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OZET

GIRIS VE AMAC: Bu ¢alismada serebral iskemi ve reperfiizyon beyin hasarma karsi

nikotinamid ve iskemik 6nkosullanmanin koruyucu etkilerini arastirmak amaglandi.

GEREC VE YONTEM: Otuz bes adet sican rastgele kontrol, onkosullanmali
iskemi/reperflizyon (IO0+IR), iskemi/reperfiizyon (IR), Onkosullamal
iskemi/reperfiizyon+nikotinamid (I0+iR+N) ve iskemi/reperfiizyon+nikotinamid
(IR+N) olarak bes gruba ayrildi. Serabral iskemi/reperfiizyon (SIR) bilateral kommon
karotis arter (KKA) okliizyonu ile saglandi. IO+IR ve IO+IR+N gruplarina iskemiden
30 dk once, 3 siklus 10 sn iskemi/30 sn reperfiizyon seklinde iskemik 6nkosullanma
(I0) sonrasinda 20 dk KK A okliizyonu uyguland:. iR grubuna 20 dk iskemi, IO+IR+N
ve IR+N gruplarina 500 mg/kg dozunda nikotinamid intraperitoneal verildi. 24 saatlik
reperfiizyon periyodunun ardindan hayvanlara norolojik degerlendirme ve dikey
cubuk testi uygulandi. Alinan kan ve beyin doku 6rneklerinde biyokimyasal olarak
Malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH) diizeyleri ve katalaz (KAT) aktivitesi
Olciildii. Histopatolojik degerlendirmelerde prefrontal korteks alanlarinda kirmizi

noron, sateliosis ve spongiosis oranlari belirlendi.

BULGULAR: SIR sonrast MDA diizeyleri hem serumda hem de beyin dokusunda IR
grubunda kontrol grubuna gére anlamli diizeyde artarken (p<0,05), beyin dokusunda
GSH ve KAT aktivitesinin azaldig1 goriildii (p<0,05). IR grubuna gore IR+N grubunda
beyin ve serumda MDA diizeylerinin anlamli olarak azaldig: goriildii (p<0,05). IO ile
beraber nikotinamid uygulamasi beyin dokusunda MDA diizeylerini anlamli olarak
azaltirken, GSH ve KAT aktivitesini artirdig1 bulundu (p<0,05). IR grubuna kiyasla
[O+IR, IO+IR+N, IR+N gruplarinda prefrontal korteks alanlarmin morfolojik ve
norolojik hasar boyutunun azaldig1 bulundu (p<0,05).

SONUC: Calisma sonuglar, iskemik Onkosullanma ile beraber nikotinamid

uygulamasinin serebral iskemi/reperfiizyon hasarini hafiflettigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Nikotinamid, Oksidatif stres, Onkosullanma, Serebral

iskemi/reperflizyon
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SUMMARY

Investigation of the Protective Effects of the Preconditioning and Nicotinamide
Against Brain Damage in with Rats Cerebral Ischemia-Reperfusion by Bilateral

Carotid Occlusion

INTRODUCTION AND AIM: The aim of this study was to investigate the protective
effects of nicotinamide and ischemic preconditioning against cerebral ischemia and

reperfusion brain damage.

MATERIALS AND METHODS: Thirty-five rats were randomly divided into five
groups (n=7) as control, preconditioning ischemia/reperfusion (IO+IR),
ischemia/reperfusion (IR), preconditioning ischemia/reperfusion+nicotinamide
(IO+IR+N) and ischemia/reperfusion+nicotinamide (IR+N). Cerebral
ischemia/reperfusion (CIR) was achieved by bilateral common carotid artery (CCA)
occlusion. CCA occlusion was applied to the IO+IR and 10+IR+N groups 30 minutes
before ischemia in the period of 10 seconds of ischemia and 30 seconds of reperfusion
for 3 cycles, 20 minutes after ischemic preconditioning. Ischemia was given to the IR
group for 20 minutes, and the IO+IR+N and IR+N groups were given nicotinamide at
a dose of 500 mg/kg intraperitoneally. After the 24-hour reperfusion period, the
animals were subjected to neurological evaluation and vertical rod test.
Malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH) levels and catalase (CAT) activity were
measured in blood and brain tissue samples. In histopathological evaluations, the rates

of red neuron, sateliosis and spongiosis were determined in the prefrontal cortex areas.

RESULTS: After CIR, MDA levels in both serum and brain tissue increased
significantly in the IR group compared to the control group (p <0.05), while GSH and
CAT activity in brain tissue decreased (p <0.05). MDA levels in the brain and serum
were found to be significantly decreased in the IR+N group compared to the IR group
(p <0.05). Nicotinamide administration together with 10 significantly decreased MDA
levels in brain tissue, while increasing GSH and CAT activity (p <0.05). Compared to

the IR group, it was found that the morphological and neurological damage size of the

Xiv



prefrontal cortex areas decreased in the in the 10+IR, I10+IR+N, and IR+N groups (p
<0.05).

CONCLUSION: Study results show that nicotinamide administration with ischemic

preconditioning attenuates cerebral ischemia / reperfusion injury.

Keywords: Cerebral ischemia / reperfusion, Nicotinamide, Oxidative stress,

Preconditioning
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1. GIRIS ve AMAC

Bir organa saglanan kan akiminin biiyiik 6l¢iide azalmasi veya kesilmesine iskemi,
bunu takiben kan akisinin yeniden saglanmasina reperfiizyon denir (DeGracia 2017).
Iskemik inme, diinya ¢apinda hem &liimiin hem de engelliligin en biiyiik nedenlerinden

biridir (Yaidikar, Byna and Thakur 2014).

Serebral iskemiyi takiben kan dolasiminin azalmasi sonucunda birgok immiinolojik ve
biyokimyasal reaksiyon meydana gelir (Ozdemir et al 2013). Iskemik beyin hasarmin
mekanizmasi karmagik olup, ¢ok sayida ¢alismada enerji tilkenmesi, asidoz, serbest
oksijen radikallerinin olusmas1 ve Ca** nin asir1 yiiklenmesini icerdigi gosterilmistir
Bununla birlikte inflamatuar sitokin hasari, kan beyin bariyerinin (KBB) bozulmast,
eksitator aminoasitlerin (EAA) toksik etkilerinin siirecte rol oynadigi gosterilmistir (Li
et al 2019a, Guo et al 2012, Kumar et al 2019, Thong-Asa and Bullangpoti 2020, Xie,
Wang, Li, Yang and Liang 2017). Iskemiyi takiben reperfiizyon, dokularda daha ciddi
hasara neden olabilir. Reperfiizyon, baslangigta hastalarin durumlarini iyilestirip
enfarktiis hacmini de azaltabilir, ancak uzun bir iskemi periyodundan sonra meydana
gelen reperfiizyon, enfarktiis hacminin artmasina neden olabilir ve iskemiden kaynakli
hasar1 daha da arttirabilir (Shu et al 2018). Dokuda iskemi-reperfiizyon (IR) hasar
reperfiizyondan sonra meydana gelir. Birgok ¢aligma, IR hasarinin enerji metabolizma
eksikligine, glutamat/nérotoksin salimimina, inflamasyona, oksidatif strese ve
apoptoza neden olabilecegini bildirmektedir (Li et al 2019a, Shen et al 2004, Kumar
etal 2019). Bu durumlarimn yaninda serebral iskemi reperfiizyon (SIR) hasarinin altinda

yatan mekanizma hala tam olarak agiklanamamistir (Guo et al 2019).

SIR hasart ile ilgili olarak yapilan cogu klinik ve deneysel ¢alismalarda reaktif oksijen
tirevleri (ROT) diizeylerinin arttig1 ve antioksidan enzim kapasitelerinin azaldigi
tespit edilmistir (Della-Morte et al 2012, Zhai et al 2017). SIR uygulanan hayvanlarmn
beyin dokusunda hiicresel antioksidanlardan glutatyon (GSH) ( Shi, Yang, Tu, Chen
and Wang 2013) siiperoksit dismutaz (SOD) ( Ungerstedt, Blomback and Séderstrém
2003) ve katalazin (KAT) 6nemli 6l¢lide azaldigi ve lipit peroksidasyonunun son

iriinii olan ve oksidatif hasar belirteci olarak kullanilan malondialdehit (MDA)’i



arttig1 gosterilmistir (Yang, Weian, Susu and Hanmin 2016, Tang et al 2011, Sharma
et al 2014, Thong-Asa and Bullangpoti 2020, Caliskan, Mogulkoc, Baltaci ve Menevse
2016). Iskemik onkosullanma da bu durumlarin tersine, KAT, SOD gibi baz1

antioksidan enzimleri korumaktadir (Cuomo et al 2015).

Nikotinamid viicutta depolanmayan 6nemli bir vitamin olan Vitamin B3’iin amid
tiurevidir (Chen and Damian 2014). Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD")’in
biyokimyasal dnciisii olup bir Poli (ADP- Riboz) Polimeraz (PARP) inhibitoriidiir
(Alenzi 2009). Nikotinamidin hem iskemik hem de travmatik beyin hasarinda
meydana gelen patofizyolojik siireglere kars1 koruyucu etkileri oldugu bildirilmektedir
(Hoane, Kaplan and Ellis 2006). Antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleri var oldugu
ve iskemik dokuda enerji statiisiinii iyilestirebilecegi gosterilmistir (Alenzi 2009,
Villeda-Gonzalez et al 2020). Ayrica yapilan ¢alismalarda néroprotektif etkilerinin var
oldugu gosterilmistir (Fricker, Green, Jenkins and Griffin 2018). Nikotinamidin
kullanildigr bir hipoksik iskemik beyin hasar1 calismasinda, nikotinamidin
muhtemelen oksidatif stresi hafifleterek beyin hasarini azalttig1 bildirilmistir (Bogan
and Brenner 2008). Baska bir ¢alismada, serebral iskemi hasarinda noronal hiicre
Olimiiniin ~ 6nlenmesine katkida bulundugunu bildirmislerdir (Koh 2013).
Nikotinamidin serebral iskemi uygulanan hayvanlarda MDA diizeylerini, Nitrik Oksit
(NO) tiretimini azaltti§1 ve beyin infarktini1 hafiflettigi, SIR hasar1 sonrasi azalan

GSH’nin 6nemli diizeyde arttig1 gosterilmistir (Chen et al 2012, Chang et al 2002).

Iskemik ©6nkosullanma (IOK), kisa siireli 6liimciil olmayan iskemiyi takiben
reperfiizyonun gelismesi ve sonrasinda da olabilecek dliimciil iskemik olaylara karsi
dokunun direncini arttirdig1 6ne siiriilen bir fenomendir (McDonough and Weinstein
2016, Pérez-Pinzon 2004). Bu fenomenin iskemik tolerans olusturdugu ve
noroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (Kim et al 2017). Koruyucu
mekanizmasinin, olusan inflamasyonu azaltmasini ve antiinflamatuar sitokinleri
arttirmasini igerdigi bildirilmistir (Koch, Della-Morte, Dave, Sacco and Perez-Pinzon
2014). Ayrica IOK uygulamasi sirasinda siiperoksit anyonlarinin olusumu daha sonra
meydana gelecek iskemik tolerans i¢in gerekli oldugu bildirilmistir. Bu duruma kars1
iskemik toleransin reaktif oksijen tiirevlerine (Della-Morte et al 2012) kars1 savunma

mekanizmalarin1 harekete gegirmesi ve 6zellikle antioksidan enzim aktivitelerini up-



regiile ettigi yapilan bazi ¢aligmalarla varsayilmaktadir (Obrenovitch 2008). Ayrica
serebral IOK nin total antioksidan seviyesini énemli dlgiide yiikselttigi bildirilmistir

(Altintas, Kumas ve Altintas 2016).

Klinik ve deneysel ¢alismalar, IOK’nin hedef dokuya uygulanmasiyla beraber, hedef
dokuya uzak organlara da uygulanmasinin, ilerleyen dénemlerde hedef dokunun
sonradan maruz kalacagi iskemik hasarlara karsi direng gelistirebilecegi de
gdsterilmistir. Bu bulgu klinik agidan oldukga dnemlidir. Uzak iOK, basta kalp dokusu
olmak iizere, beyin, bobrek, karaciger, bagirsaklar gibi IR ’ye maruz kalan organlarda
olusabilecek hasar1 ve birgok yan etkiye sahip ila¢ kullanim gerekliligini ortadan
kaldirma potansiyeline sahip basit ucuz ve etkin bir metot olarak gibi gériilmetedir.
Ancak literatiirde yapilan deneysel hayvan ¢aligmalar da IOK’nin etkili oldugu
gosterilmesine ragmen, sinirli sayida hasta ile yapilan klinik ¢aligmada bobrek ve
akcigerlerde koruyucu etkiye sahip olmadig: ileri siiriilmektedir. Klinik ¢aligmalarin
az olmasma karsin, IOK nin iskemi reperfiizyon hasarini azaltma konusunda umut
veren deneysel calismalar, IOK’nin organ transplantasyonunda uygulanabilecegini

distindiirmektedir (Umuroglu, Cormal and Cinel 2012).

Serebral iskemide ndroprotektif tedavinin amaci, iskemi-reperfiizyon hasarma bagl
fizyopatolojik siireclere etki gostererek hiicre hasarini azaltmasi hedeflenmektedir. Bu
nedenle bu c¢alismada, serebral iskemi reperfiizyon hasarina karsi daha dnceki bazi
caligmalarda antioksidan ve noroprotektif etkilerinin var olabilecegi gosterilen
nikotinamid ve iskemik 6nkosullanmanin birlikte kullaniminin etkilerinin arastirilmasi

amagclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. BEYIN ANATOMISIi VE FiZYOLOJiSi

Kafa boslugu igerisinde yer alan beyin, viicutta bulunan yaklasik 100 trilyon hiicrenin
hemen hemen 100 milyarina sahip olan en 6nemli organlardan biridir. Agirlig
yaklasik 1400 gramdir. Beyin, anatomik olarak on beyin, orta beyin ve arka beyin
béliimlerinden olusur. On beyinde, serebrum, diensefalon, talamus, hipotalamus ve
limbik sistem yer alir. Arka beyin, medulla spinalisin uzantist gibi olup beyin sap1
olarak anilan orta beyin, pons ve medulla oblangatadan olusur. On ve arka beyin
arasinda yer alan orta beyin gérme ve isitme sistemlerinin ara duragidir. Bu duyular
ile ilgili refleks hareketlerin merkezlerini igerir. Omurilikle kesintisiz devam eden
ensefalon, meninksler, beyin omurilik sivis1 ve kafatasi ile ¢evrelenerek korunmustur.
Beyin ve omurilik meninks olarak bilinen distan i¢e dura mater, araknoid mater ve pia
mater olmak iizere 3 zarla korunmus halidir. Dura mater, kafatasi kemiklerinin ig
ylizeyine tutunur; araknoid mater bag dokusundan meydana gelmistir ve pia mater ise

en ince zardir (Yildirim 2015, Ziylan 2019, Aktiimsek 2015).

Metabolik atiklarin uzaklastirilmasi ve sinir dokusunun beslenmesi i¢in merkezi sinir
sisteminin (MSS) kanlanmasi ¢ok dnemlidir. Beyin aerobik glikoz metabolizmasiyla
beslenir ve beyinde glikoz deposu olmadigi i¢in zengin damar yapisiyla beslenmenin
devami saglanir. Metabolik olarak viicutta en aktif organ olan beyin, kalp debisinin
yaklasik %15°1 ile tiim viicudun kullandig1 oksijenin %20’sini alir. Tiim beyninde 10-
20 saniye boyunca kanlanmanin durmasina miiteakip biling kaybolur. Sistemik kan
basincindaki dalgalanmalar, beyindeki otoregiilasyon mekanizmasi tarafindan
diizeltilerek beynin beslenmesinin kan basincindaki bu dalgalanmalardan
etkilenmesinin oniine gegilir. Beynin herhangi bir nedenle oksijen/glikozdan mahrum
kaldig1 durumlarda faaliyetleri engellenir. Herhangi bir nedenden 6tiirii beyni besleyen
arterlerde bir tikanma meydana gelirse bu durum serebral iskemiye yol acar ve inme
durumu olusur (Gould and Fix 2018, Yildirim 2015, Yildirim 2014, Aktiimsek 2015,
Ziylan 2019).



2.1.1. Beyin Anatomisi

Beyni olusturan sag ve sol yarim kiirelere beyin hemisferleri denir. Her bir beyin
hemisferinde gri cevher ve beyaz cevher tabakasi yer alir. Gri cevher tabakasi
(pallidum) iki alana yerlesmis olarak bulunur. Beyaz cevher tabakasi, gri cevherdeki
noronlarin uzantilarindan olusmus olup substantia alba olarak isimlendirilir (Kiray
2014). Beyin, yiizeyindeki baz1 biiyiik oluklarla hemisferler temporal, paryetal, frontal
ve oksipital loblara ayrilmistir (Resim 1) (Snell 2004).

Frontal lobda, viicudun her boliimiindeki kaslar1 innerve eden farkl: sinir hiicrelerini
bulunduran primer motor korteks, farkli merkezlerden gelen uyarilar1 toplayarak
hareketin planlanmasini gergeklestiren sekonder motor alan (premotor), goézlerin
istemli hareketini saglayan ve kortikal gorme merkezi ile baglantili frontal géz alanm
ve kisilik merkezini bulunduran prefrontal korteks yer alir (Arifoglu 2019, Ziylan
2019, Koylii 2019).

Paryetal lobda, primer somatik duyu merkezi, duyu hafiza merkezi olarak da
adlandirilan yardimci (assosiasyon) somatik duyu merkezi ve tat, okuma-yazma,
konusulan1 anlama merkezleri bulunur. Oksipital lobda, primer gérme merkezi ve
buranin ¢evresine yerlesmis ve goriinen objelerin hatirlanmasinin saglayan sekonder
gorme alanlar1 bulunur. Temporal lobda, primer isitme merkezi ve bu merkezin hemen
arkasinda isitileni anlama merkezi olan seconder isitme merkezi, okunulan ve
konusulan seylerin anlanmasin1 saglayan dominant hemisferde var olan seconder
konusma merkezi (wernicke alani=sensorial konusma merkezi), koku, hafiza ve limbik

sistem ile ilgili merkezler bulunur (Arifoglu 2019, Ziylan 2019, Koyli 2019).



(Premkumar 2015)

Resim 1: Beynin loblar1 ve bolgeleri

2.1.2. Beynin Kanlanmasi

Beyin ileri derecede dallanmaya sahip arterlerle oldukca yogun sekilde beslenen bir
organimizdir. Beynin beslenmesi, aralarinda kompleks bir anastamoz(Willis poligonu)
meydana gelen, internal karotis arter (IKA) ve iki vertebral arter tarafindan saglanir
(Yildirim 2016).

Bas ve boyun kanlanmasi karotis magistrali ile saglanir. Karotis magistralinin
baslangici kommon karotis arter (KKA)’dir. KKA, tiroid kikirdagimin iist kenari
hizasinda (C4 diizeyi) eksternal karotis arter (EKA) ve IKA olarak iki ug dala ayrilir.
EKA boyun ile basin kafatas1 disinda kalan yapilarin1 kanlandiran 9 dala ayrilir. IKA,



temporal kemikteki karotis kanaldan gegerek kafa bosluguna girer. Kafa boslugunda
birgok kii¢iik dallar yaninda orta serebral arter (OSA) ve anterior serebral arter (ASA)
u¢ dallarmi verir. OSA ve ASA, baziler arterin iki dali (posterior serebral arter (PSA)
sag ve sol) ile birleserek beyin kanlanmasinda biiyiik 6neme sahip olan Willis
poligonunu (sirkulus arteryozus serebri) olustururlar. ASA, paryetal ve frontal loblarin
i¢ yan yiizlinlin, OSA ise beynin dig yiiziiniin biiyiik bir boliimii ile bazal gangliyonlar,
talamus ve kapsula internanin kanlanmasinmi saglar. IKA arkusunun konveks 6n

kenarindan ¢ikan oftalmik arter orbitaya gider (Yildirim 2015).

Internal Karotid Sistem: Beyne 350 ml/dak kan saglar. Onemli dallar1 olan posterior
kommunikan arter (PKA), willis poligonu olusumuna katilir. ASA, esas olarak
serebral hemisferin i¢ yiiziinii besler, lezyonlarinda alt extremite hemiparezisi ve
mesane disfonksiyonu ortaya ¢ikar. OSA, en biiyiik terminal dal olup hemisferin dis
yiiziinii besler, serebrovaskiiler anevrizma (SVA-inme) olgularinin %90’ indan
sorumlu arterdir. Lezyonlarinda hemiparezi ve afazi ortaya cikar (Yildirim 2015,

Hayran ve llgaz 2014).

