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OzZET

Strok olimlerin ve uzun donem agir norolojik bozukluklarin en 6nemli
nedenlerinden biridir ve apopitozis serebral iskemi patolojisinde kritik rol
oynar. Calismamizin amaci, gegici fokal serebral iskemi reperflizyon modeli
uygulanan siganlarda noronal apoptotik hicre olumunun engellenmesinde
sitikolin’in hafif dereceli hipotermi ile kombine edilmesinin néron koruyucu
etkilerinin arastirilmasidir. Erkek SD (275 + 25 g) sicanlarda orta serebral
arterde gecici oklizyon (OSAo0) olusturuldu. OSAo uygunlugu ipsilateral
parietal kortekste Laser Doppler Flowmetre monitorizasyonu ve iglem sonrasi
norolojik muayene ile dogrulandi. Tum deney hayvanlari (Grup 1, sham
hari¢) 2 saat oklizyon ve takiben 24 saat reperfizyona alindi. Grup 2’ye
(Kontrol) %0,9 NaCl, Grup 3’teki normotermik (37+0,5°C) deney hayvanlarina
Sitikolin (400mg/kg ip), Grup 4’teki hipotermik (34+£1°C) deney hayvanlarina
Sitikolin (400mg/kg ip) uygulandi. 24 saat reperfizyon sonrasi transkardiyak
perfuzyon uygulandi. Dekapitasyon sonrasi beyinler immunohistokimyasal
islemler icin hazirlandi. Kesitler H&E ile boyandi ve OSAo sonrasi infarkt
siniri lokalize edildi. Komgu alanlarda kesitlerde bcl-2, kaspaz 3, kaspaz 9 ve
bax immun boyamalari yapildi. Grup 2 bcl-2 immunohistokimyasal
skorlarinda (0,71£0,75) sirasiyla grup 3 ve grup 4 ile karsilastirildiginda
azalma saptandi (2,33+0,81; p<0,05), (2,20+£0,83; p<0,05). Kaspaz 3
proteinleri, grup 2'de (2,2840,95) grup 4 (1,50+0,83; p<0,05) ile
karsilagtirldiginda yuksek ekspresyon gosterdi. Bax proteinleri grup 2'de
(1,85+1,06) grup 4 (0,40+0,54; p<0,05) ile karsilastirildiginda artmis olarak
bulundu. Kaspaz 9 immunohistokimyasal skorlarinin ortalama degerleri igin
Grup 2 (2,29+0,96; p<0,05) ve Grup 4 (0,20+0,44; p<0,05); Grup 3
(1,00+0,70; p<0,05) ve Grup 4 (0,20+0,44; p<0,05) karsilagtirimalarinda
istatistiksel anlamli farkhlik tespit edildi. Sonuglarimiz Sitikolin ve hafif
dereceli hipoterminin gecgici fokal serebral iskemi sonrasi serebral
hasarlanmayi iyilestirdigini kanitlamaktadir. Bu durum noronal hasarlanmanin
ilerlemesinin hem apoptotik sureglerin azalmasi hem de iskemi-reperfizyon

hasarlanmasinin noétralizasyonu ile sinirlandirilabilecigini akla getirmektedir.



Anahtar kelimeler: Gegici fokal serebral iskemi, apopitozis, sitikolin,

hipotermi



SUMMARY

NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF CITICOLINE AND HYPOTHERMIA ON
NEURONAL APOPTOSIS FOLLOWING TRANSIENT FOCAL CEREBRAL
ISCHEMIA IN RATS

Stroke is the leading cause of death and long term morbidity and
apoptosis plays a critical role in pathology of cerebral ischemia. The aim of
this study is to investigate the neuroprotective effects of a combined therapy
with citicoline and mild hypothermia in prevention of neuronal apoptotic cell
death following focal cerebral ischemia-reperfusion model in rats. Focal
cerebral ischemia was induced in male SD (275 + 25 g) rats by transient
occlusion of middle cerebral artery (MCA). Adequacy of MCA occlusion was
monitored with laser-Doppler flowmetry over the ipsilateral parietal cortex and
tested with post procedural neurologic examination. All animals underwent
ischemia (except group 1, sham) for two hours, followed by 24 hours of
reperfusion. Group 2 (control) received 0,9% NaCl; group 3 received
citicoline (400 mg/kg ip) in normothermic (37+0,5°C) animals; group 4
received citicoline in mild hypothermic (34+1°C) animals. After the rats were
reperfused for 24h transcardiac perfusion was carried out. Following
decapitations, brains were prepared for immunohistochemical studies.
Sections from each rat were stained with H&E to localize the infarct borders
after MCA occlusion. Adjacent sections were stained with bcl-2, caspase 3, 9
and bax immunostaining. Group 2 bcl-2 immunostaining scores (0,71+0,75)
were decreased when compared group 3 and group 4, respectively
(2,33+0,81; p<0,05), (2,20+0,83; p<0,05). Caspase 3 proteins were highly
expressed in group 2 (2,28+0,95) when compared with group 4 (1,50+0,83;
p<0,05). Bax proteins were increased in group 2 (1,85+1,06) when compared
group 4 (0,40+0,54; p<0,05). We determined statistically significant
differences in group 2 (2,29+0,96; p<0,05) vs group 4 (0,20+0,44; p<0,05)
and group 3 (1,00£0,70; p<0,05) vs group 4 (0,20£0,44; p<0,05) for mean
values of cas 9 immunohistochemical scores. Our data proved that

combination of citicoline with mild hypothermia ameliorated cerebral damage



after transient focal cerebral ischemia, by reducing apoptotic processes or by
neutralizing the ischemia reperfusion injury.

Key Words: Transient focal cerebral ischemia, apoptosis, citicoline,
hypothermia



GiRiS

Serebral iskemi gesitli etyolojik nedenlerle serebral kan akimi (SKA)
azalmasi veya tam olarak durmasi sonucu oksijen, ATP ve glukoz gibi enerji
kaynaklarinin tukenmesi ile baslayan ve noéronlarda dejenerasyonla
sonuclanan bir dizi olaylar zinciridir (1). Etyolojiye bagli olarak fokal veya
global iskemi olusabilir. Fokal serebral iskemi; orta serebral arterin embolik
oklizyonu, subaraknoid kanama sonrasi olusan vazospazm ve kafa
travmalarinin sonucunda gorulebilir. Buna karsin global iskemi, kardiyak
arrest veya subaraknoid kanama sonrasi gelisen akut yaygin beyin 6demi
neticesinde gorulmektedir (1,2). Global iskemi sirasinda SKA tam olarak
kesilirken, fokal serebral iskemide kollateral dolanimdan duisik dizeylerde
kan akimi olugsma potansiyeli mevcuttur (1). Bu rezidiel perfizyon membran
devamliigini koruyarak, iskeminin geri donlsstiz noéronal hasarina engel
olabilecek ve dusuk duzeylerde metabolik aktiviteyi devam ettirebilecek
yeterli madde degisimini saglayabilir (3-5). Fokal iskemide lezyon “core”
olarak adlandirilan santral alan ve “penumbra” olarak adlandirilan perifokal
alan olmak uUzere iki bolumden olugur. Santral alan dakikalar igerisinde geri
doénusumsutz agir hasarin olustugu bdlgedir. Penumbra ise yapisal olarak
hdcrenin butunligunin henlz bozulmadigl, elektriksel olarak sessiz
olmasina ragmen, SKA'nin yeniden saglanmasi ve/veya ndron koruyucu
ajanlarin kullanimi ile iyon pompalarinin iglevlerini tekrar devam ettirebilecek
saglamlikta oldugu ve iskemik hasarlanmadan kurtarilabilecedi dusunulen bir
bdlgedir (4,5).

