancak Bax ekspresyonunu
etkilemedigini gostermislerdir(70). Linnik ve ark. serebral kortekse Bcl-2
enjekte edildikten 24 saat sonra MCA ve ayni taraf karotis kommunis kalici
olarak okliide etmistir. Okliizyondan 24 saat sonra trifeniltetrazolyum kloriir
ile boyanarak iskemik alanlar gosterilmis. Sonug¢ olarak egzojenik Bcl-2’nin

dahi noronlar iskemiye karsi korudugunu gosterilmistir(71). Hou Y ve ark.
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yaptiklar1 bir c¢alismada MCAo modelinde resveratroliin noroptotektif
oldugunu gostermislerdir. Bu c¢alismada Hou Y ve ark. Western blot
yontemini kullanarak Bax ve kaspaz 3’lin 6onemli Ol¢lide diistiiglinii Bcl-2
ekspresyonun ise arttigini géstermislerdir. Apoptotik hiicreleri géstermek igin
apoptotik hiicrelerdeki DNA fragmantasyonlarini tespit etmek icin TUNEL
Assay yontemi kullanilmaktadir. Hou Y ve ark.’nin bu deneyi sonucunda
iskemi grubunda ¢ok sayida TUNEL pozitif néron varligi gosterilmis, buna
karsin iskemi sonrasi resveratrol verilen grupta ise TUNEL pozitif néron
sayisinda anlamli azalma oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular resveratroliin
serebral iskemide apoptozu inhibe ettigini gostermistir(72). Yaptigimiz
literatiir taramasinda resveratrol’iin serebral iskemi / reperfiizyon hasarina
karst koruyucu olabilecegine yonelik bazi sonuglara ulasmis olsak ta bir
sempatolitik bir antihipertansif olup vazodilatator aktivitesi olan urapidil’in
serebral iskemi/reperfiizyon hasarina etkisini arastiran bir calismaya
ulagamadik. Daha 6nce Sinha ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada MCAO0
modeliyle serebral iskemi olusturup hayvanlara 21 giin resveratrol tedavisi
verilmig. Arastirmacilar bu ¢alismanin sonucunda resveratroliin serebral
iIskemi — reperfiizyonun neden oldugu doku lipid peroksidasyonunu hafiflettigi
ve beyin hasarini azalttigini ortaya koymuslar. Her ne kadar urapidil serebral
iskemi reperfiizyon caligmalar1 olmasa da ratlarda yapilan akut over
torsiyon/detorsiyon sonrasi tek doz urapidil tedavisi sonucunda hiicre hasarina
neden olan reaktif oksijen radikallerini(ROS) azaltip ROS’a karsi koruyucu
olan siiperoksit dismutaz(SOD) ve antioksidan sistemi temsil eden total
antioksidan durum(TAS)’u artirarak torsiyon/detorsiyon hasarina karsi
yumurtaligt koruyucu etkisinin oldugu ¢alismalarda gosterilmistir(73).
Mustafa can giiler ve ark. farelerde bilateral ovaryan arter ve venler, fallop
tiipleri ve overleri saat yoniinde 360 derece dondiiriip torsiyone edip
mikrovaskiiler klemplerle kan akigint 3 saat durdurdular. Daha sonra
detorsiyon periyodunda klempler acilarak kan akis1 saglandi. Detorsiyondan
hemen 6nce Smg/kg tek doz urapidil intraperitoneal yapildi. Urapidil yapilan
grupta ROS’un dolayli bir goéstergesi olan lipid peroksidasyon iiriinii olan
monoaldehit(MDA)’ ve total oksidan durum(TOS)’da azalma, SOD ve
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TAS’ta artis gozlendi(74).

Biz de literatiirde gordiigiimiiz bu bosluktan dolayt MCA0 modelinde
serebral iskemi-reperfiizyon hasarinda urapidilin tek basina ve resveratrol ile
kombine tedavisindeki etkilerini arastirdik. Calismamizda iskemi olusturup
ilag verilmeyen grupla iskemi sonrasi urapidil, resveratrol ve urapidil +
resveratrol verilen gruplari histolojik ve immunohistokimyasal ydnden
karsilastirdik.