Vertebrabaziler Sistem: Beyne 50-100 ml/dak kan saglar. Vertebral arter,
pontomediiller birlesekte karsi esi ile birleserek bazilar arteri olusturur. Seyri boyunca
inferior anterior serebellar arter (IASA), siiperior serebellar arter ve arteri pontis
dallarin1 veren bazilar arter, sag ve sol PSA’y1 vererek sonlanir. Her bir PSA, oksipital
lobun i¢ yan ve alt yiizii ile temporal lobun alt yiiziinii besleyen dallar verir.

Lezyonlarinda hemianopsi ve hemihipoestezi ortaya ¢ikar (Yildirim 2014, Yildirim
2015).

Sirkulus Arteryozus Serebri: Beyin ve omuriligi besleyen atardamarlar “end arter”
ozelligindedir ve bu nedenle tikandiklarinda ilgili bolim olir (infarkt). Bununla
beraber internal karotid ve vertebrobaziler sistemler arasinda Willis poligonu olarak
adlandirilan (sirkulus arteryozus serebri) bir baglant1 halkasi mevcuttur. Iki sistem
arasindaki baglantiy1 PKA, sag ve sol karotid sistem arasindaki baglantiy1 ise anterior
kommunikan arter ile saglanir. Bu iki sistem ile beyne gelen kan Willis poligonu
sayesinde sag ve sol beyin hemisferlerine esit basingli olarak dagilir. Kortikal ve

santral dallar buradan ¢ikarak beyni beslerler (Yildirim 2015, Hayran ve Ilgaz 2014).



Beyin Venleri: Beyin, diger organlardan farkli bir vendz drenaja sahiptir. Arterlerin
yandag venleri bulunmaz. Yiizeyel ve derin venler seklinde seyrederler. Bu venlerde
kapak¢ik bulunmaz ve subaraknoid aralikta seyrederler. Ven6z kan dnce siniislere

acilir ve internal jugular ven ile kalbe ulasir (Arifoglu 2019).

2.2. iISKEMIi VE REPERFUZYON

Dokuya ulasan kan akimimin mekanik bir nedenle veya damarda olusan bir pihti ile
engellenmesi sonucu dokunun kan akimi ihtiyacinin kargilanmamasi iskemi olarak
tanimlanir (Herbert et al 2001). Bu durum meydana geldiginde hiicresel disfonksiyonla
baslayip hiicre 6liimiine kadar neden olan bir¢ok kimyasal olay indiiklenir. Hiicrenin
yasami i¢in gerekli olan homeostazin bozulma durumu ve hiicre 6limiine sebep
olabilecek kimyasal siirecler hiz kazanir. Oksidatif fosforilasyonda kayip ve adenozin
trifostat (ATP) azalmasiyla beraberinde asidoz, kromatin kiimelesmesi gibi olaylar
plazma membraninda degisimlere yol acar ve bu degisimler hiicresel iyon dengesini
bozar. Hiicre i¢ine Na™ iyonuyla beraber su girerken K* iyonunun interstisyuma gegisi
gerceklesir. Hiicre igerisinde, artan Ca?* iyon konsantrasyonu mitokondri
fonksiyonlarimi bozar. Hiicresel kompartmanlarin dagilmasi, endoplazmik retikulum
(ER) vezikiillenmesi, enzim ve protein kayiplari, lizozomlarin patlamasi, membran
biitiinligiiniin bozulmasi sonucunda otoliz ve hiicre 6limii meydana gelir (Liao, Chen,

Raung, Kuo and Chen 2001, Sugawara et al 2004).

Dokuya kan akiminin ulagsmasina engel ortadan kalktiktan sonra kan akiminin yeniden
saglanmasina ise reperfiizyon denir. Reperfiizyon, iskemiden sonra tedavinin birincil
amaci olup iskemi durumunda ortaya ¢ikan toksik maddelerin uzaklastirilmasini ve
enerji gereksiniminin tekrar karsilanmasini saglar. Ancak reperfiizyonla beraber kan
akiminin yeniden saglanmasi sonucu, dokudaki hasar daha fazla artabilir
(Slegtenhorst, Dor, Rodriguez, Voskuil and Tullius 2014, Yang et al 2016). Dokuya
tekrar oksijen desteginin saglanmasiyla sisteme aniden asir1 miktarda giren oksijen,
ROT olusumuna neden olmaktadir. Hiicrelerde serbest radikallerin birikimi sonucu,

lipit peroksidasyonunun bir iriini olan MDA birikmektedir. MDA hiicre



membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz
baglanmasina yol acarak iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi
olumsuz sonuglara neden olmaktadir (Wang, Ren, Zhang, Lu and Chen 2018, Mercan
2004).

Iskemi ve reperfiizyon boyunca ROT’larin ve reaktif azot tiirevlerinin (RAT) asir1
tiretimi, EAA toksisitesi ve inflamatuar reaksiyonlar, inmenin neden oldugu ndronal
hasarin sebeplerindendir. Reperfiizyon, deoksiribo niikleik asit (DNA), lipitler ve
proteinlerin oksidasyonuna neden olan hidrojen peroksit (H202) gibi serbest oksijen
radikallerinin asir1 iiretilmesinde bir uyarici oldugu gibi oksidatif stres i¢in de oncii
oldugu diistinilmektedir. Ayrica iskemi ve reperfiizyon apoptoz, nekroz, bilylimenin
durmas1 ve hiicre ¢ogalmasini da tetikleyebilir. Bunun icin ROT un SiR’de ndron

hasarmin ana nedeni olduguna inanilmaktadir (Li et al 2019b).

2.3. SEREBRAL ISKEMI VE REPERFUZYON

Beyin damarlarinin, herhangi bir nedenle tikanmasi, daralmasi veya kanin damar
disna c¢ikacak sekilde yirtilmasmi takiben meydana gelen klinik tabloya
serebrovaskiiler hastaliklar (SVH) adi1 verilir. Bu duruma stroke veya inme de denir.
Beyin, kisinin giinliilk yasantis1 i¢in hayati fonksiyonlar1 iistlendiginden dolay1
serebrovaskiiler olaylar, felg, biling bozuklugu, afazi ve denge bozuklugu gibi saglik

problemlerinin olugmasina neden olabilmektedir (Cai et al 2016, Ogul 2002).

Beyne giden arterlerden biri veya birka¢inin tikanmasi veya daralmasi sonucunda
hiicresel metabolizma icin gerekli olan oksijen ve glukozdan beynin mahrum
kalmasiyla meydana gelen duruma serebral iskemi, daha sonra bu blokaja neden olan
sebep ortadan kalkmasiyla beynin tekrar kanlanmasi ile olusan tiim duruma serebral
iskemi ve reperflizyon denir (Wanchao, Chen, Zhiguo, Futang and Mengmeng 2018).
Serebral iskemi sonrasi tedavi i¢in siklikla reperfiizyon kullanilsa da bu durumun
beyin bolgelerinde daha fazla hasara neden olabildigi de diistiniilmektedir (Li and Liu
2017).



Noronlar glikojen depolayamadigindan ve enerji eksikligi hizli gelistiginden dolay1
norolojik belirtiler saniyeler i¢inde olusur. Kan akimi hizlica diizeltilirse beyin dokusu
tamamen diizelebilir ya da gecici olarak belirtiler olusabilir. Beyin anatomisi ve damar
yapisinin karmasik olmasi nedeniyle inmenin klinik bulgular1 ¢ok fazla degiskenlik
gosterebilir. Beyne ulasan kan akiminin birka¢ saniyeden daha uzun siire azalmasi
durumunda serebral iskemi gelisir. Kan akimi birka¢ dakikadan daha uzun siireyle
bloke olmaya devam ederse infark veya Olim ortaya ¢ikar. Norolojik bulgu ve
belirtilerin 24 saati askin siire devam etmesi durumunda inme meydana gelir (Smith,

Johnston and Easton 2009).

2.4. INMENIN EPIiDEMIiYOLOJi

Inme, beyin infarkt1, intraserebral kanama ve subaraknoid kanama gibi alt tiplere sahip
klinik olarak tanimlanmis sendromdur. inmenin bu alt tipleri arasinda beyin infarkt1
%80, intraserebral kanama %15 ve subaraknoid kanama %35 oraninda goriiliir. inme
prevelansi tiim diinyada %0,6’dir (Coban 2015). Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’nde kalp hastaliklart ve kanserden sonra olimiin en 6nde gelen igiincii
nedenidir. ABD’de her yil yaklasik olarak 700,000 vaka meydana gelir ve bunlarin
600,000’e yakini iskemik lezyon, 100,000°e yakini ise hemorajik (intraserebral ve
subaraknoid kanama) kaynaklidir (Ropper, Samuels and Klein 2014).

Inme yalnizca gelismis iilkelerde degil ayn1 zamanda tiim diinyada &liimiin en énde
gelen {iglincii nedeni ve engelliligin ise en dnde gelen nedenidir. Norolojik hastaliklar
icerisinde en sik rastlanan hastaliktir. Ozellikle gelismis olan {ilkelerde ortalama yasam
siiresinin uzamasi inme goriilme sikligin1 da arttirmistir. Cilinkii yasla beraber inme
riski artmaktadir. Ancak son yillarda hipertansiyon gibi risk faktorleri ile savagsmak,
gelisen teknoloji ile goriintiileme yontemlerinin kullanimi nedeni ile erken ve dogru
tan1 koyma avantajlarinin yani sira yeni inme {linitelerinin olusmasiyla ve gelisen yeni
tedavi imkanlar1 sayesinde inme kaynakli 6liim oranlarinda azalma gortilmiistiir.
Ulkemizde kapsamli bir ¢alisma olmamasinin yaninda 1996 yilinda Tiirk Cok
Merkezli Strok Calismasinin sonuglart Tiirkiye’de niifusa oranlandiginda her yil
125,000 yeni inme vakasi oldugu ongdriilmekte ve 6lim oraninin ise %24 oldugu

diistiniilmektedir. Tiirk Cok Merkezli Strok Calismasinin sonuglarinda olgularin
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%71,2’s1 iskemik, %28,8’1 hemorajik nedenli bulunmustur. Bu oran batili iilkelerde
%85 iskemik ve %15 hemorajiktir nedenlidir. Ulkemizde SVH’lerin dnde gelen risk
faktori ise hipertansiyondur (Ogul 2002).

2019’da yayimlanan 2016 Global Hastalik Yiikii (GBD) verileri tiim yasam boyunca
insanlarin %25’inin inme gegirecegi bildirilmistir. Her y1l 9.6 milyon iskemik inme ve
4.1 milyon hemorajik inme vakasi olabilecegi tahmin edilmektedir. Bununla beraber
yiiksek gelirli tilkelerde yasa gore oranin sabit kalacagi ama orta ve az gelirli iilkelerde

bu insidansin artacagi ongoriilmektedir (Campbell and Khatri 2020).

2.5. INMENIN SINIFLANDIRILMASI

Inmenin patoljik alt tipleri vardir ve bunlar arasinda olan iskemik inmenin de etiyolojik
alt tipleri mevcuttur (Tablo 1) (Hankey 2017).

Tablo 1: inmenin Siniflandirilmasi

A. inmenin Patolojik Alt Tipleri

1.Iskemik inme

2.Hemorajik Inme
2.1.Subaraknoid Kanama

2.2 Intrakranial Kanama

B. Iskemik Inmenin Etiyolojik Siniflandirmasi
1.TOAST Simiflandirmasi
1.1.Biiyiik Arter Aterokslerozu (Emboli ve Tromboz)
1.2.Kardiyoembolizm (Yiiksek Risk/Orta Risk)
1.3.Kiigiik Damar Okliizyonu(Lakiin)
1.4.Belirlenmis Diger Etiyolojili inme
1.5.Etiyolojisi Belirlenmemis inme
2.ASCOD Siniflandirmasi
2.1.Ateroskleroz
2.2 Kii¢iik Damar Hastaliklar1
2.3.Kardiyak Patolojiler
2.4.Diger Nedenler
2.5.Diseksiyon

(Hankey 2017, Adams et al 1993, Amarenco et al 2013)
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2.6. RISK FAKTORLERI

Iskemik inme igin risk faktorleri ii¢ baslhkta incelenir. Bu faktdrler arasinda inmenin

en 6nemli risk faktorii yastir (Tablo 2) (Coban 2015).

Tablo 2: inmenin Risk Faktorleri

1.Degistirilemeyen Risk Faktorleri

e Yasg
o Irk
e Cinsiyet

e Soy Geg¢mis

2.Inme ile Iliskisi Kesin ve Degistirilebilen Risk Faktorleri
e Hipertansiyon
e  Kalp hastaliklari
o Diyabet
e Sigara
e  Yiiksek kan kolesterolii
e Orak hiicreli anemi
e  Obezite
e  Atriyal fibrilasyon
e Diyet
e  Fiziksel inaktivite

e  Menapoz sonrasi hormon tedavisi

3.Inme ile Qliskisi ve Degistirilmesinin Etkisi Kesin Olmayan Risk Faktorleri

Lipoprotein(a) yiiksekligi
e Migren

e  Alkol tiketimi

e Hiperkoagiilabilite

e  Uyku apnesi

e Inflamatuar siirecler

e Hiperhomosistinemi

(Coban 2015)
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2.7. SEREBRAL iSKEMI REPERFUZYON FiZYOPATOLOJIiSi

Normal fizyolojik kosullarda serebral kan akimi, saglikli bir erkek i¢in dakikada 54
ml/100 gramdir (Bambakidis, Wilson, Hu and Selman 2011). intrakraniyal damarlarin
akut tikanmasi o damarin besledigi beyin bolgelerinin kan akiminda azalmaya neden
olur. Dakikada serebral kan akimi seviyesinin yaklagik olarak 20 ml/100 g altina
diismesi, oksijenin serebral metabolizma oraninda azalma baslatir ve bu deger eger ki
birkag¢ saate kadar diizeltilirse serebral hiicrelerde iskemik doku nekrozu olmaksizin
iskemi gelisir. Eger dakikada 16-18 ml/100 g degerinin altinda diiserse 1 saat i¢ginde
serebral hiicrelerde iskemik doku nekrozu gelisir. Bu seviye, dakikada 10 ml/100 g
altina diiserse hiicre metabolizmasi ve fonksiyonlari ciddi sekilde etkilenir. Serebral
kan akimi, dakikada 5 ml/100 g altina diiserse noéronlar uzun siire yasayamaz. Serebral

kan akimindaki azalma sifira ulasinca 4-10 dKk igerisinde beyin dokularinda 6liime

neden olur (Caplan and Liebeskind 2016, Smith, English and Johnston 2013).

Arteryel kan akiminin engellenmesi sonucu olusan hipoksi, mitokondri elektron
tagima zincirinin disfonksiyonuna neden olur. Mitokondride azalmis olan ATP tiretimi
anaerobik metabolizmay1, Na*/K" pompasinin disfonksiyonunu ve ribozomlarin
ayrilmasini indiikler. Anaerobik metabolizma sonucu laktik asit birikimi metabolik
asidoza neden olur. Ek olarak, hiicre zarinda Ca?* pompasi (Ca?* ATPaz pompasi) ve
Na*/K*" pompasi (Na*/Ka" ATPaz pompasi) bozulabilir. Na*/K" ATPaz pompasinin
bozulmasi hiicre disinda K™ ve hiicre i¢cinde Na™ tutulmasina neden olur. Hiicre i¢i Na*
seviyesinin artmas1 Na*/H* pompasinin aktivitesini azaltir. Ayrica ER iizerinde Ca%*
pompasi (Ca?* ATPaz pompasi) Ca?* geri alimim simirlandirir. Hiicrede Na*, H* ve
Ca?" iyon birikimi sitoplazmaya su akisina ve hiicre sismesine yol agan
hiperosmolariteye neden olur. H" birikimi ¢ekirdek kromatinlerinin kiimelesmesine ve
enzim aktivitesinin bozulmasina neden olan selliiler pH’yi diisiiriir. Ribozomlarin
ayrigmasi sonucunda da protein sentezini azaltir (Wu et al 2018). Yani iskeminin akut
fizyopatolojisinde enerji eksikligi, ekstraselliiler Ca®" artis1, eksitotoksisite, serbest
radikallerin iretilmesi, inflamasyon, kan beyin bariyerinin bozulmasi ve hiicre 6liimii

hakimdir (Durukan ve Tatlisumak 2007).
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Daha sonra reperfliyon evresi kirmizi kan hiicreleriyle oksijen saglar. Buna paralel
olarak, ROT iiretimi iskemik dokuda antioksidan ajanlarin konsantrasyonlarinda
azalma oldugu i¢in asir1 artar. ROT endotelyal disfonksiyon, DNA hasar1 ve lokal
inflamasyona neden olan oksidatif stresi olusturur. inflamatuar kaskadlar ve oksidatif
stres sonug olarak hiicresel yapilara verilen hasarin neden oldugu hiicre 6liimii ile
sonuglanan bir sitokin firtinasini indiikler. Reperfiizyon asamasi dinamik olup birkag

giin boyunca siirebilir (Wu et al 2018).

2.7.1. iskemik Penumbra

Laboratuvar ve klinik c¢aligmalar, serebral kan akimi kesildiginde ndron
hasarlanmasimin bir spektrumunu agiklamiglardir. Etkilenen bolgede, iskemik
penumbra olarak bilinen elektriksel olarak sessiz ancak yasayabilir ndronlarin bir alani
tarafindan g¢evrelenen geri doniisiimsiiz hasarlanmis néronlarin bir ¢ekirdegi vardir.
Penumbral alanda serebral kan akim1 dakikada 10-20 ml/100 g olarak belirlenmistir.
Buradaki noronlarin net olmamakla beraber 4 saate kadar yasayabildikleri
diigiiniilnektedir. 1-2 °C viicut 1sisinin diismesi veya hiperglisemi bu durumu
hizlandiran etmenlerdendir. Belirtilen kritik saatler igerisinde serebral kan akiminin
tekrar saglanmasi, noronal defisiti minimalize edip ndéron yasaminin devam etmesini

saglayabilmektedir (Bambakidis et al 2011).

2.7.2. Enerji Eksikligi ve Asidoz

Beyin, enerji iiretmek i¢in oksidatif fosforilasyon gercgeklestirir ve oksijen ve glikozun
stirekli olarak istikrarli sekilde akimina ihtiya¢ duyar. Clinkii enerji depolamaya sahip
degildir ve sadece dakikadaki azalma bile yoksunluk olusturur. Beyin kan akiminin
azalmasinin ilk sonucu 6zellikle oksijen ve glikoz substratlarinin titkkenmesidir ve bu
anaerobik glikoliz tarafindan laktat artmasina neden olur (Durukan ve Tatlisumak
2007). iskemi boyunca artan anaerobik glikolizisin sonucunda artan laktat,
ekstraselliiler ve intraselliller pH diismesine neden olur ve asidoz olusur. Iskemi
boyunca asidotik durum endojenez antioksidan seviyesinde azalmaya yol agar (Tan,
Khurana, Benarroch and Meyer 2011). Asidoz hiicre i¢i protein sentezini olumsuz

etkileyen serbest radikal tiirlerini arttirabilir ve iskemik beyin hasarini daha da
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kotiilestirebilir. Ama asidozun zararli etkilerinin tam mekanizmasi hala tam olarak
bilinmemektedir. Enerji noksanligi, Na*/K* ATPaz ve Ca?*/H* ATPaz pompalarmin
pertiibasyonuna neden olur ve ek olarak Na*-Ca?" transportunu tersi yénde bozar.
Bunu takiben olusan iyon dishomeostazisi (intraselliiler Na, Ca%*, CI artis1 ve
ekstraselliiler K* artis1) sitotoksik ddeme neden olur ve hiicre i¢i Ca?" asiriliginin

tetikledigi olaylar meydana gelir (Durukan ve Tatlisumak 2007).

2.7.3. Eksitotoksisite

Beynin viicut agirligina gore oksijen tliketimi oldukga yiiksektir ve mitokondriyal
elektron tagima zincirini koruma yoluyla yeterli ATP iretilmeli ve iyonik
dalgalanmalar restore etmelidir. Hiicresel diizeyde iskemi, 2 dakika igerisinde ATP
sentezi ve oksidatif fosforilasyonun bozulmasina neden olur. Bu durum hiicreye Na*
girisi, ekstraselliiler bosluga K™’ nin salinmasi plazmada membran depolarizasyonuna
neden olan Na'/K* ATPaz pompasini olumsuz yonde etkiler. Buna ek olarak, ayrica
iskemi boyunca Ca?* pompasi bozulur ve hiicre icinde asir1 derecede Ca®*
konsantrasyonu artar. Bu durum, iskemik c¢ekirdekte hiicre 6liimiine neden olan
kalsiyum bagimli proteazlar, lipaz ve deoksiribo niikleaz (DNAaz) gibi 6liim sinyal
proteinlerini etkinlestirir (Khoshnam, Winlow, Farzaneh, Farbood and Moghaddam
2017).