Serebral iskemik harabiyetin gelisiminde rol oynayan ve néronal
olumle sonuclanan patofizyolojik degisikler eksitotoksisite (6,7), inflamasyon
(8,9) ve apopitozistir (10-14). Serebral arter oklizyonunun indikledigi, iskemi
sonucu beynin farkli bélimlerinde degisik derecelerde hasarlanmalar olusur.
Korteks, striatum, hipokampusun CA1 bolgesi ve serebellumdaki purkinje

hiicreleri en fazla hasar goren bélumlerdir (5). iskemik harabiyeti takiben



iskeminin santral bolgesinde nekrotik hucrelere ve penumbral alanda da

apopitotik hicrelere rastlaniimaktadir (15).

Son yillarda vyapilan c¢alismalar programli hicre olimu olan
apopitozisin organizmanin gelisiminin bir pargasi olmasina ragmen, strok da
dahil olmak Uzere degisik patolojik durumlarda hlcre 6limine de katkida
bulundugunu géstermektedir (3,16-18). Apopitozis, DNA parcalanmasina yol
acan enerji bagiml bir iglemdir (17). Her ne kadar iskemik beyin harabiyetinin
buyuk bir kisminin eksitotoksik harabiyet sonucu olugsan nekroza bagli
oldugu dasunulmekte ise de apopitozisin penumbral beyin bdlgesinde de
gOsterilmesi noronal korunma saglanmasi agamasinda dikkatlerin bu sessiz

bdlge Uzerine de yogunlagsmasina neden olmustur (5).

Apopitozisin baslamasinda etken olan hicre disindan kaynaklanan
sinyallerin yani sira, hucre iginden kaynaklanan veya mitokondri bagimli
sinyaller de mevcuttur. DNA hasari, hucre ici kalsiyum seviyesinde artig,
hicre i¢gi pH'da disme ve metabolik bozukluklar sonucu hlcre iginden
kaynaklanan sinyaller apoptotik slreci baglatabilir (10,17). Hlcre i¢i veya
hicre digi sinyaller; hlcre igerisinde bulunan proteazlari, endontkleazlari ve
lipazlari aktive ederler. Bu olaylari takiben apoptotik hiucrede; kromatin
kondensasyonu, hicre govdesinde ve sitoplazmada buzilme, endonukleolitik
DNA fragmantasyonu ve plazma membraninin bitinltgu kaybolur. Ozellikle
kaspaz cystein aspartyl specific proteases ailesi néronal apopitozisde kritik
mediatér olarak goérev alir (15,19). Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek
proteolitik olaylar zincirini baslatirlar. Bazi kaspazlar baglatici; kaspaz 8,
kaspaz 9, kaspaz 10, bazilar ise; kaspaz 3, kaspaz 6, kaspaz 7 efektor rol

oynarlar (20).

Bcl-2 ailesi; bcl-2, bel-xL, bel-w ve bcl-g gibi anti-apoptotik ve bax, bid,
bad ve diva gibi proapoptotik proteinler igeren, apopitoziste duzenleyici rol
oynayan bir protein ailesidir (21). Bcl-2, mitokondrinin dis membraninda yer
alan 26 kDa molekuler agirhiga sahip integral membran proteinidir. Merkezi
sinir sistemindeki gerek nekrotik gerekse apoptotik hasarlanmalar kargisinda

koruyucu rol oynadigi bilinmektedir (22).
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Sekil1: Apopitotik sure¢ ve bu slregte yer alan proteinler (Padosch ve

ark, 2001 calismasindan uyarlanmigtir).

Son yillarda noéron koruyucu stratejiler bashgr altinda; glutamat
reseptor antagonistleri (23,24), kalsiyum kanal blokerleri (25), serbest oksijen
radikallerini yok edici ajanlar (26,27), sitikolin (28-35) ve hipotermi (6,36) ile
ilgili umut verici sonuglar bildirilmistir.

Serebral iskemi olusturularak beyin sicakligindaki degisikliklerin
etkilerinin incelendigi deneysel calismalarda beyin sicakhgindaki 2-6°C’lik
duguslerin iyi tolere edildigi ve noron koruyucu etkisi oldugu gosterilmigtir

(36).

Derin hipotermi; miyokardiyal supresyon, trombositopeni, dissemine
intravaskuler koagulopati, solunum yetmezligi, agir enfeksiyon ve renal
yetmezlik gibi yan etkileri ve yogun bakim sartlari gerektirmesi nedeniyle
tedavideki yerini daha dusuk riskli hafif dereceli hipotermiye birakmistir (37).



Gerek global gerekse fokal iskemik beyin hasarlarinda hafif dereceli
hipoterminin etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen
hipoterminin metabolik hizi azaltarak, protein sentezini inhibe ederek, ATP
deplesyonunu azaltarak, serbest oksijen radikallerinin  olusumunu
engelleyerek ve eksitator norotransmitterlerin salinimini bloke ederek etki
ettigi dusunldlmektedir (38,39). Hipoterminin 6zellikle néron koruyucu

maddelerle birlikte uygulanmasinin daha etkin oldugu gosterilmistir.

CDP-kolin olarak da bilinen sitikolin endojen bir nukleoziddir (28,29,31-
35,40,41). Hucre ici ve disi membranlarin devamlihgi icin gerekli olan
fosfotidilkolin formasyonu igin beyinde hiz kisitlayici olarak rol oynar (41).
Sitikolin ve onun UrUnleri olan sitidin ve kolin, fosfolipidlerin olusumunda
gereklidir (32,41). Ayrica membran formasyonu ve tamirinde de gorev alirlar
(35). Sitidin ve kolin kritik membran fonksiyonlari icin gerekli olan nikleik
asitler, proteinler ve asetilkolin formasyonuna da katkida bulunur
(32,33,35,41). Sitikolin’in apoptotik suregte gorevli pro-kaspaz 1, 2, 3, 6 ve 8
ekspresyonunu ve iskemi sirasinda ortaya ¢ikan DNA fragmantasyonunu
azaltugr da kanitlanmistir (41). Sobrado ve ark. bcl-2 proteinindeki artisin
apopitozisi zayiflattigini bildirmislerdir (42) .