Hematoksilen & eozin ile boyanan Iskemi grubunda kan beyin
bariyerinin yikildigi, ndéronlarda ve glial hiicrelerde piknotik cekirdeklerin
yogun miktarda oldugu goriildii. Ayrica yogun bir sekilde perindral 6dem de
izlendi. Iskemi grubunda ayrica fokal ve diffuz kanama alanlar1 da tespit
edildi. Resveratrol grubunda beyin korteksinde, néron ve glial hiicrelerde yer
yer izlenen piknotik ¢ekirdek goriintiisiine ragmen dokunun genelinde kontrol
grubuna yakin bir morfolojik goriintii izlendi. Noroglialar yine genel olarak
kontrol grubuna benzer sekildeydi. Urapidil grubu iskemi grubuyla
karsilastirildiginda subaraknoid kanama alanlar1 ve kan dokusunun yer yer
beyin dokusuna gociinlin azaldigi goriildii. Ayrica néron ve noroglialarda
gozlenen piknotik ¢ekirdekli hiicreler miktarinda belirgin bir azalma izlendi.
Bu grupta morfolojinin kontrol grubuna yakin bir goriintiiye sahip oldugu
goriildi. Sinir lifleri arasindaki 6demin iskemi grubuna kiyasla anlamli bir
sekilde azalma gosterdigi goriildii. Resveratrol ve urapidil kombine tedavisi
uyguladigimiz grupta subaraknoid kanama izlerinin neredeyse tamamen
ortadan kalktig1, beyin dokusuna gecen kan doku hiicrelerinin biiyiik oranda
ortadan kalktigi goriildii. Bu grupta néron ve ndroglialarda yer yer gozlenen
piknotik ¢ekirdekli hiicreler haricinde hiicrelerin ve morfolojinin kontrol
grubuna oldukg¢a benzer bir goriintiiye sahip oldugu goriildii.

Immunohistokimyasal incelemede antiapopitotik protein olan Bcl-2,
apopitoziste diinleyici enzim olan kaspaz 3 ve proinflamatuar sitokin olan
TNF-o diizeylerini inceledik. Kontrol grubunda néronlarda ve ndroglialarda
kaspaz 3, Bcl-2 ve TNF-o diizeylerinin oldukga diisiik oldugu gériildii. Iskemi
grubunda noronlarda ve ndroglialarda kaspaz 3 diizeyinin ¢ok yiiksek; Bcl-2
diizeyinin ise diisiik oldugu, TNF-a ekspresyonunda artis oldugu goriildii.
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Resveratrol grubunda néronlarda ve néroglialarda kaspaz 3 yogunlugu kontrol
grubuna daha yakin; Bcl-2 ve TNF-o eskpresyonunun ise diisiik diizeyde
oldugu goriildii. Urapidil grubunda kaspaz 3 yogunlugunun iskemi grubuna
gore azaldigr ancak fokal alanlarda bazi noronlarda ve glia hiicrelerinde
kaspaz 3 immunopozitifliginin yogun oldugu; Bcl-2 diizeyi genel olarak
oldukga diisiik olmasina ragmen bazi ndronlarda Bcl-2 ekspresyonunun diger
gruplara gore artis egiliminde oldugu goriildii. TNF-a diizeyi ndéronlarda ve
glia hiicrelerinde yogun olmasinin yami sira bazi néral hiicrelerde TNF-a
ekspresyonunun diisiik diizeyde oldugu goriildii. Resveratrol + urapidil
tedavisi uygulanan grupta dokunun genelinde noronlarda ve noroglialarda
kaspaz 3 diizeyinin kontrol grubuna ¢ok yakin oldugu; 6zellikle 6demli ve
hemorajik beyin doku alanlarinda Bcl-2 ekspresyonunda kismen artig oldugu;

TNF-a diizeyinin ise ¢ok diistik eksprese edildigi goriildii goriildii.

Bu bulgular degerlendirildiginde giiglii bir sempatolitik bir
antihipertansif olup ayni zamanda al-adrenoseptor antagonisti olup 5-HT1A
reseptor agonisti olarak aktivite gosteren vazodilatatdr olan urapidil’in tek
basma kullanilmasi iskemik inmeye karsi etkili olabilecegi ancak antioksidan
Ozelligi iyi bilinen resveratrol ile kombine bir sekilde kullanilmasiyla iskemik

inmenin medikal tedavisinde daha etkili olabilecegi sonucuna ulastik.
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7. SONUC

Orta serebral arter okliizyon(MCAo) modeli kullanilarak iskemi
olusturulan ratlarda literatiirde deneysel serebral iskemide koruyucu ortaya
konulan resveratrol ile giiglii bir sempatolitik bir antihipertansif olup
vazodilatator olan urapidil’in hem 6z hem de kombine tedavisindeki protektif
etkisini inceledik. Sonuc¢larimiz resveratroliin literatiire uyumlu sekilde
protektif bir bilesen oldugunu gostermektedir. Bunu saglarken giicli
antioksidan kapasitesinin oldugunu gostermektedir. Urapidil tedavisi
uyguladigimiz hayvanlarda da durum resveratrol grubuna benzer nitelikteydi.
Ancak her iki ilacin da uygulandigi gruptaki hayvanlarda ndroprotektif etki
¢ok daha basariliydi. Bu elde ettigimiz bulgular dogrultusunda resveratrol ve
urapidil’in kombine tedavisinin serebral MCAo olgularinda klinik miidahale
oncesinde destekleyici bir tedavi olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
Ancak her ne kadar elde ettigimiz bulgular gézle goriiliir bir koruyucu etkinlik
saglasa da deneysel ¢alismalarin klinige uyarlanabilmesi i¢in ¢ok daha fazla
sayida hayvanin ve c¢ok daha sayida dozun test edildigi yeni calismalara

ithtiya¢ duyulmaktadir.
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