2.7.4. Glutamat Eksitotoksisitesi

Glutamat (GA) insan da dahil memeli beyinlerinde baslica uyarici nérotransmitterdir
ve hiicre i¢i iletisim, biiylime, plastisite ve farklilasmanin ana aracisidir (Mehta et al
2007). GA ve inme arasinda ilk baglanti Van Harreveld’in ¢alismasinda GA’nin
topikal uygulanmasinin tavsan beyninde yayilan hasart uyardigi kesfettiginde
bildirilmistir. Onceleri GA’nin inme sonras: kortikal degisikliklere dahil olabilecegi
bir olasilik olarak ©ne siiriilmesine karsin sonraki zamanlarda GA aracili
eksitotoksisitenin iskemik noronal 6liime katkida bulunduguna dair kesin kanitlar
saptanmistir (Lai, Zhang and Wang 2014). GA, iyonotropik (N-metil-D-aspartik asit
(NMDA) ve alfa-amino-3-hidroksi-5-metilisokzasole-propionik asit (AMPA)) ve

metabotropik (MGlul-mGlu8) reseptorler iizerine etki eder. GA eksitator
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ndrotransmisyonda merkezi bir rol oynamasi nedeniyle GA homeostazisindeki
degisiklikler norotoksik ve eksitotoksik kaskadlarin olusumu yoluyla néronlar
lizerinde 6nemli yansimalara sahip olurlar. Bu kaskadlar esas olarak NMDA, AMPA
ve voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin aktivasyonu sonucunda olusmaya baslar ve
biiyiik bir hiicre dis1 Ca®* akis1 ile sonuglanir. Buna ek olarak, hiicre i¢i Ca?* depolar
ER’den serbest birakilir. Eksitotoksisitenin artmis hiicre dist GA saliiminin bir
sonucu olarak NMDA reseptorlerinin asir1 uyarilmasi yoluyla néronlara dogrudan
zarar verebilecegine veya bunun sinaptik yariktan ¢ikarilmasindaki bir azalmaya ve
boylece Ca?* akisini yayabilecegine inanilmaktadir (Caudle and Zhang 2009). iskemik
beyin hasarinda GA’nin neden oldugu norotoksisiteye dair onemli kanitlar mevcuttur
(Brassai, Suvanjeiev, Ban and Lakatos 2015). NMDA ve AMPA reseptorlerinin
uyarilmasi hiicrenin Na* ve Ca?" gecirgenligini arttirir ve hiicre ici Na* ve Ca?*
konsantrasyonu artar (Kurul ve Giilmez 2007). Iyonotropik glutamat reseptorleri ile
GA’nin indiikledigi Ca** ve Na* girisi, postsinaptik néronlara biiyiik bir is yiikii
yiikleyerek ATP tiiketiminin artmasina neden olur (Rueda et al 2016). Serebral
iskeminin fizyopatolojisinde, EAA asir1 salinimi ve 6zellikle NMDA reseptorlerinin
fazla aktive olmasma neden olur ve hiicre igine Ca?" girisini ve hiicre dliimiine yol
acarak olaylarin basladigi disiiniilir (Kiris ve Gorgiilii, 2005). Eksitotoksik GA
uyarimi iizerine, sirastyla ROT iiretiminde artis, mitokondriyal depolarizasyon, Ca%*
deregiilasyonunun indiiksiyonu ve ndronal Oliimiin indiiksiyonu ile sonuglanan

gecigenlik gdzeneginin agilmasiyla sonuglanir (Lai et al 2014).

2.7.5. Kalsiyum Sitotoksisitesi

Ca?" iyonu hiicre biyolojisindeki en 6nemli sinyal molekiillerinden olup hiicresel
fonksiyonlar igin ¢ok 6nemlidir ve intraselliiler Ca®’nin seviyesinde diizenleme
mekanizmasi ¢ok onemlidir (Lai et al 2014). Bu fonksiyonlar arasinda noronal
hiicrelerin yasamlarint ve fonksiyonlarin1 uygun sekilde siirdiirebilmesi de vardir.
Anacak beyin iskemisi de dahil cogu patolojik siiregte Ca?* iyonlar1 hiicre hasar1 veya
6liimiine neden olan ¢ok yiiksek seviyelere ulasir (Szydlowska and Tymianski 2010).
Normal sartlarda ekstraselliiler ~Ca®" konsantrasyonu intraselliiler —Ca?*
konsantrasyonundan oldukea yiiksektir (Ogul 2002). Hiicre igine Ca®* iyon girisinin

birkag¢ yolu vardir ve bunlarin cogu beyin iskemisi, anoksi ve eksitotoksisiteden sonra
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diizensizlesir (Kostandy 2012). iskemide olusan ATP kaybr ile hizla intraselliiler Ca%*
artis1 durumunda normal fizyolojik siireclerin asir1 uyarilmasiyla néronal harabiyet

olusur. Hiicre i¢inde Ca?* konsantrasyon artisi;

2+

1. Hiicre i¢inden disariya fazla Ca?"’y1 pompalayan voltaj bagimli Ca?" pompasinin

fonksiyonunu bozulmas1 membranda Ca?* gecirgenligini arttirir.
2. Hiicre dis1t GA artist ile noronal hiicre igine Ca®* girisi artar.

3. Baslangigta bu intraselliiler Ca®* artis1 bir miktar mitokondri tarafindan sekestre
edilmesine ragmen mitokondride Ca?* birikimi, artan serbest oksijen radikalleri ile
birlesince mitokondri membranindaki porlarin agilmasma ve Ca®" nin mitokondriden
hiicre icine go¢ etmesine neden olur. Boylece intraselliiler Ca?* daha da artar.
Intraselliiler Ca®" artist noron icinde kalsiyum bagimhi bircok enzimi
aktiflestirilmesine yol acar. Bu aktivasyon genel olarak serbest radikal olusumu, lipid
peroksidasyonu ve protein yikimina neden olarak noron harabiyetine yol agar (Ogul
2002).

2.7.6. Oksidatif Stress ve Serbest Radikal Olusumu

Iskemi, endojen antioksidan enzimler ve faktorler tarafindan dengelenemeyen RAT ve
ROT seviyelerinin {iretiminde artisla sonuglanir. Siireg, mitokondriyi de asir1
stiperoksit Uiretilmesinde gliclii sekilde icine almaktadir. Mitokondriyal serbest radikal
{iretimi iskemik hiicrede yiiksek adenozinn difosfat (ADP), Na* ve Ca®" un etkisi
altindadir (Tan et al 2011). iskemik hiicrelerde yiiksek Ca®" Na* ve ADP seviyeleri
asir1 mitokondriyal oksijen radikali tiretimini uyarir. Ayrica iskemi sonrasi gelisen
inflamatuvar cevap boyunca da tiretilir. Reaktif oksijen radikalleri, beyin dahil bir¢ok
organda iskemi disinda reperflizyon sonrasinda da asir1 tiretilir ve doku hasarina neden
olur. Elektron transportu esnasinda ¢ok fazla miktarda siiperoksit iiretilmesinden ve
mitokondriyal elektron tasima mekanizmalarinin serbest radikaller araciligiyla
engellenmesinden ve hatta daha fazla oksijen radikalinin {retilmesine neden
olmasindan kaynakli olabilecek mitokondri ile giiclii sekilde iliskilidir. Meydana gelen
oksidatif stres, IR fizyopatolojisinde yer alan eksitotoksisite, enerji noksanlig1 ve

iskemik hiicre 6liimiiniin de nedenlerindendir (Lo, Dalkara and Moskowitz 2003).
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Hipoksi ve ek olarak hiicre i¢i Ca?" ve asir1 miktarda serbest radikal varlig1 noronal
mitokondrinin islevini bozar. Sonugta mitokondri membraninda mitokondriyal gegis
gozenegi (MPT) olusabilir. Mitokondriyal islevselligin kayb1 nedeniyle ATP {iretimi
engellenmekle birlikte, MPT mitokondriyal sismeye, ROT’larda patlayici tarzda artisa
ve pro-apoptotik molekiillerin serbestlenmesine yol agar (Mergenthaler, Dirnagl and
Meisel 2004). Ozellikle hasarli beyinde endojen antioksidan enzimler ve antioksidan
vitaminler yeterli diizeyde olmadig1 icin oksidatif stres zararlidir. Iskemiden ve
ozellikle reperfiizyondan sonra reaktif oksijen tiirlerinin olusumu endojen temizleme

mekanizmalarini sekteye ugratir (Lo et al 2003).

Oksidatif stres karbonhidrat, protein ve lipidler dahil olmak {izere neredeyse her
hiicresel bilesene zarar verecek reaksiyonlar olusturur (Mergenthaler et al 2004). ROT
protein, fosfolipitler, DNA gibi ¢ogu hiicresel bilesenle geri doniisiimsiiz reaksiyona
girer. Serbest radikaller membran hasarina, lipit peroksidasyonuna, hiicresel siireclerin
diizensizliine ve genom mutasyonuna neden olur. Yani ROT neredeyse tiim hiicresel
bilesene zarar verebilir. Bu durumda olusan hiicre hasari iyon homeostazinda, hiicre
sinyallemesinde ve genom ekspresyonunda bozukluklar ortaya c¢ikarir. Oksijen
radikalleri inflamatuar cevap ve apoptozu indiikkleyen 6nemli molekiillerdir (Durukan

ve Tatlisumak 2007).

2.7.7. inflamasyon

Inflamasyon, iskemik beyinde oldukga zararli potansiyel etkilere sahiptir. Tiimor
nekroz faktér alfa (TNF-a), interlokin-6 (IL-6), interlokin-1-beta (IL-1b),
transkripsiyon faktor hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1(HIF-1), niikleer faktor kappa
B(NFkB) ve interferon diizenleyici faktor-1 (IRF-1)’i de igeren ¢ok sayida
proinflamatuar genler serebral iskemi sonras1 Ca" akis1, siiperoksit radikalleri (-O2’)
olusumu ve hipoksiye cevaben aktive edilir. Bunlar hiicre i¢i adezyon molekiilii-1
(ICAM-1), P-selektin ve E-selektin gibi adezyon proteinlerinin ekspresyonunu etkiler
ve bu da vaskiiler sistemde nétrofillerin toplanmasina neden olur. iskeminin
baslamasindan birkag¢ saat sonra baslayan inflamasyonun erken evresi, dolasimdaki

16kositlerin yani sira adezyon molekiillerinin ekspresyonu ile Karakterize edilir.
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Boylece 16kositler endotele yapisir ve kandan beyin parankimasina gecer (Tan et al

2011).

Endotelyum ve dolasimdaki 16kositler arasindaki etkilesim inmenin indiikledigi beyin
inflamasyonu igin belirleyici 6neme sahiptir. iskemiden birka¢ saat sonra endotel
hiicreleri ICAM-1 veya vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) gibi yapisma
molekiillerini eksprese eder. Hiicre i¢i yapisma molekiilleri, ylizeylerinde olan
l6kositlerle etkilesime aracilik eder. Notrofil graniilositleri, penumbranin serebral
mikro damarlarinda birikir ve bu da mikro dolagimda ek bir bozulmaya yol acar
(Mergenthaler et al 2004). Ek olarak, monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) gibi
kemokinler iskemik beyinde monositler ve lokositlerin gdcilinii indiikler. Bu
monositlerin yaklasik olarak 1/3’i yerel olarak mevcut mikrogliadan ayirt edilemeyen
hiicreye farklilagir (Tan et al 2011). Nétrofillerden salinan ¢oziiniir faktorler matriks
metalloproteinleri (MMP) aktiflestirebilir. Bunlar ¢6ziinebilen proteinler ve bazi hiicre
proteinlerin siire¢lerinin yani sira ekstraselliiler matriksin protein komponentlerini de
yikar (Tan et al 2011). Proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunun yani sira
doniistiiriici biiyiime faktorii beta-1 (TGF-B1) ve interlokin-10 (IL-10) gibi
antiinflamatuar sitokinler de iskemi de indiiklenir. Bu sitokinler inflamasyonu azalttig1

icin serebral iskemide yararli rol oynar (Mergenthaler et al 2004).

2.7.8. Kan Beyin Bariyerinin Bozulmasi

Kan beyin bariyeri (KBB) beynin biitiinliigiinii korumada olduk¢a 6nemlidir. Bu
bariyer beynin normal fonksiyonlarin1 devam ettirmesi i¢in de oldukc¢a onemlidir
(Giiltiirk, Imir ve Tuncer 2007). KBB MSS’deki homeostazi devam ettirmek icin
gereklidir. KBB biiyiik molekiilleri ve toksinleri hassas bir ortama sahip olan beyinden
uzak tutan ve beyin hiicrelerinin normal fonksiyonlarin1 devam ettirmesi i¢in gerekli
besinlerin gegisine izin veren hiicresel bir sistemdir (Giiltirk ve ark 2007, Sorby-
Adams, Marcoionni, Dempsey, Woenig and Turner 2017 ). KBB perisitler, astrositler,
bazal membranin yaninda KBB’yi ¢cogu molekiil i¢cin gecirimsiz hale getiren tight
junction baglantilar1 igerir (Sorby-Adams et al 2017). Herhangi bir nedenden dolay1
KBB bozulursa, néronal inflamasyon ve beyin hasari meydana gelir (Giiltiirk ve ark

2007). KBB’nin biitiinliigiinii bozan nedenlerden biri SIR hasaridir ve bu durum
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KBB’yi ¢ok ciddi sekilde bozar. Bunun sonucunda beyinde kanama ve 6dem olusur.
Bu durum, aktif mikroglia, infiltre lokositler ve endotel hiicreleri araciligiyla
inflamatuar mediyatorlerin ve proteazlarin salinmasma aracilik eder (Leech,
Chattipakorn and Chattipakorn 2019). Yerlesik mikroglialar, endotelyal hiicreler ve
istilact 16kositler arasindaki karmasik etkilesimi igeren ndrovaskiiler inflamasyon
SIR’i takiben gelisen KBB bozulmasinda nemli rol oynar. SIR endotelyum ve immiin
hiicrelerden proteazlar ve inflamatuar mediyatorlerin salinmasini ve ekspresyonunu

uyarir ve KBB bozulmasina neden olur (Hu, De Silva, Chen and Faraci 2017).

2.7.9. DNA Hasan

Serebral iskemide DNA hasari serbest radikaller tarafindan tetiklenir (Tan et al 2011).
Beyin enerji i¢in oksidatif metabolizma kullanan ve tiim organlar arasinda en yiiksek
metabolizma hizina sahip organdir. Oksijen metabolizmaso ROT iiretilmesine yol
acar. ROT zarlara, DNA ve riboniikleik asit (RNA)’ya zarar verir ve enzimleri ve
transkripsiyon aktivatoriinii inaktif hale getirir. Serebral oksdatif stres meydana getiren
ROT, niikleik asitlerle etkilesime girerek oksidatif DNA ve RNA hasarlar1 olusmasina
neden olur. Oksidatif DNA hasarlarinin ve RNA hasarlarinin arttig1, hasarlanma
sonrast siire, uyarict aminoasitlerin salindig1 ve Ca®* akisinin meydana geldigi zamana
denk gelmektedir. Oksidatif DNA hasari, RNA ve DNA sentezi esnasinda (sirasiyla
replikasyon ve transkripsiyon) kodlama o6zelliginde degisimlere neden olur ve
translasyon sirasinda zincir uzamasini sonlandirir (Liu and Arora 2002). Siiperoksit ve
NO oldugu ortamda NO’dan meydana gelen peroksinitrit iskemik hiicre 6liimiine
neden olur. NO varliginda iskemi DNA parcalanmasina yol agar. PARP aktivasyonu
meydana gelir ve bu da ADP ve NAD™1 DNA’y1 onarmak igin tiiketir. Bunlarin
sonucunda enerji depolar1 bosalir ve enerji noksanligi araciligiyla hiicre 6liimiine katki

saglar (Sahan, Satar, Kog ve Sebe 2010).

DNA hasar1 apoptozla genellikle iligkilidir ama DNA fragmantasyonu olmadan da
apoptoz meydana geldiginden dolay1r bu durum her zaman gegerli degildir (Zacko,
Hawryluk and Bullock 2011).
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2.7.10. Apoptoz ve Nekroz

Iskemik alanlardaki bir¢ok néronda inmeden sonra nekrotik ve apoptotik hiicre liimii
olusur (Liu et al 2014). Apoptotik hiicre morfolojisi, nekrotik hiicre morfolojisinden
blyiik olgiide farklidir. Nekrotik hiicreler 6demli hale gelir ve hiicre iskeletinin
bozulmasiyla hiicresel yapilarint kaybederler. Apoptotik hiicre, sitoplazmanin
biizilmesi, kromatinlerin belirgin yogunlasmasi, zar kalinlasmasi ve apoptotik
cisimler ile karakterizedir. Apoptotik hiicreler, bir inflamatuar reaksiyon tetiklemeden

fagositoz yoluyla hizla uzaklastirilir (Durukan ve Tatlisumak 2007).

Hiicrelerin asir1 dis strese maruz kaldigi durumlarda, hiicre sismesi ve erken plazma
membran gegirgenligiyle karakterize bir 6liim sekli olan nekroz meydana gelir.
Nekrozun temel 6zellikleri olan hiicre par¢alanmasi, organ sismesi ve mitokondriyal
islev bozukluklari, iskemik dokuda ¢ok sayida inflamatuar yaniti tetikler. Yapilan ¢ok
sayida ¢alisma IR hasarinda nekroptoz varligimi dogrulamistir. iskemi sonra enerji
noksanlig1 ve besin eksikligi ile bozulan enerji metabolizmasi hiicre Oliimiiniin
tetikleyicisidir. Reperfiizyon fazinda ROT firetiminin siddetlenmesi bu hiicre 6liim

tablosunu daha da derinlestirir (Wu et al 2018).

Apoptoz, iskemik beyin hasarinda 6nemli rol oynar. Serebral iskemide apoptozunu
aktivasyonu iki genel sinyal silsilesi, mitokondriyal apoptoz yolu ve hiicre 6limii
reseptor aracili yol tanimlanmistir. B hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2) protein ailesinin bu
karmasik apoptotik sinyal yollarma katildigi bulunmustur. Mitokondri genellikle
apoptozun baslamasinda rol oynar (Liu et al 2014). Iskemiyi takiben olusan
degisikliklerle noroinflamasyon ve 6zellikle penumbrada apoptoz tetiklenir(Kusgu ve
Ozcengiz 2016). Mitokondride oksidatif strese cevaben, mitokondri dis zar1 gecirgen
hale gelir ve sonrasinda Bcl-2 ile iligkili X proteininin (Bax) sitozolden mitokondriye
translokasyonu olusur (Xing et al 2008). Bunu takiben mitokondriyal inter membran
bosluktan sitozole sitokrom-c salinim1 olur (Liu et al 2014). Proapoptotik faktorlerin
translokasyonu sonrasinda aktiflesen kaspazlar hem DNA’ya zarar verir hem de hiicre
oliimiine neden olarak iskemik infakt olusum siirecine katki saglar (Liu et al 2014,
Xing et al 2008). Bu proapoptotik proteinlerin translokasyonu Bcl-2 ailesi tarafindan
kontrol edilir (Xing et al 2008). Zaten Bax Bcl-2 ailesinin proapoptotik bir tiyesidir.

Bax iskemiye bagl olarak aktive olur. Bax’a bagl yolaklarin aktivasyonu ve bunu
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takip eden apoptotik yollarin aktivasyonu iskemik beyin hasarinda oldukg¢a 6nemli rol

oynadigi bilinmektedir (Liu et al 2014).

2.7.11. Reperfiizyon Hasari

Akut iskemik inmeden sonra tedavi olarak yapilan, kan akiminin restorasyonu
(reperflizyon), dokunun geri doniistiiriilebilir penumbra hasarini kurtararak daha genis
beyin dokusu hasarlanmasini azaltabilir. Ancak reperfiizyon saglanmasi durumunda
klinik tablo daha da derinlesebilir (Pan, Konstas, Bateman, Ortolano and Pile-
Spellman 2007). Bu olaya reperfiizyon hasari olarak bahsedilmektedir. Serebral iskemi
sonras1 revaskiilarizasyonun geciktirilmesi sonucunda reperfiizyon hasart meydana
gelir ve oksijenli kanin beyine tekrar saglanmasina ragmen klinik tabloyu daha da
kotiilestirdigi gorilir (Mizuma and Yenari 2017). Yapilan ¢alismalarda, reperfiizyon
sonrast beyin dokusunun daha fazla infarkt alanina sahip olabilecegi de goriilmiistiir.
Yani, bazi1 hastalarda reperfiizyon sonrasi infark alani azalabilecegi ama bazilarinda
da bu durumun tersi olarak SIR hasar1 denilen daha biiyiik infark alanlarinin olustugu

klinik tablolara rastlanmaktadir (Pan et al 2007).