Gerek hipoterminin gerekse sitikolin’in  tek basina uygulandigi
calismalarda apopitotik sureci engelleyerek noéron koruyucu etkileri
caligsmalarla gosterilmistir (6,36,38,41-45). Ancak hipotermi ve sitikolin’in
birlikte uygulandiginda apopitotik surecle iliskisini ortaya koyan herhangi bir

calisma daha 6nce yapiimamigtir.

Calismamizin amaci deneysel fokal serebral iskemide hipotermi ve

sitikolin’in birlikte kullaniimasinin apopitozis Uzerindeki etkisini aragtirmaktir.



GEREG ve YONTEM

Tim deneysel protokoller Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Bakim ve Kullanim Komitesinin 08.02.2005/2 karar no’lu izni ile onaylanmis

ve Lokal Etik Komitenin bilgisi dahilinde gerceklestirilmigtir.

Gegici Fokal Serebral iskemi Modeli

275125 gr agirliktaki erkek Sprague-Dawley siganlar (n:32), deney
glnune kadar sicakligi 21+1°C olan bir odada ve gun 1131 12 saat karanlik,
12 saat aydinlik kontrollu olarak, 2-3 tanesi bir kafeste olacak sekilde, su ve

yem alimlari serbest birakilarak tutuldular.

Siganlara anestezi indiksiyonu %4 izofluran (Isoflurane, Abbott Labs,
Queenborough, ingiltere) ile saglandi. Devam dozlamasi ise %70 N20 ve
%30 0, gaz karisimi igerisinde %2 izofluran ve spontan solunumda ylz
maskesiyle surduruldid. Anestezi derinligi her 15 dakikada bir kuyruktan agri
verilerek degerlendirildi. TUm cerrahi uygulamalar mikroskop (Opmi 99, Carl
Zeiss, Almanya) altinda gergeklestirildi. Sigcanlarin deney slrecince vucut
sicakliklari; sicaklik kontrolli ped Uzerinde, rektal prob (Temperature

controller probe CMA, isveg) uygulanarak monitdrize edildi.

Takiben SKA monitorizasyonu igin; sol orta fossaya yuksek hizli dril
(Aesculap Microtron GD 412, Tuttlingen, Almanya) ile burr-hole agilarak
Laser Doppler probu (Vasamedics, Blood Perfusion Monitor, Model BPM
433-1, St Paul, MN, ABD) yerlestirildi. 0. dakika Olcimu yapildiktan ve
kaydedildikten sonra OSA oklizyon islemine gegildi. OSA oklizyonu igin
ventral orta hat boyun insizyonuyla sol karotid arter bifurkasyonu disseke
edildi. Gegici fokal serebral iskemi Kawamura ve ark 'nin tanimladigi OSA’nin
intraluminal filament yontemi ile oklizyonu yapilarak olusturuldu (46). Arteria
karotis kommunis ve internal karotis arterleri komsu vagus sinirinden
dikkatlice ayrildi. Eksternal karotid arter distalinden baglandi. Oksipital ve
pterigopalatin arterler elektrokoagule edilerek, arteria karotis kommunis ve

internal karotid artere anevrizma klibi yerlestirildi. Eksternal karotid artere



arteriotomi yapildi. Arteria karotis kommunis ve arteria karotis eksterna
bifurkasyonundan, 17-22mm uzunlugunda ucu silikon ile guglendirilmis, 3-0
monoflament naylon sutur (Ethilon, Ethicon Inc., Somerville, NJ, ABD)
internal karotid arterin limeni igerisinden, OSA’'nin ostiumunu kapatana dek
yavasca ilerletildi ve arter bifurkasyon noktasindan badglanarak sutlr
sabitlendi. Tam oklizyon gerceklestiriidiginde SKA monitorinde kan
akiminda dusus saptandi. SKA’nin 0. dakika dlgimunden en az %50 kadar
azaldigi dlgulenlerde sutlran ostiumu kapattigi kabul edildi ve deneye devam
edildi. Tum cerrahi islemler 15 dakikayr asmadi. 120 dakikalik oklizyonu
takiben, anestezi altinda sutlr cikartilarak reperflizyon saglandi. Deney
gruplarindaki siganlar, reperfuzyon sonrasi 24. saatte transkardiyak
perfuzyon uygulanmak Uzere derlenme sureci i¢in de su ve besin alma

serbestisi saglanarak kafeslerine birakildi.

Deney Gruplari

Grup 1 (n:5); OSA oklizyonu uygulanmaksizin tim cerrahi girigsimler
gerceklestirildi. Rektal sicakliklari, 0-120. dak arasinda 37+0,5°C’de tutuldu.

Grup 2 (n:8); OSA okluzyonu uygulandiktan sonra siganlarin rektal
sicakliklari 0-120. dak arasinda 37+0,5°C’de tutulup, 120. dakikada 0,5 ml
%0.9 NaCl intraperitoneal ip yolla uygulandi.

Grup 3 (n:8); OSA oklizyonu uygulandiktan sonra siganlarin rektal
sicakliklari 0-120. dak arasinda 37+0,5°C’de tutulup, 120. dakikada sitikolin
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, ABD) 0,5 ml %0,9 NaCl igerisinde 400mg/kg
ip olarak bolus tarzinda verildi.

Grup 4 (n:9); OSA oklizyonu uygulandiktan sonra siganlarin rektal
sicakliklari 0-120. dakikalar arasinda 34+1°C tutulup, 120. dakikada sitikolin
0,5 ml %0,9 NaCl igerisinde 400mg/kg ip olarak bolus tarzinda verildi.

Reperflizyon asamasindan sonra tim sicanlar spontan isinmaya

birakildi. Gruplar ve deney akigi sekil 2'de aktariimigtir.



| Rektal sicaklik monitorizasyonu |

Intraiskemik Hipotermi
v niraiskemik Hipoterm w Transkardiyak PFA+PE 5 perfizyonu

Immunchistokimya takip streci

120 dak =
O 5A0 Reperfuzyon
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monitarizasyonu Sitikolin (400mafkag; ip)
Grup 1(5). Sham opere grup; normotermi (37°C20.5) O S40; Orta serebral arter okllizyonu
Grup 2 (8) Kontral grubw; normotermi (37°C20.5) SkA: Serebral kan akimi
Grup 3 (8): Sitikoling normotermi (37°C20.5) PFA: Paraformaldehid
Grup 4 (9): Sitikolin; hipotermi (34°Cx1°C) PBS: Fosfat tampon solusyonu

Sekil-2: Gecici fokal serebral iskemide sitikolin ve hipotemninin etkinliginin arastinimasi deneysel akisi



Norolojik Semptomlarin Degerlendirilmesi

Tam deney hayvanlari cerrahi igslem bitiminden 1 saat sonra norolojik
degerlendirmeye tabi tutuldu. Noérolojik degerlendirme, Bederson ve ark.’nin
tanimladiklari yontemle yapildi (47). Bu degerlendirmeye goére; Grade O:
norolojik defisit yok; Grade 1: 6n bacak fleksiyon; Grade 2: donme hareketi
olmaksizin lateral itme hareketine azalmis direng; Grade 3: Grade 2’ ye ilave

olarak donme hareketinin eklenmesi.