Reperfiizyon inflamatuar tepkilere yol agarak doku hasarini paradoksal olarak
derinlestirir (Yuan et al 2019). Serebral reperfiizyon sirasinda aktiflesen 16kositler
endotel hiicreleri ile etkilesime girer ve proteolitik enzimlerin salinmasi yoluyla
KBB’yi bozar, kilcal damarlardan beyne kan sizar ve doku iltihabina aracilik eden
sitokinler salgilanir. Bu siire¢ kurtarilabilir penumbranin bozulmasina yol acan kaskad
olusturur. Kirmizi kan hiicreleri ve trombositlerle birlikte 16kosit birikimi, kilcal
damarlar tikayabilir, bu durumda reperfiizyon 6nlenir ve “(no-reflow)” fenomeni ile
ikincil serebral iskemi olusabilir. Bunlara ek olarak aktive edilmis trombositler doku

hasarini ¢esitli biyokimyasal aracilarini serbest birakir (Pan et al 2007).

Reperfiizyonda, oksidatif patlama olusur. Iskemik kaynakli enzimatik degisiklikler ve
metabolik sonuglar, reperfiizyon baslangicinda oksidatif patlamay:r destekler.
Reperfiizyonun baslangicinda oksijenin yeniden saglanmasi, bir paradoksa yol agar ve
asirt bir ROT f{iretimine yol acar. Reperflizyonu takiben, biriken indirgeyici
metabolitler, mitokondriyal solunum zincirinde ROT iiretimi i¢in elektron verici

olarak gorev alirlar. Oksijen varliginda ksantin oksidaz, hipoksantini ksantine
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dondistiirlir ve bununla beraber siiperoksit anyonu ve H2O> agiga ¢ikarir. Baglanmamis
nitrik oksit sentaz(NOS) ve azot oksitler(NOX) enzimleri de reperfiizyon boyunca
stiperoksit anyonu iiretir. Sonunda, prooksidan ve antioksidan sistemleri arasindaki
dengesiz durum, oksidatif strese neden olan ve hiicre 6liim yollarini indiikleyen yiiksek

ROT/RAT olusumuna neden olur (Szabo, Pipicz, Csont and Csonka 2020).

2.8. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI (SOR)

Oksijen gen transkripsiyonu, sinyal iletimi ve diger hiicresel aktiviteler i¢in ¢ok hayati
Ooneme sahip olmasina ragmen reaktif oksijen radikalleri ve serbest radikal formlarinda
biyomolekiiller iizerinde yikici etkiye sahip olmaktadir (Singh, Kukreti, Saso and
Kukreti 2019). ROT oksijen metabolizmasiyla dogal olarak iiretilir ve oksijen iyonlari,
serbest radikaller ve peroksitleri igerir (Allen and Bayraktutan 2009). ROT oksijenden
daha yiiksek bir reaktiviteye sahiptir (Jakubczyk et al 2020). Bu radikaller bir veya
daha fazla eslenmemis elektron bulunduran molekiiller olup en 6nemliler; hidroksil
radikalleri (‘OH), siiperoksit radikal anyonu (O27), nitrik oksit(NO-) ve peroksit
radikalleri (ROO") olmasinin yaninda H2O3, hipokloréz asit (HOCI) gibi non-radikal
tirevleri de vardir (Poprac et al 2017). Fizyolojik kosullar altinda viicutta serbest
radikallerin olusmasi1 ve viicuttan atilmasi arasinda bir denge vardir. Serbest
radikallerin asir1 iiretilmesi oksidatif stres olusturur ve bu da molekiiler ve hiicresel
diizeyde yikima neden olabilir (Jakubczyk et al 2020). SOR asir1 iiretilmesi proteinler,
lipitler, membran yapisi, DNA yapisi, karbonhidratlar {izerinde yikici etkiye sahiptir
(Jakubczyk et al 2020). Serbest oksijen tiirlerinin birikmesiyle olusan oksidatif stres
hipertansiyon, diyabet, iskemik hastaliklar, alzheimer gibi birgok hastaligin
patogenezinde rol alir (Czerska, Mikolajewska, Zielinski, Gromadzinska and
Wasowicz 2015). Tiim bunlarin yaninda disiik serbest oksijen tiirleri ve serbest
nitrojen tiirleri viicutta diisiik yogunlukta tiretildiginde enfeksiyonlarla savasta viicut
savunmasina yardimci olmak, kanser hiicrelerinin yok edilmesi, hiicre biiylimesi,
apoptozis, toksik maddelerin yok edilmesi gibi bazi yararl etkilerinde bulunmaktadir

(Allen and Bayraktutan 2009, Karabulut ve Giilay 2016b).
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2.9. ANTIOKSIDANLAR

Antioksidanlar viicuttaki molekiillerin oksidasyonunu geciktiren veya inhibe eden
kimyasal bilesiklerdir (Bazinet and Doyen 2017). Serbest radikallerin artmasini
baskilar, fazla iiretilmis olan serbest radikalleri etkisizlestirerek ve bunlarin viicuda
verecegi zararli etkilerinin baskilanmasini saglar. Ayrica reaktif oksijen tiirevleri ve
serbest radikalleri indirgemesiyle bunlarin toksik etkilerini ya diisiiriir ya da tamamen
baskilayarak ve bunlari toksik olmayan {irlinlere doniistiiriir (Doger 2010). Bu yollarla
oksidatif stresle ilgili birgok hastalikla savasirlar (Neha, Haider, Pathak and Yar
2019). Patolojik siireglerinde serbest oksijen tiirevleri olan kalp hastaliklari, inme ve
kanser gibi hastaliklarda antioksidanlarin reaktif oksijen tiirevlerini reaksiyon

zincirlerinden ayirarak koruma saglarlar (Ginter, Simko and Panakova 2014).

Insanda endojen ve eksojen antioksidanlar olmak iizere iki tip antioksidan sistem
mevcuttur. Endojen antioksidanlar da kendi aralarinda enzimatik ve non-enzimatik
olmak {izere ikiye ayrilir. Endojen antioksidanlar yasamsal sistemlerde oksidanlar ve
antioksidanlar arasinda dengede ¢ok Onemli rol oynarlar. Eksojen antioksidan
savunma sistemimiz yasayan organizmalarda ¢ogu antioksidan mekanizmada 6nemli
rol oynayan vitamin E, vitamin C, karotenoidler gibi eksojen orijinli indirgeme
bilesikleri olmadan eksik kalir (Bouayed and Bohn 2010).

Endojen antioksidanlardan KAT, glutatyon peroksidaz (GPx), SOD, glutatyon
rediiktaz (GR) enzimatik endojen antioksidanlardan siklikla goriilenler (Pandya et al
2013), GSH, melatonin, transferrin, seruloplazmin, albiimin, billirubin, koenzim Q10,
alfa lipoik asitler ise non-enzimatik endojen antioksidanlardan bazilaridir (Kasnak ve

Palamutoglu 2015, Hamamcioglu 2017).

Eksojen kaynakli olan antioksidanlar ise Vitamin E (Takoferoller) ve Vitamin C
(Askorbik Asit) gibi antioksidan vitaminler, bakir ve ¢inko gibi antioksidan mineraller,
B-Karoten ve Lutein gibi Karotenoidler, Fenolik asit ve Flavanoidler gibi
Polifenolleridir (Kasnak ve Palamutoglu 2015).
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2.9.1. Enzimatik Endojen Antioksidanlar

2.9.1.1. Katalaz (KAT)

H20: olustugunda hidroksil radikallerini meydana getirmesini 6nlemek amactyla suya
indirgenmesi gerekmektedir (Doganay 2014). KAT bunun olusumunu saglayacak
onemli bir antioksidan enzimdir (Nandi, Yan, Jana and Das 2019). H.O2’yi H20 ve
O2’ye doniistiiriip ROT siipiiriiciisii olarak fonksiyon goriir ve bunlarin olusturacagi
oksidatif stres sonucunda hiicre ve doklarin hasar gérmesini engeller (Xiao et al 2015).
Doku, organ ve hiicrelerin ¢ogunda sentezlenmesinin yani sira eritrosit, bobrek ve

karacigerde yogun konsantrasyona sahiptir (Pisoschi and Pop 2015, Doganay 2014).
2.9.1.2. Glutatyon (GSH)

Glutatyon gamma-glutamilsistein sentetaz ve glutatyon sentetaz tarafindan glutamat,
sistin ve glisinden sentezlenen bir tripeptittir (Ginter et al 2014). Diisiikk molekiil
agirhigina sahip GSH hiicre iginde sentez edilen en 6nemli antioksidandir (Forman,
Zhang and Rinna 2009). Ozellikle karacigerde bulunmasinin yani sira bircok dokuda
biiyiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir (Doganay 2014). Hiicrelerde redox
homeostazisinin korunmas1 (Forman et al 2009), hiicre proliferasyonunun
diizenlenmesi, proteinlerin tiyol statiisiiniin korunmasi, serbest radikallerin
siipiiriilmesiyle antioksidan savunma, elektrofillerin detoksifikasyonu ve bagisiklik
sistemi, DNA sentezi gibi 6nemli hiicresel siireglerin diizenlenmesinde hayati rol
oynar (Lu 2009). Redox homeostazisi, yiiksek oksijen tiiketimi ile zararli serbest
radikallerin (ROT gibi) olduk¢a fazla iiretildigi beyinde ¢ok 6nemlidir. GSH’nin
beyindeki konsantrasyonu korteksin glial hiicrelerinde olduk¢a yiiksektir (Gu,
Chauhan and Chauhan 2015).

H20- ve siiperoksit (O27) gibi ROT’lar hiicre hasarina ve lipit peroksidasyonuna neden
olur. Bunu onlemek i¢in GSH, selenyum bagimli GSH peroksidaz tarafindan
katalizlenen bir reaksiyon ile H.O seviyesini disiiriir (Fraternale, Brundu and
Magnani 2017). GSH fonksiyonlar1 enzimin katalitik aktivitesi ile iliskilidir. GSH
tikenmesi kanser, noroinflamasyon, ndrodejenerasyonu igeren bir ¢ok hastaligin
olugsmasina neden olabilir (Berndt and Lillig 2017). Yasa bagli ve kronik hastaliklar
da hiicrede GSH seviyesinin azalmasiyla iliskilidir (Braidy et al 2019).
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2.9.1.3. Siiperoksit Dismutaz(SOD)

ROT’lara karsi korumay1 baslatir (Karabulut ve Giilay 2016a). Aerobik metabolik
reaksiyonlar sirasinda meydana gelen siliperoksit anyonunun, H>O, ve O;’ye
donilistimiinii katalizler. Meydana gelen H202’yi KAT ve GPx H:0’ya indirger.
Hiicrelerde siiperoksit seviyelerini kontrol etmede, direkt oksidatif hasara karsi
hiicreleri korumada ¢ok énemli bir role sahiptir (Kasnak ve Palamutoglu 2015, Adam
ve Yigitoglu 2012, Yontem ve Unald1 2018).

SOD’un, sitozolik (Cu?*-Zn?* igeren) ve mitokondriyal (Mn?* igeren) ve ekstraselliiler
SOD (EC SOD) formlar1 mevcuttur. SOD, tiim temel aerobik dokularda bulunur.
Bunlardan Cu?*-Zn?* SOD’lar sitozolde, Mn?* SOD mitokondride ve EC SOD ise
hiicre dis1 s1vida bulunur (Karabulut ve Giilay 2016a, Adam ve Yigitoglu 2012).

2.10. OKSIDATIF STRES

Aerobik metabolizmaya sahip hiicreler her zaman belirli miktarlarda reaktif oksijen
tiirlerini liretebilir. Yani aerobik metabolizma ve ROT {iretilmesi her zaman birbiriyle
iliskilidir (Rivera et al 2017). Protein fosforilasyonu, g¢esitli transkripsiyonel
faktorlerin aktivasyonu, apoptoz, bagisiklik ve farklilagma gibi biyolojik siireclerin
tiimii uygun bir oranda ROT iiretimine ve hiicre i¢inde diisiik miktarlarda bulunmasina
baglidir (Pizzino et al 2017). Antioksidan savunma sistemi ve prooksidanlar arasindaki
denge olmasi ROT un bu biyolojik etkilerinde 6énemlidir (Chainy and Sahoo 2020).
Bu dengeyi bozacak sekilde ROT miktarindaki artis oldugunda lipitler, proteinler ve
niikleik asitler gibi 6nemli hiicresel yapilar iizerinde yikict etkiler olusmaya baslar
(Pizzino et al 2017). Yani prooksidanlar ve antioksidanlar arasinda yukarda
bahsettigimiz denge prooksidanlar Iehine bozuldugunda oksidatif stres meydana gelir
(Sabuncuoglu ve Ozgiines 2011, Chen and Hsieh 2020). Bu durum yasayan hiicreler
igin her zaman tehdit olusturup hastaliklar ortaya ¢ikarabilir (Filomeni, De Zio and
Cecconi 2015).
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Oksidatif stres inflamasyonla siki sikiya bagli olup hipertansiyon, diyabet, kronik
bobrek  hastaliklarinin, nodrodejeneratif hastaliklar ve ndroinflamasyonun,
yaslanmanin, aterosklerozun, obezitenin, DNA hasarinim, IR hasarinin ve psikiyatrik
hastaliklarin fizyopatolojisinde 6nemli rol oynar (Martinez Leo and Segura Campos
2019, Macit ve Akbulut 2015, Aslan ve Karahalil 2019, Rani et al 2016, Salim 2017,
Chen and Hsieh 2020, Rivera et al 2017).

2.10.1. Malondialdehit (MDA)

MDA, lipid peroksidasyonu esnasinda ¢ok fazla iiretilir ve bundan dolay1 oksidatif
stresin bir Ol¢iisii olarak yaygin kullanilir. MDA, ¢oklu doymamis yag asitlerinin

peroksidasyonundan kaynaklanir (Barrera et al 2018).

Hiicre ve organel membranlari, ¢oklu doymamais yag asitleri (PUFA) nedeniyle, lipid
peroksidasyonuna karst olduk¢a hassastir. Lipid peroksidasyonu, fosfolipidlere
dogrudan zarar verir ve ayrica programlanmis hiicre 6liimiinii indiikleyen hiicre 6limii

sinyali olarak da islev gorebilir (Su et al 2019).

Lipid peroksitler toksik etkilerini iki genel mekanizmayla gosterirler. Lipidler,
hiicresel yapiyt koruyan ve hiicresel islevi kontrol eden hiicre zarlarinin temel
bilesenlerindendir ve ROT’larin saldirilarinin  birincil  hedefindedir. Lipid
peroksidasyonu bu zarlarin yapisini, birlesimini ve dinamiklerini degistirir. Lipid
peroksitler oldukga reaktif bilesikler oldugundan ROT’ un daha fazla tiirlerine neden
olabilir veya proteinleri ve DNA’y1 capraz baglayabilen reaktif bilesiklere
indirgeyebilir. Fosfolipidlerin oksidasyonu ¢ogu inflamatuar hastalikta 6nemli bir rol
oynayabilir ve ¢ogunlukla proinflamatuar degisime aracilik edebilir (Pena-Bautista et
al 2019, Yin et al 2011, Gaschler and Stockwell 2017, Busch and Binder 2017, Su et
al 2019).
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2.11. NIKOTINAMID

Hiicre metabolizmasi i¢in hayati 6nem tasiyan eksojenez kofaktdrler ve birka¢ vitamin
arasinda, Vitamin B3’lin amid formu olan nikotinamid onemli bir yer almaktadir
(Slomka, Zieminska, Salinska and Lazarewicz 2008). Niasinamid ve nikotinik asit
olarak da bilinir (Lappas and Permezel 2011). Kimyasal formiili CsHsN2O olup
122,12 g/mol molekiil agirligina sahiptir ve 128-131°C erime sicakligina sahiptir. Bu
bilesigin Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) ismi 3-piridin
karboksiamid’dir. 20 °C suda 100 g/100 ml olarak ¢oziiniir. Eterde ¢oziinmesi yavas
olup yagda ¢oziinmez. Kendine 6zgii kokusu ve tadi bulunur ve renksiz kristal bir
maddedir. Piridin halkasina sahip olmasi dolayisiyla piridinin karakteristik

reaksiyonlarii verir (Yurdakul 2013).

Hiicresel onarim ve biiylime fonksiyonlarina katilim saglayan nikotinamid giiniimiizde
yaygin olarak tahil ve hayvansal gida iiriinlerinden temin edilebilir. Buna ek olarak,
ticari olarak temin edilebilen bazi besin takviyeleri de nikotinamid saglayabilir. Temel
fizyolojik ihtiyaglar i¢in gereklidir (Lin, Chong and Maise et al 2001). Etler,
baklagiller, siit iirlinleri, zenginlestirilmis ekmekler, kuruyemisler, tahillar, kahve, ¢cay
ve niasin takviyeli tahillar bunlara 6rnektir (Rennie, Chen, Dhillon, Vardy and Damian
2015, Lappas and Permezel 2011). Bunlara ek olarak insanlar da dahil memelilerde,
esansiyel aminoasit olan triptofandan nikotinamid sentezlenebilir. Bu triptofan-
nikotinamid yolu, dalak, bobrek, beyin ve karaciger gibi bir¢ok dokuda bulunur ve
ozellikle karaciger, karaciger harici dokulara nikotinamid saglamaya katkida bulunur.
60 mg triptofan insanda 1 mg nikotinamide esdeger oldugu 6ngoriilmektedir, ama bu
dontisiimiin orani yiiksek protein alimi, vitamin eksikligi, gida kisitlamasi, egzersiz,
hormonlar ve kimyasallar gibi birgok faktére de bagimlidir (Fukuwatari and Shibata
2007). Besin olarak alinmasinin yaninda 60 yildan uzun siiredir birgok hastalik i¢in
farmakolojik bir ila¢ olarak da kullaniliyor (Rennie et al 2015). Hatta giiniimiizde
besinsel kimliginden daha ¢ok farmakolojik ajan kimligine doniismiistiir (Lappas and
Permezel 2011). Oral nikotinamidin biyoyararlanimi saglik agisindan yararlt olup,
viicuttaki tiim dokulara dagilir ve karacigerde metabolize edilerek bobreklerden atilir

(Rennie et al 2015).
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Nikotinamid takviyesinin, antiinflamatuar, antioksidan, noroprotektif,
immiinoregulatdr ve antilipidemik etkileri ile hastaliklarda yararli olabilecegi ve
takviye olarak kullanimindan sonra fonksiyonel iyilesmeyi hizlandirmaktadir (Siegel
and McCullough 2013, Villeda-Gonzalez et al 2020, Peterson, Anderson, Kantor and
Hoane 2012).Nikotinamid, ilk olarak pellegraya karsi koruyucu bir ajan olarak
kesfedilmesiyle bunu takip eden yillarda diyabet ve sizofreni gibi bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilmaya baslamistir (Shi et al 2012, Ungerstedt et al 2003).

Nikotinamid diyabet tipleri, sizofreni, psoriasis ve pellegra gibi ¢esitli hastaliklarda
glinliik 1-2 doz kullanilmaktadir. Yapilan bir calismada nikotinamidin iskemi
baslangicini takiben 2 saate kadar uygulanmasi ile SIR hasarina karsi noroprotektif
etki gosterdigi bildirilmistir (Mokudai et al 2000). Nikotinamid beyin iskemisinde
uyarict amino asitler salindiginda ve enerji deposu tiikendiginde 6 saate kadar beyni

koruyabilir (Chen et al 2012).

2.11.1. Nikotinamidin Etkileri

Nikotinamid, NAD"’in 6nciisii ve bir PARP inhibitériidiir (Fania et al 2019). NAD*
enerji metabolizmasina ve ATP olusumuna aracilik eder (Koh 2011). PARP, DNA

onarimi i¢in énemli bir niiklear enzimdir (leraci and Herrera 2018).

PARP aktivasyonu, intraselliler NAD™"1 tiiketerek ve ATP iiretimini yavaslatir.
Nikotinamid, NAD" seviyelerini ciddi sekilde yiikseltir ve PARP’1 inhibe eder ve bu
etkisiyle noroprotektif koruma saglar. Hiicreleri oksidatif stres, apoptoz ve nekrozdan
korur (Fricker et al2018).

Iskemide bilindigi iizere enerji noksanligi mevcuttur ve serebral iskemide NAD*’1n
artig1 yararl terapatik etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir(Lee et al 2018b, Siegel and
McCullough 2013). Nikotinamid, néronlarin enerji kapasitesini arttirabilir ve bu
sayede risk altindaki dokuda noronal enerji rezervini arttirarak serebral iskemi
kaynakl1 enerji yetersizligine karst koruma saglayabilir. Bu durum laktat artisina engel
olur ve noroprotektif koruma saglayabilir (Mokudai et al 2000). Nikotinamid, iskemi
sonrasi Ca*’nin hiicre i¢i ve sitoplazmadaki asir1 artigiin inhibe edilmesini

saglayarak bu durumun ortaya ¢ikaracagi noral oliimler karsisinda ndroprotektif etki
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saglar. Ayrica GA’ya bagl asir1 Ca?* yiiklenmesini de hafifletebilir ve indiiklenmis
olan nérotoksisiteye karsi noronlar1 korur. Bu durumlar ¢alismalarla gosterilmesine

ragmen, nikotinamidin sagladig1 néroprotektif mekanizma hala gizemini korumaktadir

(Koh 2013).