Histopatolojik ve immunohistokimyasal Degerlendirme

Olusan infarkt alaninin gosterilmesi amaciyla beyin matriksinde (Zivic
labs, Portersville, PA, ABD) 1mm kalinhdinda koronal kesitleri alinan beyin
dilimleri 37°C’deki etivde 30 dakika surede pH’si 8,5 olan Na-difosfat
tampon solusyonunda %71’lik 2,3,5-Trifeniltetrazolium klorid TTC (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, ABD) ile inkibe edildi (48). TTC boyamasi sonrasi
infarkt alani mitokondri i¢ membranindaki suksinat dehidrogenaz enzim
inaktivasyonu nedeniyle boya tutmazken, normal beyin dokusu kirmizi renkte
izlendi (34,49,50) .



Sekil 3: Gecici orta serebral arter oklizyonu OSAo yapilan sican beyninde
2,3,5-Trifeniltetrazolium klorid boyamasi sonrasi agik renkli boya tutmayan
alanlar kortikal ve subkortikal bolgelerde infarkti gostermektedir.

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

7,4 ile perfuzyon uygulandi ve takiben sakrifiye edildiler.

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

Tdm beyinler 0,1M fosfat tamponunda pH 7,4 %4 paraformaldehit
solUsyonu ile fikse edildi (51). Ayni fiksatif icerisinde 24 saat slreyle post-
fiksasyon igslemi uygulandi. Fiksasyon igleminin sonrasinda beyinler doku
takibi islemini takiben ksilollerde saydamlastirilarak parafine gomuldu.
Mikrotom ile koronal dizlemde 5 mikrometre kalinhdinda seri kesitler alindi.
Kesitlerin aliminda koronal beyin dizeyinin belirlenmesinde Paxinos ve

Watson’un atlasindaki koordinatlar kullanildi (52).



Tam iglemleri takiben parafin bloklama sonrasi immunohistokimyasal
suregler icin uygulanan yontem Minami ve ark.’nin galigmasindaki sekilde
uygulandi (51).

immunohistokimyasal olarak bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, ABD), bax (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, ABD),
kaspaz 3 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, ABD) ve kaspaz 9
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, ABD) ile apopitotik slre¢
degerlendirildi. immunohistokimyasal degerlendirmeler: negatif - : boyanma
yok; +: hafif derecede boyanma, ++: orta derecede boyanma, +++: gsiddetli
boyanma dortli skorlamasina (41) gobre deney gruplarini bilmeyen

ndropatolog tarafindan yapildi.
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BULGULAR

Tdm deney gruplarinda siganlarin agirliklarinin  gruplar arasi

karsilastiriimasinda anlamli fark saptanmamistir (p>0, 05) (Tablo 1).

Tablo 1: Tum deney gruplarinin agirlik degerleri (Ort£SD).

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Agirlik (g) 272.18+19.55 265.76+11.28 270.47+12.20 257.80+8.31

OSAo yapilan gruplarin SKA degerleri, ortalamazstandart sapma
Tablo 2’de verilmistir. Oklizyon vyapilan siganlarin SKA degerlerinde
Grup 2’de %60,6, Grup 3’'de %58,1, Grup 4'de %58,2 dusis saptanildi.
Gruplar arasinda ise farkllik saptaniimadi (p>0,05).

Tablo 2: Orta serebral arter oklizyonu OSAo uygulanan gruplarin 0.
ve oklizyon sonrasi serebral kan akimi degerleri (ml LD/100g/dak)

Grup 2 Grup 3 Grup 4

0. dakika SKA olgiimii 79,01+8,78 70,11+ 5,32 74,37+5,65
OSAo sonrasi SKA dlgiimii 31,12+4,56" 29,32+3,96" 30,90+3,09"

“p< 0,05: Grup 2, 3 ve 4’lin baglangic SKA 6lgim degerleri ve OSAo sonrasi
SKA délgum degerleri arasinda anlaml farklihk saptanmistir.
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OSAo yapilan gruplarin SKA degerleri sekil 4, 5, 6 da sunulmustur.
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Sekil 4: Grup 2'deki siganlarin deney suresince SKA (ml LD/100g/dak)
degerleri. OSAo sonrasi SKA’da %60,6 dusme gozlenildi.
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Sekil 5: Grup 3’deki sigcanlarin deney suresince SKA (ml LD/100g/dak)
degerleri. OSAo sonrasi SKA'da %58,1 dugsme gozlenildi.
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Sekil 6: Grup 4’deki sicanlarin deney suresince SKA (ml LD/100g/dak)
degerleri. OSAo sonrasi SKA'da %58,2 diusme gozlenildi.
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Deneyin 0. dakikasindan OSAo baslangicina kadar olan sire icinde
< 15 dakika Grup 4 disindaki deney gruplarinin rektal sicaklik degerleri
karsilastinildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).
Hipotermik grupta ise beklenildigi Uzere diger gruplara gore anlamli farkhlik
saptandi (p<0,05).

Tdm deney gruplarinin OSAo sonrasi 120 dakikalik zaman dilimindeki
rektal sicaklik degerleri ortalamatstandart sapma olacak sekilde Tablo 3’ de

verilmistir.

Tablo 3: Gruplarin rektal sicaklik degerleri (°C) (Ort+SD)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Rektal sicaklik degerleri °C 37,08 £ 0,03 37,22+ 0,01 36,98 + 0,03 33,96 + 0,26"

*Hipotermik Grup 4’ te rektal sicaklik degerleri, diger gruplarla
karsilastinildiginda istatistiksel olarak farkhlik saptandi (p<0,05).

OSAo yapilan gruplar arasinda Bederson’un norolojik skorlamasina
gore farkhlik saptaniimadi (p>0,05). Bu durum OSAo’nun tim gruplarda
olustugunun kaniti olarak kabul edildi (Tablo 4).

Tablo 4: OSAo olusturulan gruplardaki sicanlarin noérolojik muayene
sonuglari OrtxSD olarak verilmigtir.

Grup 2 Grup 3 Grup 4
ORTALAMA SKOR 1.50+0.53 2.00+0.75 1.66+0.76

Tum gruplardaki siganlarin beyinleri Hemotoksilen-Eozin ile boyanarak
iskemik noronlar tespit edildi. Histolojik olarak noropil, perisellliler ve
perivaskuler alanlarda vakuolizasyon oldugu ve hucrelerin sungerimsi
gérinim aldigi izlendi (Sekil 7). iskemi sonrasi 24. saat incelemelerinde
ndronal buzlilme, eozinofilik sitoplazma, niklear kondensasyon ve fragmente
olmus apopitotik piknotik cisimler gibi letal degisiklikler saptandi. Ayrica Grup

2 de Grup 3 ve Grup 4’e gore daha fazla periventriktiler 6dem goraldu.
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Bu histolojik bulgular kontrol grubunda belirgin iken Grup 3 ve Grup 4
de siddeti ve yayginhigi daha az belirgindi.