Oksidatif stresin neden oldugu lipit peroksidasyonunu ve protein oksidasyonunu
inhibe ettigi bulunmustur. Ama bu etkilerinin de altinda yatan mekanizma hala

aydinlatilamamistir (Kwak, Ham, Kim and Hwang 2015).

Nikotinamid, TNF-a, IL-1 gibi proinflamatuar sitokin cevabi baskilayarak
antiinflamatuar etki gosterebilir (Shi et al 2012, Song et al 2019). Nikotinamidin
endotel ve ndron hiicrelerin hasarlanmasini onledigi de bildirilmistir (Fricker et al
2018). Antiinflamatuar etkisini PARP inhibisyonuna bagli oldugu disiiniiliirken
PARP inhibisyonu, indiiklenebilir NO sentetazin (iNOS) inhibisyonu, majér doku
uygunluk kompleksi-I1 (MHC-II) ekspresyonunun onlenmesi, endotelyal hiicrelerde
ICAM-1 ekspresyonunun bastirilmasi ve TNF-a inhibisyonuna neden olur (Rennie et
al 2015). Ayrica, son calismalar nikotinamidin NF-xB yoluyla proinflamatuar
mediyatorleri inhibe ettigini gostermistir (Lappas and Permezel 2011). Bu etkileriyle
de nikotinamid, gii¢lii bir antiinflamatuar olarak bilinmektedir (Mierzejewska et al
2018).

Nikotinamid, beyne kolayca gegebilir (Feng, Paul and LeBlanc 2006). Nikotinamidin
iskemi reperfiizyonun hayvan modellerinde ndronal 6liimii azaltarak beyin hasarinm
onledigi ve islevlerin 1iyilestirilmesini arttirabilecegini gosteren bircok ¢alisma
mevcuttur (Fricker et al 2018, Song, Park, Chung, Lee and Hwang 2019). Pek ¢ok
calismada nikotinamid tedavisinin KBB bozulmasini azalttigi, motor performansi

gelistirdigi ve akut 6dem olusumunu azalttigin1 gostermistir (Peterson et al 2012).

IR hasar1 sonrasi olusan oksidatif stres DNA ipliginin kirilmasima neden olur ve
PARP’1n akut aktivasyonu meydana gelir. PARP ATP ve NAD" hiicresel havuzunu
tiiketip sitotoksisiteye neden olur (Kwak et al 2015). Nikotinamid, NAD*’a hizlica
doniistiiriilir ve PARP aktivitesinin inhibisyonunu, IR sonrasi hasarin etkilerini
zayiflatir (Kwak et al 2015). Nikotinamidin enerji metabolizmasina verdigi bu katka,

DNA fragmantasyonunun azalmasini saglar ve DNA onariminin hizlanmasina yardim
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eder. DNA fragmantasyonunun inhibisyonu beyinde apoptozu Onleyebildigi

gosterilmistir (Yang et al 2002).

Nikotinamid, apoptotik kaskadda ana effektor kaspaz olan kaspaz-3 ve kaspaz-9
aktivitesini Onlemek ve ayrica sitokrom-c salinimimi engellemek amaciyla
mitokondriyal membran potansiyelini ve mitokondriyal membranda gézenek
olusumunu modiile eder. Beyinde hem ¢ekirdekte erken nekrotik hiicre 6liimiinde hem
de inme modellerinde penumbrada hiicre 6liimii gibi gecikmis apoptoza kars1 koruma
saglar (Feng et al 2006). Noronal hiicrelerde proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerin
reglilasyonu ile apoptozu zayiflatir (Koh 2011). Hiicrelerde infark hacminin

azalmasina katki saglar (Fricker et al 2018).

2.12. ISKEMIK ONKOSULLANMA (i0K)

Serebral iskemiyi takiben vaskiiler hiicrelerin, glial hiicrelerin ve néronlarin karmasik
ve dinamik olan etkilesimi meydana gelen hasarin boyutunda belirleyicidir. Genellikle
serebral iskemi hasarma yaklasimda hasarin mekanizmast ve ciddiyetine
odaklanilirken, son yillarda yapilan ¢alismalar endojenez koruma mekanizmalarinin
serebral iskemiyi takiben olusacak hasar i¢in hasarin mekanizmasi ve ciddiyetine denk

oneme sahip oldugunu gostermistir (Alkan 2009).

Adaptasyon, Darwin’ in ileri silirdiigii gibi yalnizca tiirler diizeyinde degil ayrica hiicre,
molekiil, doku ve hatta olasilikla genler diizeyinde de etkisi olabilen ana fizyolojik
ilkelerdendir. Son yillarda inme g¢aligmalarinda bulunan bilim insanlari, memeli
beyninde laboratuvar ortaminda deneysel olarak gerceklestirilen dnkosullanmayla
bundan sonraki donemde olacak yaralanmaya kars1 hiicrenin yasamini devam ettirmesi
icin serebral iskemi gibi durumlara adaptasyon gelistirebilecegini destekleyen
sonuclar ortaya koymus ve bunlar1 kanitlarla desteklemislerdir. Stere karst cevap
olarak gelisen bu koruyucu fenotipin meydana gelmesi molekiiler, genomik, doku ve

hiicresel diizeyde koordineli bir cevaba baglidir (Gidday 2006).
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IOK, kan akigindaki 6liimciil olmayan kisa siireli kesintiyi takiben daha sonraki
donemde beyin i¢in oliimciil hasara neden olabilecek 6liimciil iskemik olaya karsi
koruma saglayan bir fenomendir (Thompson et al 2013). {OK’nin endojen
mekanizmas1 bir veya birkag gecici iskemik olaydan sonra iskemiye karsi artan
hiicresel direnci meydana getirir (Kim et al 2017). Iskeminin altinda yatan nedenler ve
semptomlar ¢ok cesitli olsa bile IOK, tedavi yaklasiminda kullanilabilir. iskemik beyni
onkosullandirmanin yollar1 ¢ok ¢esitli olabilir (Thushara Vijayakumar, Sangwan,
Sharma, Majid and Rajanikant 2016). IOK’yi harekete gegirmek igin iskemi,
hipotermi/ hipertermi, hipoksi, metabolik inhibitdrler ve hiperbarik oksijenasyon
onkosullandirici uyaranlar olabilir (Alkan 2009). Beynin koruyucu mekanizmalarini
harekete gecirebilen aneztezikler gibi ilaglar da uyarict olabilir ve boyle yapilan
onkosullanmaya farmakolojik 6nkosullanma denir (Thushara Vijayakumar et al 2016).
Ayrica Onkosullandirma yapilmis yaralanma tiiriiniin disindaki diger yaralanmalara
kars1 da koruma saglayabilir. Noral travmaya neden olabilecek herhangi bir uyaranin
iskemi veya travmaya kars1 duyarliligr arttiracak endojen koruma mekanizmalarini

regiile etmesiyle MSS’yi korumasi buna bir 6rnektir (Alkan 2009).

Ik olarak kalpte tanimlanmis olan IOK daha sonraki yillarda yapilan calismalarla
beyin dahil bir¢ok dokuda gosterilmistir (Schaller and Graf 2002). 1990’larin
sonlarinda yapilan bir¢ok arastirma, farkli hayvanlarin global ve fokal serebral
iskemide oliimciil iskemik hasara karsi SIOK kaynakli noroproteksiyon

olusturabilecegini gostermistir (Hao et al 2020).

Klinik galismalarda da {OK’ nin iskemiye direng olusturarak hayati organlarda (kalp,
bobrek vb) olusabilecek oliimciil iskemik olaylara koruyuculuk olusturabilecegi
gosterilmistir. Ancak klinikte gegici bir 6liimciil olmayan SIOK ve serebral iskemi
olusturmak giivenli ve etik degildir (Chen et al 2018). S6z konusu beyin dokusu iken
ozellikle giivenilirligi sorgulanan ve yararli etkilerinin de dar bir pencerede olmasi
nedeniyle klinik ¢aligmalar deneysel ¢aligmalar gibi yapilmamaktadir (Umuroglu ve
ark 2012). Bunun yaninda zaten IOK olusturmanmin goéz ardi edilemeyecek
dezavantajlarindan biri iskeminin zamanlamasinda, siiresinde ve konumunda yalnizca

kiiglik degisikliklerle ciddi hasara yol agabilmektedir (Hao et al 2020).
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Serebral iskemi sonrasi fizyopatolojik yanitlari iyilestirerek daha kiiciik enfarktiis
hacmi ve daha iyi inme sonras1 iyilesme saglamasina ragmen IOK’nin iskemik inme
insidansin1 azaltmadig1 da bilinmektedir (McDonough and Weinstein 2016). 10K,
birkag saat devam eden bir erken tolerans evresine ve ardindan baslayip 2-3 giin devam
eden gecikmis bir tolerans evresine bolinmiistiir (Lee et al 2018b). Erken tdlerans
evresi olarak da adlandirilan akut tdlerans evresi, Onkosullanma uyaranlarina maruz
kalmaktan birka¢ dakika sonra olusur ve olusma penceresi oldukea kiigiik olup birkag
saat sonra azalir (Thushara Vijayakumar et al 2016). Bu fazda iyon kanallari
gecirgenligi ve mevcut proteinlerin post-translasyonel modifikasyonu etkilenir (Lee et
al 2018b). Gecikmis veya diger adiyla klasik onkosullanmada, protein sentezi ve
genetik degisikliklerin oldugu i¢in hakim 6nkosullanma evresidir. Bu yoniiyle iskemik
bolgede daha 6nemli olan evredir. Birkag¢ glinden bir haftaya kadar etkili olabilir ama
etkisi bir haftayr gecmez (Thushara Vijayakumar et al 2016). iskemik toleransa
onkosullanmanin getirdigi bu iki asama beynin farkli dokularinda muhtemelen farkli
mekanizmalarla ve ¢esitli zaman dilimlerinde ¢alisir (Thushara Vijayakumar et al
2016). Ayrica bu iki pencere arasindaki bir fark ilk asamadaki noroproteksiyonun

gegici olmasidir (Pérez-Pinzén 2004).

IOK altinda yatan mekanizma ve molekiiller tam olarak aydinliga kavusamazsa da baz1
onkosullanma tipleri Adenozin Al reseptorleri (A1R), ATP’ ye duyarli K* kanallari
(Katp), NF-kB, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), EPO, NOS, HIF,
NMDA, manganez bagimli siiperoksit dismutaz (MnSOD), TNF, glikojen ve laktat
icerir (Sharp et al 2004).

Iskemik tdleransin molekiiler mekanizmasinda gen ekspresyonunun yeniden
diizenlenmesi ¢ok 6nemli rol oynadigi, bu durumun da 6nkosullanmanin hiicrelerin
gen diizeyinde yeniden diizenlemeyi indiikleyebilecegi ve bunun da dokular da
IOK nin sagladig1 sitoproteksiyon ve hiicresel hayatta kalmadan sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. SIOK sonrasinda hiicre genomundaki etkiler, coklu sinyal
yolaklarmin karmagik etkilerini gostermektedir. SIOK’ye yanit olarak yiizlerce genin
up-regiilasyonu veya down-regiilasyonu meydana gelmekte ve bu durumun normal
oliimciil iskemi ile farklilik gdstermekte oldugu bildirilmistir. SIOK’nin 8liimciil

iskemiye olan hiicresel cevabi azalttigr goriilmiis ve tolerans metabolik yollarin
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baskilanmasinda, immiin yanit kontroliinde, iyon kanali aktivasyonunun
modiilasyonunda ve kan pihtilagma parametrelerinin degistirilmesinde yer alan
genlerin ekspresyonunu degistirilmesi ile kuruldugu goriilmistiir (Sisalli, Annunziato
and Scorziello 2015).

2.12.1. Onkosullanmanin Néroprotektif Etkileri

2.12.1.1. iOK ve Hiicresel Enerji Metabolizmasindaki Degisiklikler

IOK ile hiicresel enerji tiiketimi optimize edilir ve daha verimli hale gelir ve bu durum
hiicreleri iskemiye kars1 daha direngli hale getirir. Mitokondriyal islevi korur ve enerji
metabolizmasinda rol oynayan genlerin ekspresyonunda bir artisa neden olur. Enerji
metabolizmasi, glikolizin  gelistirilmesi; solunum  zinciri  fonksiyonlarinin
gelistirilmesi ve mitokondriyal membranlarin stabilizasyonu yoluyla korunur. 10K,
ayrica iskemi boyunca tiiketilen ATP iiretiminin iyilestirilmesinde adenilat kinaz
denge reaksiyonlarinda bir degisim igerir (Koch and Gonzalez 2013, Cuomo et al
2015).

2.12.1.2. i1OK ve Eksitotoksisitenin Azaltilmasi

Cesitli iskemik tolerans mekanizmasi, GA reseptdriine ve Ca?*’ya baghdir. IOK nin
birgok modelinde NMDA reseptor aktivasyonu gerekmektedir (Dirnagl, Simon and
Hallenbeck 2003). iskemik tolerans, ndrotransmitter reseptdrlerinin alt birimlerini
etkileyip inhibe edici ndrotransmitterleri up-regiile edebilir. IOK, GA salinimini inhibe
edecek bir inhibe edici norotransmitter olan gamma-aminobiitirik asit (GABA)
salmmminm arttirarak ve GABA presinaptik ve postsinaptik aktiviteleri arttirarak
eksitotoksisiteyi iyilestirdigi ve bdylece noronlari eksitotoksik hasara karsi daha
direngli hale getirdigi bilinmektedir (Narayanan, Dave and Perez-Pinzon 2013). Bu
durum, IOK’ nin serebral iskemiyi takiben sinaptik fonksiyonu ve fonksiyonel
iyilesmeyi koruyabilen sinaptik modifikasyonlar1 destekledigi goriilmektedir
(Narayanan et al 2013). Ozellikle ATP’nin par¢alanma iiriinleri(6zellikle adenozin),
AI1R ve Kartp kanallari, iskemik hiicre 6liimiine neden olan kaskadin erken olaylarinin

Oniine gecilmesinde 6nemli rol oynayabilir (Dirnagl et al 2003).
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2.12.1.3. IOK ve Ca?* Iyonu

Onkosullanmay1 arastiran nérobilimciler, serebral iskeminin eksitotoksik ortaminda
noronal hiicre Sliimiiniin bir ajan1 olarak gériilen Ca?*’y1 IOK’nin bir anahtar1 olarak
gormektedir. IOK’deki rolii karmasik olup, deneylerde IOK yapilma esnasinda ve
sonrasinda uyarict bir rol tstlendigi, ama 6liimciil iskemi uygulamasi sirasinda ve
sonrasinda inhibe edici veya diizenleyici rol iistlendigi gdzlemlenmistir. Inhibe edici
ozelligi, ozellikle eksitotoksik bilesen acisindan Ca?* bagimli norotoksik sinyallerinin

kesilmesine yoneliktir (Tauskela and Morley 2004).

2.12.1.4. iOK ve Oksidatif Stress Azaltilmasi ve Antioksidanlar

IOK uygulanmasi esnasinda salinan ROT’un oksidatif strese karsi savunma
mekanizmalarn1 harekete gegirdigi ileri siiriilmektedir (Glantz et al 2005). IOK ile
artan, antioksidan tiretimi, DNA onarim kapasitesi ve inflamasyonun baskilanmasityla
serebral iskemiyi takiben gelisen oksidatif stresi iyilestirebilir ve bu da

noroproteksiyon saglar (Narayanan et al 2013, Meng, Zhang and Sui 2019).

Hiicrede oksidatif stres niikleer faktor eritroid ile iliskili faktor 2 (Nrf2) tarafindan
algilanmaktadir. Sican astrositlerinin gegici iskemiye maruz birakilmasiyla, hiicrenin
redox durumunun, yani GSH ve GSH ile iliskili enzimlerin korunmasinda rol alan Nfr2
hedefli genlerin ekspresyonunun artmasiyla sonuglanmistir. Ayrica iIOK’yi takiben
antioksidanlarda artis oldugu ve bunun da néroproteksiyon sagladigi goriilmiistiir. Bu
nedenle, antioksidan ekspresyonu yoluyla oksidatif stresin iyilestirilmesi, IOK’nin

giiclii bir noroproteksiyon mekanizmasini temsil eder (Narayanan et al 2013).

2.12.1.5. IOK’ de Nitrik Oksit (NO)

NO birkag yol ile SIOK de rol alabilir. Bunlardan biri NO, SIOK nin indiikleyicisi
olarak gorev alabilir, burada nNOS’dan tiiretilen NO, serebral IOK mekanizmalarinda
yer alan downstream akimlarini stimiile etmek i¢in gereklidir. Bir digeri, NO, iskemik
fenomenlere noronal direnci etkileyerek bir koruma araci olarak gorev alabilir. Bir
baska yol ise NO, perfiizyonu iyilestirebilir ve endotel ile dolasimdaki trombosit ve
l16kositlerin arasindaki etkilesimi azaltabilir ve boylece iskeminin fonksiyonel

etkilerini azaltabilir (Huang 2004).
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2.12.1.6. iOK ve Mitokondriyal Degisimler

IOK, mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun korunmasi ve antioksidan enzimlerin
korunmasi gibi yollarla mitokondriyal membran potansiyelini korur (Lehotsky et al
2009). IOK, mitokondriyal sismeyi 6nler ve ATP tiiketim oranini azaltarak serebral
iskemi sirasinda mitokondriyal enerji metabolizmasin1 korur. Bunun altinda yatan
mekanizma belirsizligini korusa da yapilan ¢alismalarda g-protein kinaz C’ nin (ePKC)
aktivasyonu ile IOK’ den sonra mitokondriyi korudugu ve ePKC sinyal yolunun iOK’
de noroprotektif mekanizmada rol alabilecegi gosterilmistir (Fairbanks and Brambrink
2010).

2.12.1.7. iOK ve inflamasyonun Azaltilmasi

IOK ile toll benzeri reseptorler (TLR) aktivasyonunun uyarilmasinmn, normalde
proinflamatuar olan TLR’nin, IOK sonras1 éliimciil iskemide inflamasyonu azaltici
davrandig1 goriilmiis ve bunun da giiclii bir néroproteksiyon sagladigi belirtilmistir
(Narayanan et al 2013). Onkosullandirma, sitokin ve kemokin ekspresyonunu da dahil
inflamauar sistem iizerinde bircok etkiye sahiptir. IOK’nin koruyucu etkileri,
inflamasyonun down-regiilasyonunu ve nétrofillerin aktivasyonunda ve 16kosit-
endotelyal etkilesimlerinde azalmay1 icerir. Immiin cevabin modiilasyonu, IL-1 ve IL-
6 proinflamatuar sitokinlerin azaltilmasi ve IL-10 antiinflamatuar sitokinler up-
regiilasyonunu igerir. Iskemik tdlerans olusumuna katkida bulunan TNF-a ile birgok
onemli sinyal yolaklar1 olusabilir. NF-kB’nin TNF-a aktivasyonu, hem c¢ok sayida
proinflamatuar ve sitotoksik etkiye hem de antiinflamatuar ve sitoprotektif etkiye
sahiptir (Koch et al 2014, Koch and Gonzalez 2013).

2.12.1.8. iOK ve KBB Gegirgenliginin Diizenlenmesi

Transmembran tight junctionlar ve adhezen junctionlar esas olarak klaudin-5 ve
kadherin-5’den meydana gelmis olup bunlar paraselliler gecirgenligin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. IOK, tight junction protein klaudin-5’i ve adhezen
junction protein kadherin-5’i dogrudan up-regiile edebilir ve bu yoniiyle KBB’yi
koruyabilir ve KBB gecirgenligini etkileyebilir. IOK, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen
kinazlar 1 ve 2 (ERK,)’yi aktive ederek tight juntionlar ve anjiyojenik faktorler
seviyelerine aracilik edebilir, bu durum ERK!/>’nin iOK’de paraselliiler gegirgenlik

diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigini gosterir. Ayrica VEGF, Nrf2 ve inflamatuar
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yollar da IOK kaynakli KBB korumasinin altinda yatan mekanizmalardandir (Hao et
al 2020).

2.12.1.9. iOK’ nin Epigenetik Degisiklikleri

IOK’nin sagladig1 uzun siireli iskemik tolerans1 aciklayacak potansiyel epigenetik
degisiklikler mevcuttur. Histon isaretleri ve posttranslasyonel modifikasyonlar, uzun
ve kisa siireli iskemik noroproteksiyonu sagladigi ongoriilen yaygin epigenetik
degisimlerdir. Sirasiyla sirtuin proteinleri, SIRT1 ve SIRTS tarafindan katalizlenen
deasetilasyon ve desiiksinilasyon, 10K ile iliskilendirilmistir. Sirtuin aktivitesinin,
mitokondriyal fonksiyonunun ve hiicresel metabolizmasinin artmasiyla 10K’de
iskemik hasara karsi koruma sagladig1 gosterilmistir (Jackson, Escobar, Xu and Perez-
Pinzon 2018).

2.12.1.10. IOK ve DNA Onarimi

IOK’nin indiiksiyonunun beta-polimeraz aracili apurinik/apimidinik endonukleaz
aracili baz eksizyon onarimi arttirdigi gosterilmis ve yapilan fokal serebral iskemi
modelinde iskemik toleransin gelismesiyle sonuglanmigtir (Narayanan et al 2013).
DNA onarim aracili mekanizmalarin, sinir biiyiime faktorii ve beyin tiirevli norotrofik
faktorler gibi norotrofik/biiylime faktorlerinin artan aktivasyonu ile aktiflestirildigi
goriilmiistiir (Lehotsky et al 2009). IOK ile DNA onarmminin gelistirilmesi,

noroproteksiyon i¢in potansiyel bir terapatik hedef olabilir (Narayanan et al 2013).

2.12.1.11. IOK ve Hiicre Oliimiiniin Azaltilmasi

Sitokrom-c saliniminin azaltilmasi, kaspazlar ve proapoptotik genlerin inhibisyonu ve
serin/treonin aktive edilmis kinazlar (Akt) ve hiicre dis1 sinyalle diizenlenen
kinazlar(ERK) ve trofik faktorler gibi hayatta kalma yollarmin aktivasyonu gibi
mekanizmalarla hiicre 6limii ve apoptotik mekanizmalar baskilanir (Lehotsky et al
2009). iOK ile tuberoskleroz tip-1 (TSC1)-mTor yolaginin aracihifiyla otofajinin
aktive edildigi ve otofajinin 6liimciil IR hasarindaki apoptozu zayiflatti1 goriilmiistiir

(Xia et al 2013).
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3. GEREC ve YONTEMLER

Mevcut tez ¢alismasi, Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali ve
Sakarya Universitesi Deneysel Tip Uygulamalar1 ve Arastirmalari Merkezi
(SUDETAM) laboratuvarlarinda yapildi. Yapilan ¢alismanin tiim asamalar1 Sakarya
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 07.10.2020 tarih ve 53
sayill karar ile onaylandi. Arastirmanin deneysel kisimlar1 Sakarya Universitesi

Hayvan Laboratuvari'nda uluslararasi yonergelere uygun olarak gerceklestirildi.

3.1. CALISMADA KULLANILAN CiHAZLAR

e Atomik absorbsiyon spektrofotometresi (Shimadzu — AA680)
e Derin dondurucu (-20 °C) (Ugur)

e Manyetik karistiric1 (Niive)

e Santrifiij (Niive-Universal 30 RF)

e Spektrofotometre (Shimadzu UV-160A)

e Sonifikator (Ultrasonic-Cleaner, Bersonic)
e Hassas Terazi (Danver —TP-214)

e Homojenizator (Witeg-HG-15D)

e Su banyosu (Elektro-mag)

e Otomatik mikro pipetler (Capp)

e Distile su cihaz1 (Niive)

e Isik Mikroskop (Nikon)

e Mikrotom (Leica RM 2255)

o Etiiv (Niive)
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3.2. DENEY HAYVANLARI

Calismamiz, SUDETAM’dan temin edilen yaklasik 300-400 gram agirhginda 12-14
haftalik, 35 adet Wistar-albino irki erkek sican {izerinde gergeklestirildi. Deney
siiresince sicanlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik 151k dongiisiinde sabit sicakligi
22°C, %50-60 nem oranina sahip kontrollii odalarda ve 6zel tel kafeslerde standartlara
uygun olarak tutuldu ve beslenmeleri standart pelet (ad libitum) yem ve musluk suyu

ile saglandi.

3.3. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Kontrol Grubu (K; n=7): Bu gruptaki siganlara cerrahi islemden 30 dk once 0,1
mL/kg dozunda %0,9 sodyum kloriir (NaCl) ¢ozeltisi intraperitoneal (i.p.) uygulandi.
Bu gruptaki sicanlarda kommon karotis arter (KKA) bilateral olarak ortaya

cikarildiktan sonra cerrahi alan kapatildi.

Onkosullu Iskemi/Reperfiizyon Grubu (IO+iR; n=7): Bu gruptaki siganlara cerrahi
islemden 30 dk 6nce 0,1 mL/kg %0,9 NaCl i.p. uyguland1 ve ardindan &nkosullu

iskemi/reperfiizyon (IR) prosediirii uygulandi.

Onkosulsuz IR Grubu (iR; n=7): Bu grup sicanlara cerrahi islemden 30 dk 6nce 0,1
mL/kg %0,9 NaCl i.p. uygulandiktan sonra direk iskemi/reperfiizyon prosediirii
uygulandi.

Onkosullu iR + Nikotinamid Grubu (IO+iR+N; n=7): Bu gruptaki sianlara cerrahi
islemlerden 30 dk 6nce 500 mg/kg dozunda nikotinamid (Sigma, {liriin kodu; N0636,
USA) %0,9 NaCl igerisinde c¢oziilerek i.p. uygulandiktan sonra Onkosullu

iskemi/reperfiizyon prosediirii uygulandi.

Onkosulsuz iR + Nikotinamid Grubu (IR+N; n=7): Bu gruptaki siganlara 500
mg/kg dozunda nikotinamid %0,9 NaCl icerisinde olarak ¢oziilerek i.p. uygulandiktan

sonra direk iskemi/reperfiizyon prosediirii uygulandi.
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3.4. CERRAHI PROSEDURLER

Tiim sicanlara 12 saatlik aglik periyodunun ardindan cerrahi operasyon oOncesi
serbestce su alimi1 saglandi. Hayvanlarda genel anestezi 10 mg/kg xylazine (Rompun,
Bayer, Istanbul/Tiirkiye) ve 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar, Pfizer, Istanbul)
I.p. yolla uygulanarak saglandi. Anestezi derinligi cerrahi islemler boyunca her 15
dakika araliklarla ayak parmaklarina agri verilerek kontrol edildi. Tiim cerrahi

uygulamalar mikroskop altinda gerceklestirildi.

Sicanlar anesteziden sonra supin pozisyonda operasyon masasina sabitlenen si¢anlarin
servikal orta hat bolgesi tiraglandi. Operasyon bdlgesinin %10 povidon iyot ile cilt
temizligini takiben vertikal insizyon yapildi. Yiizeyel mikrodiseksiyon ile deri alt1 ve
yumusak dokular gecilerek derin mikrodiseksiyon ile kommon karotis artere dogru
ilerlendi. Trakea ve Ozafagus goriiliip, paratrakeal kaslar disseke edilerek kommon
karotis artere ulasildi. Sag ve sol KKA nervus vagustan izole edilip aciga ¢ikarildiktan
(Resim 2) sonra karotis bifurkasyonun 1 cm proksimalinden bilateral klemplenip 20
dk boyunca okliize edilerek iskemi saglandi. 20 dk’lik okliizyon sonrast klempler
acilarak 24 saat reperfiizyon saglandi. iskemik énkosullanma uygulanan gruplara ilk
once 10 sn iskemiyi takiben 30 sn reperflizyon 3 siklus uygulandi. 20 dk reperfiizyon

sonrast KKA tekrar klemplenerek 20 dk boyunca okliizyon ile iskemi olusturuldu.
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Resim 2: izole Edilmis Kommon Karotis Arter

Cerrahi islemler boyunca hayvanlarin viicut 1sisin1 sabit tutmak amaciyla 1siticili
operasyon masasinin 1s1s1 37 °C’ye sabitlenerek korundu. Cerrahi islemler sonunda cilt
ve cilt alt1 dokular 3/0 ipek iplik ile kapatildiktan (Resim 3) sonra tiim siganlara sivi
kaybin1 6nlemek ve dolasimi uyarmak amaciyla 4 ml %0,9 NaCl subkutan olarak
uygulandi. Ayrica operasyon sonrasi agri stresini azaltmak amaciyla siganlarin
insizyon bolgelerine analjezik olarak %10 lidokain soliisyon lokal uygulandi. 24 saat
reperflizyonu takiben hayvanlarin nérolojik muayenesi yapildiktan sonra dikey ¢ubuk

testi uygulandi.
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Resim 3: Cerrahi Islemler Sonrasi Cilt ve Cilt Alt1 Dokularm Kapatilmasi

3.5. NOROLOJIK DEGERLENDIiRME

24 saatlik reperfiizyon periyodunun ardindan hayvanlarin noérolojik muayenesi 0-4
arasinda toplam 5 puanlik skor ile belirlenen nérolojik skorlama ile yapildi (Resim 4)

(Abe et al 2009).

0: Normal fonksiyon

1: Hayvanin kuyruktan tutulup kaldirilmasi ile kontralateral fleksiyon
2: Kontralateral fleksiyon ile dinlenme halinde normal durus

3: Istirahat halinde kontralateral tarafa yaslanma

4: Spontan motor aktivitesinin olmamast
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Resim 4: Norolojik Degerlendirme

3.6. DIKEY CUBUK TESTI

Hayvanlar, 24 saatlik reperfiizyon sonrasi 150 cm uzunlugunda 3 cm c¢apinda silindirik
dikey bir ¢ubugun {lizerine yerlestirildi ve ka¢ sn cubufun iizerinde dengede
kalabildikleri kaydedildi (Resim 5) (Yun et al 2014).
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Resim 5: Dikey Cubuk Testi

3.7. KAN VE DOKU ORNEKLERININ ALINMASI

Sicanlara 100 mg/kg ketamin hidrokloriir ve 10 mg/kg xylazine i.p. verildikten sonra
intrakardiyak kan Ornekleri alinarak dekapite edildi. Ardindan beyin dokular
kraniyektomi ile hizlica ¢ikarildi (Resim 6) ve prefrontal korteks alanlari ayrildi.
Kirmiz1 kapakli jelli kuru biyokimya tiiplerine alinan kan 6rnekleri 4°C 10 dakika
2500 RPM’de santrifiij edildikten sonra ependorf tiiplere boliindii. Biyokimyasal
parametreler i¢in aliman beyin dokusu ve serum Ornekleri laboratuvar analizleri
yapilincaya kadar -20 °C’de saklandi. Histopatolojik incelemeler i¢in alinan beyin
dokusu prefrontal korteks alan ornekleri %10 neutral buffered formaldehyde icine

alindi.
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Resim 6: Cikarilan Beyin Dokusu

3.8. KAN VE DOKU ANALIiZLERIi

3.9.1. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Dokular tartildiktan sonra %0,9 NaCl ¢ozeltisi ile yikandi. Yikama isleminin ardindan
santrifiyj edildi (+4 °C, 3000 RPM, 10 dk). Sonra soguk %1,15 KCI, 0,01 M sodyum
potasyum fosfat (pH=7.4) ¢ozeltisinde homojenize edildi. %10’luk doku
homojenatlar1 hazirlandi. Bu homojenatlar 10.000g’ de 20 dk +4 °C’de santrifiij edildi.
Siipernatan alinip dokularda MDA, GSH ve KAT parametrelerinin belirlenmesinde
kullanildi. Lowry yontemi kullanilarak 6rneklere ait protein dl¢iimil yapildi(Lowry,
Rosebrough, Farr and Randall 1951).

3.9.2. Dokuda Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

Dokuda lipit peroksidasyonu dl¢timii igin %10’luk doku homojenatindan 1 ml alind1.
Uzerine 2 ml %20’lik trikloroasetikasit (TCA) ilave edilerek santrifiij edildi. Ust
fazdan 1,5 ml alinip iizerine 1,5 ml %0,67’lik tiyobarbitiirik asit (TBA) soliisyonu
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eklenerek karistirildi ve 15 dk. 100 °C’lik su banyosunda kaynatildi. Oda sicakliginda
sogutulduktan sonra absorbanslar homojenat icermeyen bir ayira¢ koriine kars1 532
nm’ de spektrofotometrede okundu. Sonuglar nmol MDA/g protein olarak verildi
(Buege and Aust 1978).

3.9.3. Dokuda Glutatyon (GSH) Ol¢iimii

Glutatyon O6l¢timiinde, 0,1 ml doku homojenati 6rnegi 0,9 ml soguk distile su ile
muamele edildi, 1,5 ml presipitasyon (Presipite edici soliisyon:1,67 g MPA+0,2 g
EDTA+30 g NaCl 100 ml suda ¢6ziildii) ¢cozeltisi eklendikten sonra 5 dakika beklendi.
Santrifiij edilerek tist faz alindi, fosfat tamponu ve renk reaksiyonu i¢in 5> 5’
dinitrobenzoik asit (DTNB) eklenerek 412 nm’ de absorbansi 6lgiildii Sonuglar
(Absorbansx310,4)/2 formiilii ile hesapland1 ve pM/mg protein olarak verildi olarak
verildi (Beutler, Duron and Kelly 1963).

3.9.4. Dokuda Katalaz (KAT) Aktivitesi Ol¢iimii

Hidrojen peroksitin katalaz tarafindan parcalanmasi temeline dayanan UV
spektrofotometrik yontem ile aktivite belirlendi. Bunun igin 1 ml substrat + 50 ul doku
hemolizat vortekslendikten sonra hidrojen peroksit eklendi. Katalaz-peroksit
reaksiyonunda zamanin bir fonksiyonu olarak azalan absorbans degerleri 30 sn
araliklarla, 3 dk boyunca 240 nm’ de 06lgiildii. Absorbans farki alinarak hesaplama
yapildi. Sonuglar, Absorbans farki x 2500= U/ml formiilii ile belirlendi. Dokularin
protein igerigi Lowry yontemi ile saptandi. Sonuglar U/mg protein olarak hesaplandi

(Beers and Sizer 1952).
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3.9.5. Serum Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

Lipit peroksidasyonu malondialdehit (MDA) olusumunun dl¢iilmesi ile saptandi. Bir
hacim 6rnek, iki hacim %15 trikloroasetik asit (TCA), %0.375 tiobarbitiirik asit (TBA)
ve 0.25 N hidroklorik asitten olusan stok ¢ozelti karistirilarak 30 dk. 100 °C’de su
banyosunda tutuldu. Oda sicakliginda sogutulduktan sonra santrifiij sonucu elde edilen
berrak siipernatanin absorbansi, 532 nm’de spektrofotometrik olarak saptandi. MDA
konsantrasyonu 1,56x10° molar absorbsiyon koefissiyenti ile hesaplandi. Sonuglar
nmol MDA/mI olarak verildi (Buege and Aust 1978).

3.9.6. Serum Glutatyon (GSH) Olc¢iimii

Glutatyon 6l¢iimiinde, 0,1 ml serum 6rnegi 0,9 ml soguk distile su ile muamele edildi,
1,5 ml presipitasyon (Presipite edici soliisyon: 1,67 g MPA+0,2 g EDTA+30 g NaCl
100 ml suda ¢6ziildii) ¢ozeltisi eklendikten sonra 5 dakika beklendi. Santrifiij edilerek
iist faz alindi, fosfat tamponu ve renk reaksiyonu i¢in 5’ 5” dinitrobenzoik asit (DTNB)
eklenerek 412 nm’ de absorbansi 6l¢iildii. Sonuglar : (Absorbans x 310,4)/2 = % mg
olarak verildi (Beutler et al 1963).

3.9.7. Serum Katalaz (KAT) Aktivitesi Ol¢iimii

Hidrojen peroksitin katalaz tarafindan parcalanmasi temeline dayanan UV
spektrofotometrik yontem ile eritrosit katalaz aktivitesi belirlendi. Bunun i¢in 50 pl
serum Onegine 1 ml substrat (% 30 H20, fosfat tamponu) eklendi. Katalaz-peroksit
reaksiyonunda, zamanin bir fonksiyonu olarak azalan absorbans degerleri, 30 saniye
araliklarla, 3 dakika boyunca 240 nm’ de 6l¢iildii. Absorbans farki alinarak hesaplama
yapildi. Sonuglar, Absorbans farki x 2500= U/ml formiilii ile belirlendi (Beers and
Sizer 1952).
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3.9.8. Histopatolojik Degerlendirmeler

Alinan tiim doku 6rnekleri 151k mikroskobik incelemeler i¢in %10’luk tamponlanmis
notral formaldehit soliisyonuna konuldu ve 72 saat tespit icin bekletildi.
Tamponlanmis notral formaldehit ile tespit edilen doku ornekleri 72 saat sonunda
trimleme islemini takiben ¢esme suyunda yikandiktan sonra MTP yar1 kapali sistem
otomatik doku takip cihazinda asagidaki doku takip basamaklarindan gegirildi (Tablo
3).

Tablo 3: Doku takip basamaklari

Sira Yapilan islem Siire (saat)
1 %70 alkol 1
2 %380 alkol 1
3 %396 alkol 1
4 %96 alkol 1
5 %96 alkol 1
6 Absolii alkol 1
7 Absolu alkol 1
8 Absolu alkol 1
9 Ksilen 1
10 Ksilen 1
11 Parafin | 2
12 Parafin II 2

Doku takip islemleri tamamlanan doku 6rnekleri parafin bloklara gomiildii. Hazirlanan
her bir parafin bloktan degerlendirmeyi kolaylastirmak amaciyla mikrotom yardimiyla
4 um kalinliginda kesitler en az 3 kesit alindi ve Hematoksilen-eozin (H&E) ile
boyama islemine kadar kurumak iizere oda sicakliginda bekletildi. Alinan
preperatlarin H&E boyama basamaklar1 tamamlandiktan sonra, lamlarin {izeri entellan

ile kapatilarak mikroskopta incelenecek duruma hazir hale getirildi.
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Tablo 4: Hematoksilen eozin boyama

Islem Siire (dk ve/veya sn)
Deparafinizasyon 30 dk(Etiivde)
Ksilol-I 2 dk
Ksilol--11 2 dk

%2100 Alkol-I 1 dk
%2100 Alkol-11 1 dk
%96 Alkol-I 1 dk
%96 Alkol-II 1 dk

Akan Su 3dk
Hematoksilen 3dk
Akan Su 3dk
Asit Alkol 2dk 2 sn
Akan Su 3dk
%80 Alkol 1.5 dk
Eozin 20 sn
%96 Alkol 2 dk
%96 Alkol 2 dk
%2100 Alkol 2 dk
%2100 Alkol 2 dk
Ksilol 2 dk
Ksilol 2 dk

Hazirlanan preparatlarda serebral iskemi sonrasi prefrontal korteks bolgelerinde
olusan noral hasar alanlar1 incelendi. Hasar alan ndronlarin asidofilik karakterde
noronal sitoplazma ile dikkat ¢ceken kirmizi ndronlar (karyoreksis) ile karakterize
histmorfolojik olarak degerlendirildi. Kirmizi noronlarmm etrafinda goriilen
oligodendrositlerle karakterize edilen sateliosis bolgeleri ve noropilde goriilen
spongiosis (siingerimsi) ayrisma alanlar1 hasarli bolgeler olarak degerlendirildi.
Hasarlanma degerlendirilirken 151k mikroskobunda 5 fakli alanda hasarli noronlar

sayilldi ve 40X biiylitme alanina diisen hasarli noronlarin sayis1 belirlendi
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(Margaritescu et al 2009, Vasconcelos, Guimaraes, Campelo, Vasconcelos and
Guimaraes 2015, Pires et al 2011). Preparatlar (sony marka) kamera atagmanli 151k

mikroskopi altinda incelenerck fotograflar gekildi.

3.9. ISTATISTIKSEL ANALIiZLER

Istatistiksel analizler SPSS 24.0 paket programi (SPSS Inc. ve Lead Tech. Inc.
Chicago. ABD) kullanilarak yapildi. Verilerin normallik dagilimi i¢in Kolmogrov
Smirnov testi kullanildi. Grup sayisi, normallik dagilimi ve homojenlik durumuna gore
parametrik veya nonparametrik test se¢imi yapildi. Normal dagilima uyan verilerin
analizinde One-way ANOVA testi kullanildi. ANOVA sonucu anlamli olan verilerde
gruplar arasi ikili karsilastirmalarda homojen dagilim gdsteren verilere Tukey,
homojen dagilim gdstermeyen verilere Tamhane’s T2 testi yapildi. Normal dagilima
uymayan verilerin analizinde ise Kruskal Wallis testi uygulandi1 ve gruplar arasi ikili
karsilastirmalar  Mann ~ Whitney-U  testi  kullanilarak ~ yapildi.  Sonuglar
ortalama+standart sapma, minimum, maksimum ve medyan olarak verildi. P <0,05

olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. VUCUT AGIRLIKLARI

Deney gruplarina ait viicut agirliklar: Sekil 1°de gosterilmistir. Deney Oncesi viicut
agirliklarinin karsilagtirilmasi amaciyla yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda

gruplar aras1 anlamli farklilik bulunmadi (p>0,05)

Viicut Agirhklan
500,00
450,00
400,00
350,00
& 30000
=
= 250,00
)
< 200,00
150,00
100,00
50,00
0,00 A . AP .
K 10+IR R IO+IR+N RN

Sekil 1: Deney gruplariin viicut agirliklar1 sonuglari. Sonuglar Ort+SS olarak verildi.
p>0,05

4.2. NOROLOJIK DEGERLENDIRME VE DIKEY CUBUK TESTI
SONUCLARI

Calisma gruplarina ait norolojik degerlendirme skorlar1 ve dikey ¢ubuk iizerinde

kalma stirelerine ait degerlendirme sonuclar1 Tablo 5’de verilmistir.
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Tablo 5: Calisma gruplarinda nérolojik skorlama ve dikey ¢ubuk testi sonuglari.