Gruplar arasinda bcl-2, kaspaz 3, kaspaz 9 ve bax igin
immunohistokimyasal skorlama ortalamalari bakimindan farkhlik saptandi
(p<0,05). Gruplarin immunohistokimyasal skorlama sonuglari tablo 5’te
verilmistir.

Tablo 5: Gruplarin immunohistokimyasal skorlama sonuclari (Ort£SD).

Bcl-2 Kaspaz 3 Kaspaz 9 Bax

Grup 1 0,25+0,50 0,25+0,50 0,25+0,50 0,50+0,57
Grup 2 0,71+0,75™" 2,28+0,95™ 2,29+0,96™ 1,85+1,06™
Grup 3 2,33+0,81 1,66+1.03 1,00£0,70 0,83+0.40
Grup 4 2,20+0,83 1,50+0.83 0,20+0,44  0,40+0,54

* . Grup 3 ile karsilastirildiginda anlamli p<0,05
*: Grup 4 ile karsilastirildiginda anlamh p<0,05

Bcl-2 immuanoreaktivitesi i¢cin Grup 2'de hafif derecede boyanma
izlenirken, Grup 3 ve Grup 4’de penumbra bdlgesinde belirgin boyanma
saptandi (Sekil 7). immunohistokimyasal skor ortalamalari gruplar arasinda
incelendiginde Grup 2 ile Grup 3 ve Grup 4’Un arasinda ayri ayri istatistiksel
fark saptanirken (p<0,05), Grup 3 ve Grup 4 arasinda fark bulunmadi
(p>0,05) (Tablo 5). Bcl-2 immunoreaktivitesi tim gruplarda normal karsi

hemisferlerde izlenmedi.

Kaspaz 3 immunoreaktivitesi tim gruplarin normal hemisferlerinde
izlenmedi. Penumbra bolgesinde kaspaz 3 immunohistokimyasal skor
ortalamalari incelendiginde; Grup 2 - Grup 3 ve Grup 3 - Grup 4 arasinda
istatistiksel farkhlik saptanmazken, Grup 2 ve Grup 4 arasinda ortalama skor
bakimindan anlaml fark elde edildi (p<0,05) (Tablo 5). Grup 2’de siddetli
kaspaz 3 boyanmasi gozlenirken Grup 3 ve Grup 4’de ise Grup 2'ye gore

daha az siddette boyanma izlendi (Sekil 7).
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Bax immunoreaktivitesi tim gruplarda normal hemisferlerde
izlenmedi. Penumbra bodlgesinde bax proteininin ekspresyonu incelendiginde
Grup 2 - Grup 3 ve Grup 3 - Grup 4 arasinda istatistiksel anlamlilik
saptanmazken Grup 2 - Grup 4 arasinda fark bulundu (p<0,05) (Tablo 5).
Grup 2'de bax protein ekspresyonu +++ izlenirken, Grup 3’te ++ ve Grup 4’'de

ise + olarak saptandi (Sekil 7).

Kaspaz 9 immdunoreaktivitesi tum gruplarda karsi hemisferde
izlenmedi. Penumbra bdlgesinde kaspaz 9 immunohistokimyasal skor
ortalamalari incelendiginde Grup 2 - Grup 3 arasinda istatistiksel farkllik
saptanmazken, Grup 2 - Grup 4 ve Grup 3 - Grup 4 arasinda ortalama
skorlar bakimindan anlamli sonug elde edildi (p<0,05) (Tablo 5). Grup 2'de
siddetli kaspaz 9 boyanmasi elde edildi. Grup 3 ve Grup 4’de ise Grup 2'ye

go6re daha az boyanma izlendi (Sekil 7).
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H&E Bcl-2 Bax Kaspaz3 Kaspaz9

Sekil 7: Grup 1 A Hematoksilen-Eozin boyama (x20) sonucu normal
néron morfolojisi — ve intakt néropil izlienmektedir. Grup 2 A Apoptotik hicre
—, iskemiden etkilenmis noéropilin yapisinin bozuldugu singerimsi form
gérunum; vakuolizasyon ve diger hucrelerde nuklear kondansasyon,
eozinofilik sitoplazma, dark nucleus gorilmektedir. Grup 2 kaspaz 3, kaspaz
9 ve bax ekspresyonlari sitoplazmik boyanma Grup 3 ve Grup 4’e gore
artmis olarak izlendi. Bcl-2 immunoekspresyonu niklear ve sitoplazmik
boyanma ise Grup 3 ve Grup 4’te kontrol grubuna artmis olarak goéruldu.
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istatistiksel Analiz Yontemleri

Verilerin analizinde SPSS 13.0 for Windows istatistiksel analiz paket
programi (Chicago, IL, ABD) kullanildi. Strekli degiskenler ortxSD ve median
degerleri ile birlikte kategorik dediskenler frekans dagilimlari ile birlikte verildi.
Apopitotik yolakta gorevli dort ayri proteinin immunohistokimyasal olarak
boyanma derecelerinin kargilastirimasinda non-parametrik Kruskal-Wallis
testi kullanildi. Farki yaratan grup/gruplari belilemek amaciyla non-
parametrik Mann-Whitney U testi yapildi. Bagimli zaman dilimlerinde gruplar
arasi karsilagtirmalar yapmak igin yuzde degisimden yararlanildi.
Boylelikle gruplar arasinda ilgilenilen parametrenin baglangi¢c baseline
degerine gore bir degisim gdsterip gdstermedigine bakildi. Calismada p<0,05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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TARTISMA ve SONUG

Strok gunimuizdeki olimlerin ve agir sakat kalimlarin en 6nemli
nedenlerinden biridir ve Uzerinde en c¢ok c¢alisma yapilan norolojik
bozukluktur (28,53,54). Bu yogun arastirmalarin sonuglari hala noronal
olimu engelleyecek veya hafifletecek bir ajan ya da etkin tedavi yontemi
bulunmasini saglayamamigtir. Ancak vyapilan deneysel c¢alismalarin
sonuglarinda iskemik kaskati belli bazi basamaklarda durdurmak ve iskemik
harabiyeti dnlemek mumkun olabilmigtir. Calismamizda tek bir “silver bullet’
tedavisi kullanilmasi yerine literatirdeki bilgiler 1siginda kombinasyon
tedavisinin secilmesi dusundldi. Bu amagla yaptigimiz c¢alismada ndron
koruyucu etkileri deneysel calismalarla gdsterilmis olan Sitikolin ve
hipoterminin apopitotik yolaktaki etkileri arastinldi (3,6,10,16-18,28,29,31-
33,36,38,41,42,44,55-61).