Parametre Gruplar Minimum  Maksimum Medyan Ort+£SS
Her grup(n=7) Deger Deger
K 0 0 0 0
I0+IR 1 2 2ab 1,57+0,53
Nérolojik iR 2 3 2@ 2,42+0,53
Skor [O+IR+N 1 2 12b 1,14+0,37
IR+N 0 2 1ab 1,14+0,69
K 15 80 16 26,71+23,77
iO+iR 2 12 3 4,42+3,50
Dikey iR 1 4 3 2,57+0,97
Cubuk Testi 651 jR+N 4 18 gabe 92844 64
IR+N 7 20 gabce 10,1444 ,48

K: Kontrol, IO+IR: Iskemik dnkosullanma ve iskemi/reperfiizyon grubu, IR: Sadece
iskemi /reperfiizyon grubu, [O+IR+N: Iskemik 6nkosullanma, iskemi/reperfiizyon ve
nikotinamid grubu, IR+N: Iskemi/reperfiizyon ve Nikotinamid grubu. Ort: Ortalama,
SS: Standart Sapma. 2p: kontrol grubuna gore anlamli degisim (p<0,05), °p: IR grubuna
gore anlamli degisim (p<0,05), °p: IO+IR+N grubuna gore anlaml1 degisim (p<0,05).

4.2.1. Norolojik Degerlendirme Sonuclari

Caligma gruplarina ait norolojik degerlendirme sonuglari Tablo 5 ve Sekil 2°de
gosterilmistir. Gruplar arasi yapilan istatistiksel karsilastirma sonucunda norolojik
skor medyan degerlerinin kontrol grubuna kiyasla tiim deney gruplarinda ytiksek
oldugu bulundu (p=0,000). Yapilan gruplar arasi karsilastirmalarda IO+IR, IR, 10+

IR+N ve IR+N gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis
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belirlendi (I0+IR ve IR i¢in, p=0,001; IO+IR+N igin p=0,000; IR+N igin p=0,003).
IR grubuna gore IO+IR, IR+N, IO+IR+N gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diisiis
oldugu belirlenirken (sirastyla p=0,018, p=0,006, p=0,002), iO+IR, IO+IR+N ve
IR+N gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).

Nirolojik Skorlama
4
a

g 3
=
[
E a,b ab ab
@
= 2 —
g
=]
T
b=
Z

! [

0 - — : — .

K IO+IR IR IO+IR+N IR+N

Sekil 2: Gruplara gore siganlarin norolojik skor sonuglari. Sonuglar minimum,
maksimum ve medyan olarak verildi. ®: kontrol grubuna goére anlamh

degisim(p<0,05), ®p: IR grubuna gore anlamli degisim(p<0,05).

4.2.2. Dikey Cubuk Testi Sonuclar:

Calisma gruplarina ait dikey gubuk testi sonuglar1 Tablo 5 ve Sekil 3’de gosterilmistir.
Gruplar aras: istatistiksel karsilastirma sonucunda dikey ¢ubukta kalma siiresinin IR
gruplarinin tamaminda kontrol grubuna kiyasla azalmig oldugu ve bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (IO0+IR ve IR icin p=0,002; p=0,009,
p=0,010). IO+IR grubunda gubuk iizerinde kalma siiresi IR grubuna kiyasla daha uzun
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siireli olsa da bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi(p>0,05). IO+IR ve IR
gruplarma gére IO+IR+N ve IR+N gruplarinda cubuk iizerinde kalma siiresinin
istatistiksel olarak anlamli artis gosterdigi belirlendi (IO+IR igin sirasiyla p=0,025,
p=0,017; IR icin her iki grupta p=0,002). IO+IR+N grubu ve IR+N gruplar1 arasindaki
istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p>0,05).

Dikey Cubuk Testi

70
60

50

z
7]
240
30
’ a,b,c a,b,c
20 a
O a
10 I
. I
K IO+ IE IO+TRANT B4

Sekil 3: Gruplara gore siganlarin dikey cubuk testi sonucglari. Sonuglar minimum,
maksimum ve medyan olarak verildi. ®p: kontrol grubuna gore anlamli degisim
(p<0,05), p: IR grubuna gore anlamli degisim (p<0,05), °p: IO+IR+N grubuna gore
anlaml1 degisim (p<0,05).

4.3.BIYOKIMYASAL ANALIZ SONUCLARI

4.3.1. Beyin Dokusu Biyokimyasal Analiz Sonuclari

Calisma gruplarina ait beyin dokusu MDA, GSH diizeyleri ve KAT aktivitesi Ort+SS
degerleri Tablo 6°da gosterilmistir.
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Tablo 6: Beyin dokusunda MDA, GSH diizeyleri ve KAT aktivitesi sonuglari.

Gruplar MDA(nMol/g) GSH(nMol/g) KAT(U/mg)
Her grup(n=7) Ort+SS Oort£SS ort£SS
K 0,22+0,05 0,97+0,19 5,34+1,52
iO+iR 0,24+0,05° 0,83+0,18 3,93+0,91°
iR 0,31+0,04? 0,73+0,05° 3,04+0,86°
IO+IR+N 0,19+0,01° 0,96+0,13" 7,85+0,93°
IR+N 0,21+0,03° 0,87+0,12 4,67+1,11°
P degeri 0,000 0,026 0,000

(One-Way ANOVA)
MDA: Malondialdehit, GSH: Glutatyon, KAT: Katalaz. K: Kontrol, IO+IR: Iskemik

onkosullanma ve iskemi/reperfiizyon grubu, IR: Iskemi /reperfiizyon grubu,
[O+IR+N: Iskemik &nkosullanma, iskemi/reperfiizyon ve nikotinamid grubu, IR+N:
Iskemi/reperfiizyon ve nikotinamid grubu. Ort: Ortalama, SS: Standart sapma. °p:
Kontrol grubuna gére anlamli degisim (p<0,05), Pp: IR grubuna gére anlamli degisim

(p<0,05), °p: IO+IR+N grubuna gére anlamli degisim (p<0,05).

4.3.1.1. Beyin dokusu MDA Diizeyleri

Calisma gruplarma ait beyin dokusu MDA diizeyleri Tablo 6 ve Sekil 4’de
gdsterilmistir. Calismamiz sonucunda kontrol grubunda 0,22+0,05, IO+IR grubunda
0,24+0,05 IR grubunda 0,31+0,04, I{O+IR+N grubunda 0,19+0,01 IR+N grubunda
0,2140,03 olarak belirlendi. Yapilan istatistiksel degerlendirmede beyin dokusu MDA
diizeyleri IR grubunda kontrol grubuna gore anlamli artis gosterdi (p=0,04). IR grubu
ile karsilastirldiginda IO+IR, IO+IR+N ve IR+N gruplarit MDA diizeyleri istatistiksel
olarak anlamli azalma gosterdi (IO+IR i¢in p=0,022, IO+IR+N igin p=0,000, IR+N
i¢cin p=0,002).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda IO+IR, IO+IR+N, IR+N gruplar1 arasinda
anlaml farklilk yoktu (p>0,05). Ayrica 10+ IR grubu ile karsilastirldiginda
[O+IR+N, IR+N gruplar1 arasinda, IO+IR+N grubu ile karsilastirildiginda IR+N
grubuyla istatistiksel olarak anlaml farklilik gdzlenmedi (p>0,05).

55



MDA Diizeyleri

0.40 a
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0.30 b
&0 b
E
4 020
0’10 I
0,00 — . - .
K 16+ iy ORI R+

Sekil 4: Gruplara gore siganlarin beyin dokusu MDA sonuglari. Sonuglar Ort+SS
olarak verildi. 2p: kontrol grubuna gére anlamli degisim(p<0,05), ®p: IR grubuna gére

anlamli degisim(p<0,05).

4.3.1.2. Beyin Dokusu GSH Diizeyleri

Calisma gruplarina ait beyin dokusu GSH diizeyleri Tablo 6 ve Sekil 5°de
gosterilmistir. Gruplara ait beyin dokusu GSH diizeyleri kontrol grubunda 0,97+0,19
[O+IR grubunda 0,83+0,18, IR grubunda 0,73+0,05, IO+IR+N grubunda 0,96+0,13
IR+N grubunda 0,87+0,12 olarak belirlendi. Yapilan istatistiksel analiz sonuglarinda
beyin dokusu GSH diizeylerinde gruplar aras1 anlamli farkliliklar oldugu belirlendi
(p=0,026). Gruplar arasi karsilagtirmalarda IR grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (p=0,037). IO+HR+N grubunda iR grubuna
gore istatistiksel olarak anlaml artis gosterdi (p=0,042). IO+IR ve IR+N gruplarinda
IR grubuna gore artis gdsterse de bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).

Kontrol grubu ile IO+IR, IO+HR+N, IR+N gruplar1 arasinda yapilan karsilastirmada
istatistiksel olarak anlamli farklilk gozlenmedi (p>0,05). IO+R grubu ile
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karsilastinldiginda IO+IR+N IR+N gruplar;, IO+IR+N grubu ile IR+N grubu
karsilastirildiginda gruplar aras1 anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05).

GSH Diizeyleri
1,20 b
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Sekil 5: Gruplara gore siganlarin beyin dokusu GSH sonuglari. Sonuglar Ort+SS
olarak verildi. ®p: Kontrol grubuna gore anlamli degisim(p<0,05), °p: IR grubuna gore
anlaml1 degisim(p<0,05).

4.3.1.3. Beyin Dokusu KAT Aktivitesi

Calisma gruplarma ait beyin dokusu KAT aktivitesi Tablo 6 ve Sekil 6’da
gosterilmigtir. Calisma gruplart beyin dokusu KAT aktiviteleri kontrol grubunda
5,34+1,52 IO+IR grubunda 3,93+0,91, iR grubunda 3,04+0,86, IO+IR+N grubunda
7,85+0,93, IR+N grubunda 4,67+1 olarak belirlendi. Yapilan istatistiksel analizlerde
gruplar arasinda beyin dokusu KAT aktivitesinde anlamli farklilik oldugu saptandi
(p=0,000).

Gruplar aras1 karsilagtirmalarda, IR grubunda kontrol grubuna gére istatistiksel olarak
anlamli azalma bulundu (p=0,004). Kontrol grubu ile IO+IR, IR+N gruplar ile
karsilastirildiginda gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi

(p>0,05). IR grubuna ile karsilastirildiginda {O+IR+N gruplarinda istatistiksel olarak
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anlamli artisin oldugu (her ikisi igin p=0,000), IO+IR ve IR+N gruplarindaki artisin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptand1 (p>0,05). IO+IR+N, IO+IR ve IR+N

gruplar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli farklilik oldugu bulundu (her ikisi igin

p=0,000).
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Sekil 6: Gruplara gore sicanlarin beyin dokusu KAT aktivitesi sonuglari. Sonuglar
Ort=SS olarak verildi. ®p: kontrol grubuna gére anlamli degisim (p<0,05), °p: IR
grubuna gore anlamli degisim (p<0,05), °p: IO+IR+N grubuna gére anlamli degisim
(p<0,05).

4.3.2.Serum Biyokimyasal Analiz Sonuclar:

Calisma gruplarma ait serum MDA, GSH diizeyleri ve KAT aktivitesi Ort+SS

degerleri Tablo 7°de gosterilmistir.
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Tablo 7: Serum MDA, GSH diizeyleri ve KAT aktivitesi sonuglari.

Gruplar MDA(nMol/L)  GSH(uMol/L) KAT(U/mI)
Her grup(n=7) Ort+SS Oort£SS Ort+£SS

K 7,32+0,69 52,81+11,61 331,31+48,50
iO+iR 11,34+1,382¢ 44,13+5,60 322,54+56,22
iR 15,10+2,622 42,59+6,00 269,28+46,54
IO+IR+N 8,53+0,67° 51,01+4,71 381,18+57,12°
IR+N 10,07+2,26" 48,80+5,20 335,22+65,69
P degeri 0,000 0,051 0,015

(One-Way ANOVA)
MDA: Malondialdehit, GSH: Glutatyon, KAT: Katalaz. K: Kontrol, IO+IR: Iskemik

onkosullanma ve iskemi/reperfiizyon grubu, IR: Iskemi /reperfiizyon grubu,
[O+IR+N: Iskemik &nkosullanma, iskemi/reperfiizyon ve nikotinamid grubu, IR+N:
Iskemi/reperfiizyon ve Nikotinamid grubu. Ort: Ortalama, SS: Sdandart Sapma. ®p:
kontrol grubuna gore anlamli degisim (p<0,05), ®p: IR grubuna gore anlamli degisim

(p<0,05), °p: IO+IR+N grubuna gére anlamli degisim (p<0,05).

4.3.2.1. Serum MDA Diizeyleri

Caligsma gruplarina ait serum MDA diizeyleri Tablo 7 ve Sekil 7°de gosterilmistir.
Calisma gruplari serum MDA diizeyleri, kontrol grubunda 7,32+0,69 iO+IR grubunda
11,34+138, IR grubunda 15,10+2,62, IO+IR+N grubunda 8,53+0,67, IR+N grubunda
10,07+2,26 olarak belirlendi. Yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasi serum

MDA diizeyleri anlamli farklilik gosterdi (p=0,000).

Yapilan gruplar arasi karsilastirmalarda serum MDA diizeyleri, kontrol grubuna gore
IR ve IO+IR gruplarinda istatistiksel olarak anlamli artis gosterirken (sirasiyla
p=0,001, p=0,000), IO+IR+N ve IR+N gruplarinda anlamlilik gézlenmedi (p>0,05).
IR grubuna gore IO+IR+N ve IR+N gruplarinda istatistiksel olarak anlamli azalma
oldugu saptand1 (IO+IR+N i¢in p=0,004, IR+N icin p=0,024). IO+IR grubunda IR
grubuna gore azalma gosterse de bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi

(p>0,05). 1O+ IR grubu ile IO+HR+N grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
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azalma gozlendi (p=0,010). IR+N grubu ile karsilastirildiginda IO+HR+N grubunda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi (p>0,05).

Serum MDA Diizeyleri
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% b
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Sekil 7: Gruplara gore siganlarin serum MDA sonuglari. Sonuglar Ort+SS olarak
verildi. %p: kontrol grubuna gére anlamli degisim (p<0,05), ®p: IR grubuna gore anlamli
degisim (p<0,05), °p: IO+IR+N grubuna gére anlaml1 degisim (p<0,05).

4.3.2.2. Serum GSH Diizeyleri

Calisma gruplarma ait serum GSH diizeyleri Tablo 7 ve Sekil 8’de gosterilmistir.
Calisma gruplari serum GSH diizeyleri kontrol grubunda 52,81+11,61, IO+IR
grubunda 44,13+0,56, IR grubunda 42,59+6,00, IO+ IR+N grubunda 51,01+4,71,
IR+N grubunda 48,80+5,20 olarak belirlendi. Yapilan istatistiksel analizlerde GSH
seviyesi kontrol grubu ile kiyaslandiginda en diisiik IR grubunda iken, IO+IR+N
grubunda ise kontrol grubuna yakin bir artis oldugu belirlendi. Ancak gruplar arasi
karsilagtirmalarda serum GSH diizeyleri istatistiksel olarak anlamli farklilik

gostermedi (p>0,05).
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Serum GSH Diizeyleri
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Sekil 8: Gruplara gore sicanlarin serum GSH sonuglari. Sonuglar Ort£SS olarak
verildi. p>0,05.

4.3.2.3. Serum KAT Aktivitesi

Calisma gruplarina ait serum KAT diizeyleri Tablo 7 ve Sekil 9’da gosterilmistir.
Calisma gruplart serum KAT aktiviteleri, kontrol grubunda 331,31+48,50 i1O+IR
grubunda 322,54+56,22, IR grubunda 269,28+46,54, IO+IR+N grubunda
381,18+57,12, IR+N grubunda 335,22+65,69 olarak belirlendi. Yapilan istatistiksel
analizlerde gruplar arasinda serum KAT aktivitesi istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosterdi (p=0,015). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda iR, IO+IR, IO+IR+N, IR+N
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli olmayan azalma belirlendi(p>0,05). IR grubu
ile karsilastirldiginda IO+IR+N grubunda anlamli artis oldugu belirlenirken
(p=0,006), 1O+ IR, 10+ IR+N, IR+N gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmadi (p>0,05).
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Serum KAT Diizeyleri
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Sekil 9: Gruplara gore siganlarin serum KAT aktivitesi sonuglart. Sonucglar Ort£SS
olarak verildi. ®p: IR grubuna gore anlamli degisim (p<0,05).

4.4. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME SONUCLARI

Calisma gruplarina ait prefrontal korteks alanlarmin histopatolojik degerlendirme
sonuglar1 Tablo 8 ve Sekil 10, 11, 12, Resim 7, 8, 9, 10 11°de gésterilmistir. SIR
sonrasi prefrontal korteks alanlarinin histopatolojik olarak degerlendirilmesinde IR ve
IO+IR gruplarinda noral hasarin gdstergesi olan kirmizi ndron sayi, sateliosis ve
spongiosis oranlar1 diger gruplara gore daha yiiksekti. Gruplar arasi karsilastirmalarda;
IR grubunda kirmizi néron, sateliosis ve spongiosis oranlarindaki artis kontrol,
[O+IR+N, IR+N gruplarma gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (hepsi igin
p<0,001). IO+IR+N grubunda IR+N grubuna kiyasla kirmizi néron sayisinda
istatistiksel olarak anlamli azalma bulunurken (p=0,002), sateliosis ve spongiosis

diizeylerindeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).
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Tablo 8: Gruplara gore beyin dokusu prefrontal korteks alanlarinin kirmizi noron,

sateliosis ve spongiosis degerlendirme sonuglari.