iskemik olay sonrasi hasar belirgin olarak iki sahada gdzlenir. Bunlar
iskemik saha core ve iskemik penumbradir. “Core” ciddi iskeminin bulundugu
kan akiminin %10-25’in altina dustugu sahadir. Bu sahada yetersiz oksijen
ve glikozdan dolayi enerji depolari hizla tikenir néronlarda ve glial hicrelerde
nekroz gdzlenir. iskemik penumbra ise genel olarak iskemik fakat hala
canlihgini surduren sahadir. Penumbradaki hicreler iskemik doku ile normal
perfize olan doku arasinda yer alir ve kan akimi normalin %Z20-50’si
kadardir. Bu saha vaskuler kollateraller tarafindan beslendigi icin infarkt
sonrasi noronlar saatlerce canli kalabilir. Erken dénemde reperfizyon
gerceklesmezse noronlarin gereksinimi olan yeterli oksijen ve glukoz
saglanamayacagindan bu sahadaki hucreler Olecektir.  Noéronlarin dluma
temel olarak iskemik olaylar sonucunda kalsiyumla aktive olan proteazlar
hlcre proteinlerini sindiren enzimler, lipazlar ve serbest oksijen radikallerinin
etkileri sonucu olusmaktadir (3,4). Penumbra bdlgesindeki
immunohistokimyasal incelemelerimizin sonuglari, néronal korunmada en
hassas ve infarktin belirlenmesinde rol oynadigi bilinen penumbral bdlgedeki

noronlarin apopitotik ve anti-apopitotik proteinlerinin degerlendiriimesinin
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sessiz ama hala kurtarilabilecek noéronlarin oldugunu gostermede onemli

oldugunu ortaya koymustur (4).

GUnumuzde serebral kan akimi dlguim igin degisik ve gelismis birden
fazla 6lgim yontemi olmasina ragmen sadece LDF ve termal diffizyon akim
Olcer aletleri surekli 6lgim yapilmasina olanak saglamaktadir (62).
Transkranial doppler metodu da serebral kan akim hizini surekli monitorize
edebilmekte fakat bazal serebral arterlerden genis toplayici derin venlerden
ve parankimal arterlerden gelen akim hakkinda c¢ok kisith bilgi
verebilmektedir (63). Calismamizda deneysel OSA  oklizyonun
gerceklestirildigini tespit etmek amaciyla “real-time” olgum degerleri elde
edilen ve oklizyon sonrasi siganlarin noérolojik degerlendirmeleriyle de
dogruladigimiz LDF ydntemini SKA olglimleri icin kullanildi. Orta serebral
arter oklizyonu sonrasi tum gruplarda ilk dlgim degerinin %50’sinden daha
fazla bir dusus elde edildi ve bu akimdaki azalmanin kaniti olarakta oklizyon
sonras! yapilan norolojik degerlendirmelerinde siganlarda belirgin nérolojik
defisit gozlendi. Degerlerimiz OSA oklizyonuna karar vermede LDF’nin
onceki calismalarla da benzerlik iceren yeterli bir yontem oldugunu ortaya
koydu ve sonuglarimiz yapilan OSA okluzyonunun tum siganlarda ayni
derecelerde okliuzyon yaptigini ve gruplar arasinda farkhlik olmadiginin kaniti
olarak da degerlendirildi (49,50).

Gegici fokal serebral iskemi olusturma amaciyla, Kawamura ve
ark.’nin tanimladigi ve tum arastiricilar tarafindan insanlardaki strok’a
benzerligi nedeniyle model olarak kabul edilen intraluminal stlr teknigi
kullanildi (46). Global iskemi modellerinin insanlarda fokal iskemiler kadar
yaygin olmamasi da modelin tutulmasinin diger bir nedenidir (64,65). Ayrica
gegici serebral iskemi modelinde molekliler mekanizmalarin dinamikleri
nedeniyle global iskemiden farkliliklar igerdigi ve kaspaz 3 ekspresyonunu

arttirdi§i da gosterilmistir (66).
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iskemi sirasinda beyinde hiicresel enerji depolarinin tiikenmesi
iskemik kaskat olarak bilinen olaylar zincirini baslatir. iskemi sonucu
harabiyeti belirleyen en 6nemli iki faktor iskeminin derinligi ve suresidir.
iskemik dokunun reperfiizyonu ise bir yandan iskemi sirasinda kaybolan bazi
fonksiyonlarin geri gelmesini saglarken diger yandan ani ve fazla miktarda
oksijen ve dolasimdaki kan elemanlari iskemik hasara ugramis dokularda
Ozellikle serbest oksijen radikallerinin olugsmasina ve hasarin ilerlemesine
neden olmaktadir (26).

Calismamizda reperfiizyon hasarini engellemek icin kaspaz bagimli
apopitozisi inhibe ettigi bilinen sitikolin, intraluminal saturin g¢ekilmesini
hemen takiben Krupinski ve ark.’nin 6nerdigi gibi reperfuzyon asamasinda
kullanildi (41).

Apopitozis klasik hucre olum sekli olarak bilinen nekrozdan birgok
Ozelligi agisindan cok farkh olan bir hicre 6lum mekanizmasidir (10,17).
Apopitozis hiucre iginde cgesitli mediatorler tarafindan diuzenlenmektedir (17).
Bu mediatérler arasinda iyonlar (kalsiyum) bazi molekller, seramid, genler
(67) proteinler p53, Bcl-2 ailesi, kaspaz yolagi ve hatta butin bu olaylarin
merkezinde de mitokondri bulunmaktadir. Bcl-2 ailesi Uyelerinin bir kismi
apopitozisi induklerken Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs bir kismi ise apopitozisi
baskilarlar (10,57,58). Hucrelerin yasayabilirlik durumu iginde bulundugu bu
proapopitotik / antiapopitotik Uyelerinin Bcl-2/Bax rolatif oranina baghdir. Bu
uyeler kendi aralarinda homo-heterodimer seklinde bulunabilirler. Bcl-2
mitokondri dis membraninda bulunur ve iyon transportunu dizenler (57). Bax
ise sitozolde bulunur ve hucrenin apoptotik uyari alinmasi halinde mitokondri
membranina baglanarak “pore” olusumunu indukler. Boylece hicrenin segici
gegirgenligi kaybolur. Bunun sonucunda sitokrom ¢ ve apopitozis-indukleyici
faktor AIF’Un mitokondriden sitozole c¢ikmasi saglanir (10,68). Takiben
apopitozisi indikleyen Bax ekspresyonu artarak Bcl-2 / Bax oranini bax
yonunde degistirir (58). Sitokrom c¢ mitokondri i¢ membraninda bulunan

elektron transport zincirinin bir proteinidir (57). Son yillarda anlagiimaya
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baglanan onemiyle apopitozis surecinde merkezi bir konuma oturmustur. Bu
yuzden de sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesinin
apopitozis yoluna girmig bir hlicrede geri donusumsuz bir doneme girildiginin
isareti oldugu 6ne surulmustir (69). Sitokrom c apopitozis-indukleyici faktor
AIF ile birlikte sitoplazmaya salinir. Sitokrom c sitoplazmik protein olan
apoptotic protease activating factor-1 APAF-1 'e badlanir ve onu aktive eder.

Ardindan ATP’nin de katihmiyla apoptozom adi verilen bir kompleks olusur.

Anti-apopitotik protein olan bcl-2’nin asiri ekspresyonu sitokrom ¢
salinmasini ve kaspaz 3’lUinde aktive olmasini inhibe eder (57). Bu kompleks
inaktif olan prokaspaz 9un aktif kaspaz 9 haline donusmesini saglayarak
kaspaz sisteminin aktive edilmesine neden olur. Kaspaz'lar inaktif prekirsor
olarak sitoplazmada bulunan bir grup enzimlerdir (41). Birbirlerini
aktiflestirerek proteolitik bir etkiye neden olurlar. Sonugta apopitozisin
karakteristik bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonuna ve
oligonukleozomal DNA fragmentasyonuna neden olarak hucre oOlumunu
gerceklestirirler (10,16,17,55,56,59,70). Apopitotik hucreler inflamatuar
reaksiyon olmaksizin fagositoz yoluyla hizlica ortadan kaldirilir. Nekroz ise
plazma membranlarinin yirtiimasina, hacrelerin lizisini takiben de inflamatuar
reaksiyona neden olur (42). Mouw ve ark. yaptiklari g¢alismalarinda fokal
serebral iskemide kullandiklari spesifik kaspaz 9 inhibitérinin ndéronal
hasarlanmay! etkin bir bicimde azalttigini ortaya koymuslardir (59). Kaspaz
inhibitorleri ailesi olan apopitozis inhibitorleri kaspazlari selektif olarak inhibe
ederek apopitotik mekanizmayi durdurur. Ayrica heniz mekanizmasi tam
aydinlatilamamis olsa da AIF’Un etkisiyle gerceklestirilien kaspaz bagimsiz bir
mekanizmadan da bahsedilmektedir (56). immunohistokimyasal boyanma
skorlari ortalamalarimiza gore; gerek kaspaz 3, gerekse kaspaz 9
proteinlerinin sitikolin ve hipotermi grubunda hem kontrol hem de yanlz
sitikolin uygulanan Grup 3’de normotermik siganlardan daha az ekspresyon
gOsterdigi gozlenildi. Calismamizda, sitikolin ve hipotermi kombinasyonunun
ise Ozellikle kaspaz 9'un ekspresyonunu daha guglu bir sekilde baskiladigini

saptadik. Sonuglarimiz  bu kombinasyonun apopitotik hicre 6lum
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basamaklarini apoptozom olugsmadan engelleyebilecegini ve noéronal
hasarlanmayi azaltabilecegini literatirdeki apopitotik hticre dlum basamaklari
ile ilgili bilgilerle de korrelasyon gosterecek sekilde ortaya koymaktadir
(10,17).

iskemi esnasinda veya iskemi sonrasi erken devrede hipoterminin
noron koruyucu etkisi degisik klinik ve deneysel calismalarla tanimlanmigtir
(71,72). Bu calismalarda iskemi sonrasi 30 dakikaya kadar ‘tedavi
penceresinin’ mevcudiyeti tanimlanmis ve bu sure iginde hafif hipoterminin
32-34'C uygulanmasinin néron koruyucu etkisi oldugu gdsterilmistir (73,74).
Calismamizda da bu tedavi penceresi dusunulerek hipotermi intra-iskemik

periodda uygulanmistir.

Hafif hipotermi, derin hipotermide gorilen kardiyak aritmi, kan
hiperkoagulopatisi, hemodinamide degisiklikler ve asit-baz dengesinde
bozukluklara neden olmadigindan tim arastirmacilar tarafindan tercih
edilmektedir (75-78).

Bazi galismalarda hafif hipoterminin (32—34°C) kalici fokal iskemiden
sonra serebral infarktin bUyuUkliuginde azalma ortaya c¢ikardigi da
gOsterilmigtir (79). Literatirde o6nerildigi gibi ¢alismamizda hafif hipotermi
noron koruyucu ajan olan sitikolinin terapotik penceresinin arttiriimasi
amacliyla kullanildi (71,80,81). intraiskemik hipoterminin néron koruyucu
etkisinin nasil olustugu bilinmemektedir. Arastiricilar hipoterminin hipoksik-
iskemik hasarlanma esnasinda serebral enerji kullanimini azaltarak glutamat
ve aspartatin norotoksik etkisini ve inhibitor norotransmitter glisinin
ekstraselliler mesafede kalma zamanini azaltarak tesir ettigini One
surmuglerdir (82,83).
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Calismalarda, hipoterminin enerji kullanimini azaltarak EAA’lerin
fonksiyonu bozulmadan énce beynin hipoksik-iskemiye toleransini arttirdigi
da gosterilmigtir (84). Normotermik sartlar altinda toksik konsantrasyonlarda
EAA’lerin ekstraselliler mesafede toplanmasina neden olacak derecede
enerji yetmezliginin hipoterminin uygulanmasiyla azaldigi da saptaniimistir
(84). Normotermik sicanlarda glutamat dizeyleri 15-80 misli artarken
hipotermiklerde 30-33°C glutamat salinmasi kismen veya tamamiyla inhibe
edilmektedir (85,86). Bu galismalarin sonuglarina dayanilarak hipoterminin
koruyucu etkisinin iskemi ile ortaya ¢ikarilan glutamat salinmasi ile meydana
geldigi 6ne slUrulmustidr. Bununla beraber Chopp ve ark. yaptiklari calismada
hipoterminin iskemik hasarlanma ile ortaya ¢ikan yuksek enerjili fosfatlarin

azalmasini onledigini gostermislerdir (87).

Ayrica serebral o6demin gelismesinde rol oynayan fizyolojik
parametrelerin ~ 6rnedin  iyon = homeostazinin  kan-beyin  bariyeri
permeabilitesinin ve Ca®"un hiicre icine girisinin sicaklifa duyarl oldugu da

gOsterilmigtir (18).

iskemi sirasinda hipoterminin ATP’yi korudugu anormal iyon akimlarini
doku asidozunu ve eksitator norotransmitter salinmasini azalttigr ve
lipoprotein membranlarin akiskanhgini korudugu saptanilmistir (79,88).
Enerji depolarinin hizla yerine konulamayigi ve hucre membranlarinin tekrar
stabilizasyonun olmayisinin normalde duzelebilme ihtimali olan penumbral

hicrelerin de 6limune neden olabilecedi ileri sGralmustar (89).