Parametre  Gruplar Minimum Maksimum Medyan Ort£SS
Her grup(n=7) Deger Deger
K 2 4 3 1,14+0,37
iO+iR 6 8 gab 7,42+0,78
Kirmizi iR 4 6 52 5,28+0,75
Néron [O+iR+N 1 2 1abe 2,710,75
IR+N 2 3 2b.c.d 2,42+0,53
K 1 2 1 1,42+0,53
iO+iR 3 6 42, 4,42+0,97
Sateliosis iR 3 4 43 3,7140,48
IO+IR+N 0 1 1abc 0,71+0,48
iR+N 1 2 10c 1,14+0,37
K 1 3 1 1,71+0,75
iO+IR 4 6 5 4,7140,75
iR 3 4 43¢ 3,7140,48
Spongiosis  IO+iR+N 0 1 1abc 0,71+0,48
iR+N 1 2 10c 1,14+0,37

K: Kontrol, IO+IR: Iskemik dnkosullanma ve iskemi/reperfiizyon grubu, IR: Sadece
iskemi /reperfiizyon grubu, IO+IR+N: Iskemik 6nkosullanma, iskemi/reperfiizyon ve
nikotinamid grubu, IR+N: Iskemi/reperfiizyon ve nikotinamid grubu. Ort: Ortalama,
SS: Standart Sapma. ?p: kontrol grubuna gore anlaml1 degisim (p<0,05), °p: IR grubuna
gore anlamli degisim (p<0,05), °p: IO+IR+N grubuna gére anlamli degisim (p<0,05),
dp: IO+IR+N grubuna gére anlamli degisim (p<0,05).
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10 Prefrontal Korteks Alanlarinda Kirmizi Noron Sayilan
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Sekil 10: Prefrontal korteks alanlarinda kirmizi néron sayilarinin gruplara goére
dagilimi. Sonuglar minimum, maksimum, medyan olarak verildi. 2p: kontrol grubuna
gore anlamli degisim (p<0,05), °p: IR grubuna gore anlamli degisim (p<0,05), °p:
[O+IR+N grubuna gore anlamli degisim (p<0,05), %p: IO+IR+N grubuna gére anlamli
degisim (p<0,05).
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Prefrontal Korteks Sateliosis Sayilan
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Sekil 11: Prefrontal korteks alanlarinda sateliosis sonuglarinin gruplara gore dagilima.
Sonuglar minimum, maksimum, medyan olarak verildi. 2p: kontrol grubuna gore
anlaml1 degisim (p<0,05), ®p: IR grubuna gore anlamli degisim (p<0,05), °p: IO+IR+N
grubuna gore anlamli degisim (p<0,05)
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Prefrontal Korteks Spongiosis Oranlan
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Sekil 12: Prefrontal korteks alanlarinda spongiosis oranlarinin gruplara gére dagilima.
Sonuglar minimum, maksimum, medyan olarak verildi. ®p: kontrol grubuna gore
anlamli degisim (p<0,05), °p: IR grubuna gére anlamli degisim (p<0,05), °p: IO+HIR+N
grubuna gore anlamli degisim (p<0,05).
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Resim 7: Kontrol grubu prefrontal korteks alanlarina ait 151k mikroskopi goriintiisii.
H&E X 40, 50 scala bar. Hasar géren noronlar ‘‘kirmizi néronlar’’(kirmizi ok), hasar

goren noronlarin etrafinda toplanan noroglial hiicreler “‘sateliosis’’(yesil ok).
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Resim 8: Iskemi sonrasi prefrontal korteks alanlarinda olusan spongiosis yapilanma

(noropilde silingerimsi ayrisma) 151k mikroskopi gortintiisii. H&E X 400, 50 scalabar.
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Resim 9: Iskemi sonras1 prefrontal korteks alanlarina ait 151k mikroskopi goriintiisii.
Hasar goren noronlar ‘kirmizi néronlar’’(kirmizi ok), hasar goren ndéronlarin etrafinda

toplanan noroglial hiicreler ‘sateliosis alanlar1’’(yesil ok). H&E X 40, 50 scala bar.
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Resim 10: IO+IR+N grubu prefrontal korteks alanlarina ait 151k mikroskopi goriintiisii.
Hasar gormeyen noronlar (siyah ok), hasar goren ndronlar ‘ ‘kirmizi néronlar’’ (kirmizi

ok), hasar goren noronlarin etrafinda toplanan ndroglial hiicreler *‘sateliosis

alanlar1’’(yesil ok). H&E X 40, 50 scala bar.
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Resim 11: iO+IR grubu prefrontal korteks alanlarina ait 151k mikroskopi goriintiisii.

Hasar goren noronlar ‘kirmizi néronlar’’ (kirmizi ok), hasar géren néronlarin etrafinda

toplanan noroglial hiicreler ‘‘sateliosis alanlar1’’(yesil ok). H&E X 40, 50 scala bar.

71



5. TARTISMA VE SONUC

Iskemi ve ardindan reperfiizyon lokal hasara neden olur ve bu hasarin siddeti iskeminin
siiresi ve etkilenen organin duyarliligina baghidir (Kovacs et al 2010). SIR hasari
olduk¢a kompleks bir olaydir. Iskemi sonrasi glukoz ve oksijen substratlarmin
eksikligi iskemik hasarda c¢ok Onemlidir ve bu olay sonucunda ndronal Olim
gerceklesir. SIR hasarinda serbest radikallerin asir1 iiretilmesi rol oynar (Mohamed,
Ahmed, EImorsy and Nofal 2019). Zaten beyin de oksijen tiiketim oraninin yiiksekligi,
endojen antioksidan sistem kapasitesinin yetersizligi, yogun ROT iiretilmesi, ¢cok fazla
doymamis yag asidinin icermesi nedeniyle oksidatif stres hasarina karsi oldukga

savunmasizdir (Bora, Shri and Monga 2011).

Vitamin B3’lin amid tiirevi olan nikotinamid, ROT seviyelerini azaltabilir. Lipit
peroksidasyonunu ve protein oksidasyonunu inhibe edebilir. Bundan dolay1
antioksidan etki gosterebildigi diistiniiliir (Yuan et al 2020). Bu nedenle ¢alismamizda
bilateral KKA okliizyonu araciligiyla olusturulan SIR hasarina kars1 sican beyin
dokusunda iskemik Onkosullanma ve nikotinamidin olas1 antioksidan koruyucu
etkilerini arastirmay1 amagcladik. Calisma sonuglarimiz nikotinamidin ve iskemik
onkosullanmanin serebral iskemi reperflizyon hasarinda koruyucu olabilecegini
literatiirle uyumlu sekilde gosterdi. Bu dogrultuda lipid peroksidasyonunun son iiriinti
olan MDA diizeylerini azaltarak oksidatif stresi hafiflettigi, antioksidan savunma
sisteminin etkisini artirdigi, beyin 6demini azaltabilecegi ve dolayisiyla norolojik
olarak iyilesme saglayabilecegi goriildii. Ayr1 ayr1 uygulanmasindan ziyade iskemik

onkosullanmayla beraber uygulamanin daha etkili oldugu goriildi.

Calisma sonuglarimiz tedavisiz IR ve IO+IR gruplarinda MDA seviyelerinin hem
beyin dokusunda hem de serumda istatistiksel olarak anlamli artis oldugunu
gostermistir.  Calisma sonuglarimizla ¢ok sayida aragtirma sonugclari ile paralellik
gostermektedir. Sicanlar iizerinde yapilan bir ¢aligmada, bilateral KKA okliizyonu ile
serebral iskemi olusturulmus ve daha sonra reperfiizyona izin verilmistir. Reperfiizyon
periyodunun ardindan beyin dokularinda MDA miktar1 dl¢iilmiis ve SIR hasari

olusturulan grupta sham grubuna gére MDA miktarlarinin istatistiksel olarak anlamli
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arttig1 bildirilmistir (de Sales et al 2019). Bir baska bir ¢calismada, OSA ’nin okliizyonu
ile SIR olusturulmus ve ¢alisma sonucunda beyin dokusunda MDA miktarlarinin, IR
grubunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 bildirilmistir
(Li et al 2019b). Yine si¢anlar {izerinde yapilan baska bir ¢alismada, serumda 6lgiilen
MDA seviyelerinin SIR olusturulan grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli sekilde arttig1 bildirilmistir (Chen and Damian 2014).

Antioksidanlar, ROT’larin zararl etkilerine kars1 hiicreleri koruyarak oksidatif stresle
ilgili hastaliklar1 6nler. Serbest radikallere karsi bu koruyucu etkisi hiicresel islevlerin
korunmasinda ¢ok Onemlidir (Neha et al 2019). Proteinlerdeki hem grubu ile
tepkimeye giren H>O> hiicre zarinda lipit peroksidasyonu gibi radikal tepkimelerin
olugmasina onciiliikk edebilir. Bu etkisinden dolay1, olusan H202 nin olusur olusmaz
ortamdan yok edilmesi gerekmektedir. Bu gorevi de antioksidan enzim olan KAT
yerine getirir (Goziikara 2011). Endojen antioksidan olan GSH, ROT’a kars1 viicudu
korur, bunu da serbest oksijen radikallerini nétralize ederek saglar ve ROT ve serbest

radikalleri etkin sekilde temizler (Kasnak ve Palamutoglu 2015, Ginter et al 2014).

Nikotinamid, mitokondriyal elektron tasima zincirinde ATP olusumu yoluyla viicut
tarafindan kullanilir (Lin et al 2001). Mitokondriyal membranda depolarizasyon ve
burada gbzenek olusumunu onler (Feng, Paul and LeBlanc 2006). ROT seviyesinin
artigin1 baskilayan nikotinamid, gii¢lii bir serbest radikal temizleyicisidir (Kwak et al
2015, Peterson et al 2012). Yani antioksidan 6zellik gostermektedir ve oksidatif stresi
azaltir (Shen et al 2004, Villeda-Gonzalez et al 2020). Oksidatif stresin neden oldugu
noronal hasara karsi genis Ol¢iide noroprotektif etki gosterir (Koh 2013). Serebral
iskemideki oksidatif stresin neden oldugu noronal dejenerasyonu bu etkisiyle
hafifletebilir(Koh 2011). Bu nikotinamid tedavisinin oksidatif strese karsi etkileri
norolojik cevabi iyilestirerek iskemik infarkti azaltabilir (Alenzi 2009). Tim bunlarin
yaninda bu etkisinin altinda yatan mekanizma da hala aydinlatilamamistir (Shen et al

2004).

Calismamizda hem beyin dokusunda hem de serumda MDA diizeyleri IR+N grubunda
IR grubuna gore calismalara paralel sonuglar vererek istatistiksel olarak anlamli
azalma gosterdi. Literatlirde iskemi reperfiizyon dahil olmak tizere pek ¢ok patolojik

durumda nikotinamid uygulamasinin antioksidan kapasiteyi artirarak oksidatif stresi
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azalttigin1 gostermektedir. Sag OSA okliizyonu ile fokal serebral iskemi ve ardindan
reperfiizyona maruz birakilan siganlara reperfiizyon baslangicinda intravendz olarak
500 mg/kg nikotinamid enjekte edilmis ve reperfiizyon periyodunun ardindan beyin
dokusunda MDA diizeyleri OSlgiilmiistiir. MDA diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli azalma meydana geldigi bildirilmistir (Chen et al 2012). Diyabetik siganlara 2
hafta boyunca 100 mg/kg ve 200 mg/kg nikotinamid uygulanmasinin sican beyin
dokusunda MDA diizeylerini anlaml sekilde azaltildig: bildirilmistir (Kuchmerovska
et al 2004). Yine metabolik sendromlu si¢anlarda nikotinamid uygulamasinin serum
GSH diizeylerinde anlamli bir degisim olmazken karaciger dokusunda istatistiksel

olarak anlamli yiikselme oldugu bildirilmistir (Villeda-Gonzalez et al 2020).

Sicanlar tizerinde yapilan ¢alismalarda, hem bilateral KKA hem de OSA okliizyonuyla
olusturulan SIR modellerinde beyin dokusunda 6lgiilen GSH ve KAT miktarlarmin IR
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig
bildirilmistir (Shalavadi, Chandrashekhar, Ramkishan, Nidavani and Biradar 2013,
Yang et al 2016, Jia, Han, Yang and Zhao 2014, Kakkar, Muppu, Chopra and Kaur
2013). OSA’nin okliizyonu ile olusturulan fokal serebral iskemi ve sonrasinda
reperflizyona maruz birakilan sicanlarin serumlarinda GSH seviyelerinde OSA
okliizyonu yapilan grupta kontrol grubuna gore azalma meydana gelmis ama bu
azalma istatistiksel olarak anlamli olmamistir (Hu et al 2012). Yaptigimiz mevcut
calismada da bu ¢alismalara paralel sonuclar ¢ikmis olup IR grubunda beyin dokusu
GSH ve KAT seviyelerinde anlamli azalma olusurken serumda GSH seviyelerinin

azalmas istatistiksel olarak anlamli degildi.

Calismamizda, IR grubunda azalan GSH diizeyleri IR+N grubunda hem beyin hem de
serumda istatistiksel olarak anlamli olmasa da artis gostermistir. KAT diizeylerinde
ise IR+N grubunda IR grubuna gore hem beyin dokusunda hem de serumda artis
gostermesine ragmen bu artiglar istatistiksel olarak anlamli olmadigi gozlendi.

Literatiirdeki diger ¢caligmalarin sonuglarimizi destekledigi gortilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada sag OSA okliizyonu ile fokal serebral iskemi ve reperflizyona
maruz birakilan siganlara reperfiizyon baslangicinda intravendz olarak 500 mg/kg
nikotinamid  uygulmasmmin  sican  beyin  dokusunda  nétropil,  aktive

mikroglia/makrofajlarin ve infark voliimlerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde
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azalttign bildirilmistir (Chen et al 2012). OSA okliizyou ile SIR olusturulan
caligmalarda 500 mg/kg nikotinamid uygulanmasinin serebral korteks infakt hacminde
onemli degisim olusturmadigi bildirilmistir (Chang et al 2002, Koh 2013). Baska bir
caligmada 2 saat OSA okliizyonuna maruz birakilan sicanlara daha sonra farklh
gruplara 3 ve 7 gilin reperfiizyon uygulanmistir. Reperflizyon periyodunun
baslangicinda 500 mg/kg nikotinamid ip olarak enjekte edilmistir. Nitotinamid ile
tedavi edilen grupta 3 giinliik reperfiizyondan sonra 6l¢iilen beyin infark hacminde
anlamli azalma meydana gelirken, 7 giinliik reperfiizyon sonundaki ol¢iimlerde

azalmanin anlamli olmadig bildirilmistir (Mokudai et al 2000).

Calismamizda siganlarin beyin dokusunda SIR hasarmin motor koordinasyona etkisini
belirlemek i¢in yapilan norolojik degerlendirmede IR grubunda noérolojik skorun
arttigint ve dikey cubuk iizerinde kalma siirelerinin ise anlamli sekilde azaldigi
goriilmiistiir. Yine beyin dokularinda yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda IR
uygulanan grupta kontrol grubuna gore kirmizi noéron, sateliosis ve spongiosis
seviyelerinin 6nemli diizeyde artti. Ayrica sonuglarimiz iskemik onkosullamanin tek
basina ve nikotinamid ile beraber uygulanmasinin beyin dokusunda histopatolojik
hasar1 azalttigin1 béylece ndronal hasarin azalmasina katki sagladigini gostermektedir.
Sonuglarimiz literatlirdeki diger ¢alisma sonuclart ile uyumluluk sagladigini
gostermektedir. SIR sonrast motor koordinasyonu degerlendirmek igin yapilan
ndrolojik skorlama ve dikey ¢ubuk testi yapilan ¢alismalarda IR uygulanan gruplarda
norolojik skor ve dikey ¢ubuk iizerinde kalma siirelerinin anlaml sekilde azaldig:
bildirilmistir (Linden, Fassotte, Tirelli, Plumier and Ferrara 2014, Aslan 2020, Wu,
Yin, Kong and Peng 2019, Wu et al 2017). Bilateral KKA ve OSA okliizyonu ile SIR
olusturulan calismalarda yapilan histopatolojik degerlendirmelerde, sigan serebral
korteksinde kirmizi noéron, sateliosisin ve spongiosisin oranlarinin ve beyin ddeminin
IR grubunda arttig istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 bildirilmistir (Bahseliyev
2019, Sarami Foroshani, Sobhani, Mohammadi and Aryafar 2018). OSA
okliizyonunda nikotinamidin etkisini aragtiran birkag¢ ¢calismada sonucunda 500 mg/kg
nikotinamid tedavisinin ndrolojik skoru istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltarak
noroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (Yang et al 2002, Mokudai et al 2000).
Bizim c¢alismamizda oldugu literatiirdeki diger arastirmalarda da iskemik

onkosullanmanin nérolojik skorlamay1 anlamli bir sekilde azalttigi goriilmektedir (Shi
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et al 2013, Venna, Li, Benashski, Tarabishy and McCullough 2012). Ayrica yapilan
caligmalarda serebral iskemik onkosulanmanin iskemi reperfiizyon nedeni ile beyin

O6deminin gelisimini ve serebral infarkt hacmini azalttig1 bildirilmistir (Kim et al 2017,

Rehni and Singh 2012, Masada et al 2001).

Serebral 6nkosullanma gegicidir ve dliimciil hasar esiginin altinda hipoksi, iskemi,
anestezikler ve diisiik endotoksin dozlar gibi yollarla indiiklenen ve 6liimciil hasara
kars1 beyinde tolerans olusturabilen bir prosediirdiir (Zhou et al 2016). Beynin iskemik
Oonkosullanmasinin, 6liimciil hasar olusturacak iskemiye kars1 tolerans olusturan etkili
bir yaklasim oldugu diisiiniilmektedir. Ancak ne kadar siire koruma sagladigi hala
tartisma konusudur. Bu konuda, koruyucu etkinin dakikalar i¢inde olustugu ve birkag
saat siirdiigii hizli periyot ve koruyucu etkinin saatler veya giinler i¢inde olustugu ve
etkisinin yedi giinden fazla siirebilecegi gecikmis periyot literatiirde mevcuttur (Yang
et al 2020). Olusan bu iskemik toleransin serebral iskemiye karsi néroprotektif etki
saglayabilecegi aragtirmacilar tarafindan one siiriilmektedir (Sharma, Kalkami and
Sharma 2020).

Literatiirde farkli yoOntemlerle iskemik Onkosullanmanin yapildigr c¢alismalar
bulunmaktadir. Kisa stireli bilateral KKA okliizyonu ile kisa siireli serebral iskemik
onkosullanmanin uzun siireli OSA okliizyonu ile SIR olusturulan bir ¢alismada,
onkosullanma ve OSA okliizyonu uygulanan grupta MDA diizeyinin sadece OSA
okliizyonu uygulanan gruba gore anlamli sekilde azalma gosterdigi bildirilmistir (Shi
et al 2013). Hiperhomosistinemi olusturulmus siganlarda bilateral KK A okliizyonuyla
kisa siireli iskemik &nkosullamanin ardindan uzun siireli SIR olusturulmus sican beyin
korteksinde MDA, tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona giren maddelerin (TBARs) diizeyi
ile dlgiilmistiir. Calisma sonucunda TBARs diizeylerinin iskemik onkosullanmanin
uygulandig1r grupta uygulanmayan gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
azalma gosterdigi bildirilmigtir (Petras et al 2017). Yaptigimiz mevcut c¢aligmada,
literatiire paralel olarak beyin dokusunda MDA seviyeleri [O+IR grubunda IR grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azalma gosterdi. Ancak serum MDA
diizeylerinde azalma meydana gelmesine ragmen bu azalma istatistiksel olarak anlamli

olmadig1 goriildii.
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Farelerde KKA okliizyonu ile once iskemik oOnkosullanma ve ardinda iskemi
reperfiizyon uygulanmasinin sadece iskemi reperflizyon uygulanmasina kiyasla
beyinde antioksidan enzimlerden GSH ve KAT diizeylerini anlaml diizeyde artirdigi
rapor edilmistir (Sharma et al 2020). Baska bir ¢alismada da bilateral KK A okliizyonu
ile kisa siireli iskemik dnkosullanma ve iskemi reperflizyonun beraber uygulanmasinin
siganlarin hipokampusunda KAT aktivitesi ciddi oranda arttig1 bildirilmistir (Choi et
al 2007). Park ve ark. (2016), Petras ve ark. (2017) da arastirmalarinda 6nkosulanma
ile beraber iskemi reperfiizyon uygulanmasinin KAT aktivitesini artirdigini ancak bu
artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigini rapor etmislerdir. Sicanlarda OSA
okliizyonu ile iskemik Onkosullanma uygulanmis olan bir ¢alismada korteks ve
striatumda 6l¢iilen antioksidan diizeylerinin (SOD ve GPx) dnkosullanma uygulanan
hemisferlerde dnkosullanma uygulanmayan hemisferlerine gore artmis olsa da bu
artigin istatistiksel olarak anlamli bulunmadig: bildirilmistir (Puisieux et al 2004).
Bizim calismamizda da hem serumda hem de beyin dokusunda GSH ve KAT
seviyeleri IO+IR grubunda IR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak

sekilde artis gosterdi.

Bilateral KKA okliizyonu ile SIR hasar1 olusturulan sigan beyin ve kan dokusunda
onkosullanma ve nikotinamidin etkilerinin arastirildigi bu ¢alismadan elde edilen

sonuglar;

e Bilateral olarak KKA okliizyonunun hem beyin dokusunda hem de kanda
MDA diizeylerini artirip antioksidan enzimlerden KAT ve GSH diizeylerini

azaltarak oksidatif stresi tetikledigi ve SIR hasarina neden oldugu,

e Iskemik onkosullanma ile beraber IR’nin, dnkosullanmasiz iR’ye kiyasla
MDA diizeylerinde daha az oranda artma goriilse de istatistiksel olarak bu

azalmanin anlamlilik olusturmadigi,
e Iskemik 6nkosullanmanin beyin dokusunda histopatolojik hasar1 azalttig1,

e IR sonrast hem serumda hem de beyin dokusunda GSH ve KAT seviyelerinin

azaldigi,
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e Iskemik dnkosullanma ile beraber nikotinamid uygulamasinin serum ve beyin
dokusunda MDA diizeylerini azaltip, KAT aktivitesi ve GSH seviyelerini

artirarak oksidatif stres hasarini engelleyerek noronal hasar hafiflettigi,

o Iskemik onkosullanmanin bir antioksidan ajan ile beraber uygulanmasimin

daha etkili oldugu bulunmustur.

Bu sonuglar dogrultusunda, nikotinamid ve iskemik onkosullanmanin serebral iskemi
ve reperfiizyon hasari lizerine etkilerini arastiran ¢calismalarin arttirilmasi ve literatiire
daha fazla bilgi sunulmasi, yeterli sayida ¢alismanin sonucunun bizim ¢aligmamizin
sonuglarint desteklerse iskemik inme tedavisi i¢in klinikte de deneyler yapilmasi

Onerilmektedir.
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