Sicakliktaki  dususlerle  birlikte intraiskemik  fosforile  edilen
metabolitlerde azalma olustugu, metabolitlerdeki bu azalmanin sicaklikta
hafif veya orta derecede azalmalar yapildiginda daha az belirgin oldugu

bulunmustur (90).
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Okada ve ark. erigkin sicanlarda normotermik degerlerden 4°C ile
8'C’lik azalmalarin iskemi esnasinda baslangigta ATP diizeylerinde daha
fazla inorganik fosforlarda ise iskemi suresinde daha kuguk artiglara neden
oldugunu saptamiglardi (91).

iskemik olaylarda endojen EAA beyinin ekstraselliller mesafesinde
yigilarak EAA reseptorler Uzerinde eksitotoksik etkisini ortaya ¢ikarir.
Muhtemelen enerji bagimli homeostatik mekanizmalar geri alim islemleri de
dahil olmak uzere intraselliler EAA igeriginden sorumludurlar ve bu
mekanizmalar enerji kullanimi ortaya c¢ikan enerji miktarini astigi zaman
bozulmaya baslarlar (83). Hipoterminin enerji kullanimini azaltarak EAA’lerin
fonksiyonu bozulmadan once beynin iskemiye toleransini arttirdigu,
normotermik  sartlar altinda toksik  konsantrasyonlarda EAA’lerin
ekstraselliler mesafede toplanmasina neden olacak derecede enerji
yetmezliginin hipoterminin uygulanmasiyla da azaldigi gOsterilmigtir (84).
Ayrica erigkin siganlarda yapilan deneysel calismalarda iskemi esnasinda
hipotermi uygulanmasiyla yuksek enerjili fosfatlarda azalma olmadigi
gOsterilmistir (92). Buna karsin hlcresel ATP’nin koruma kabiliyeti ise

bozulmusgtur (93).

Nito ve ark. 35°C’nin yararh etkilerinin yalnizca ulasilan sicaklik ile ilgili
degil iskeminin tipi ve hasarlanmanin giddetiyle yakin iligki i¢inde oldugunu
bildirmiglerdir (44). Arastiricilar yanlizca post-iskemik hafif hipoterminin
hasarlanmay! azaltmadigini ancak gegici fokal serebral iskemide
uyguladiklari NO inhibitéri FK 506 ile kombine edildiginde ilacin terapotik
etkisini arttirdigini ve serbest oksijen radikallerini azalttigini rapor etmiglerdi
(44). Bazi otorler (36,60) intraiskemik hipotermiyi bazilar ise (61,94) post-
iskemik hipotermiyi kullanarak apopitotik sureclerle iliskisini arastirmiglardir.
Her iki tedavide de apopitotik hicre o6liminin zayifladigi ve apopitotik
proteinlerin ekspresyonlarinin azaldigini bildirmiglerdir (36,60,61,94). Krieger
ve ark. ise intraiskemik hipoterminin post-iskemik hipotermiden daha fazla

yararl etkileri oldugunu bildirmiglerdir (39). Immunohistokimyasal olarak
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apopitotik  sureglerin  degerlendirildigi ¢calismamizda da sitikolin  ve
hipoterminin birlikte uygulandidi Grup 4’teki deney hayvanlarinda yalnizca
sitikolin uygulanan normotermik Grup 3 siganlara gore anti-apopitotik protein
bcl-2’nin artmis oldugu buna karsin apoptotik yolaktaki kaspaz 3 ve 9'un ise
belirgin sekilde baskilandigi goruldi. Ayrica hem Grup 3 hem de Grup 4'te

kontrol grubuna gore anti-apopitotik surecin hizlandigi da saptanildi.

Inamasu ve ark. bax protein ekspresyonunun hipotermide énemli rol
oynayan bir protein oldugunu 6ne sirmuslerdi (61). Calismamizda, Grup 2 ile
Grup 4 arasinda bax protein ekspresyonu acgisindan anlamli farklihk saptandi
(p<0,05). Grup 2 ve Grup 3, Grup 3 ve Grup 4 arasinda istatistiksel anlamlilik
saptanmamasina ragmen bax immunohistokimyasal skor ortalamalarinin
hem tek basina sitikolin uygulanan Grup 3 hem de beraberinde hipotermi
uyguladigimiz Grup 4 sicanlarda kontrol grubuna goére belirgin olarak
distgu izlendi. Ozellikle hipoterminin kombine edildigi Grup 4'teki siganlarda
boyanmanin siddetinin ve yayginhdinin az oldugu goruldd. Elde ettigimiz bu
bulgularla apoptotik yolun belirteclerinden olan bax proteininin kombine
terapide belirgin olarak baskilandigi goésterildi. Sonuclarimiz literatlrdeki

diger sonugclarla da paralellik gostermektedir (14,55,68).

Alkan ve ark.’nin yaptigi ¢alismada MK 801 tedavisi ile kombine edilen
hipoterminin hipoksik iskemik beyin hasarlanmasini MK 801 ve hipoterminin
tek basina uygulamalarina gore belirgin olarak azalttigi saptaniimistir (6).
Yazarlar bu yararh etkinin, hipoterminin enerji kullanimini hicre i¢i asidozu
serebral metabolizma hizini azaltmasi iskemik serebral ddem gelisimi ve kan
beyin bariyeri degisimlerini dnlemesi ve eksitator aminoasitlerin salinimini
azaltici etkisiyle elde edildigini bildirmiglerdir (6). Calismamizda yukarida
bahsedilen galisma sonuglari ile birlikte degerlendirildiginde, hipoterminin tek
basina degil kombinasyon tedavisinde kullanilan néroprotektif ajanin etkilerini
guclendirerek ndéron koruyucu gorevi yaptigi sonucuna varilabilir.
Bulgularimiz immunohistokimyasal degerlendirmeler neticesinde hucresel

duzeyde de bu yararl etkilerin olustugunu gostermektedir.
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Prakasa-Babu ve ark. gecici fokal serebral iskemi uyguladiklari ve
hipoterminin bax bcl-2 ve sitokrom c ile iligkisini arastirdiklari ¢galismalarinda
hipotermi uygulanan sicanlarin H&E ile yapilan histolojik incelemelerinde
hicrelerdeki biztlmenin ve képuksu spongy form gérinimin normotermik
olanlara gbre daha az siddet ve yayginlikta oldugunu bulmuslardir (95).
Calismamizda, H&E boyamalari neticesinde kontrol grubu olan Grup 2’de
iskemiden etkilenmig ndropil yapisinin devamliliginin bozuldugu, eozinofilik
sitoplazmanin  olustugu, ndéronlarin piknotik hal alarak buzilduga,
vakuolizasyonun arttigi ve kromatinlerin kondanze oldugu buna karsin Grup
3 ve Ozellikle hipoterminin kombine edildigi Grup 4’te hala canliliklarini
surduren normal yapidaki néronlarin oldugu goruldi. Phanithi ve ark.’da
calismalarinda benzer sonuglara ulasmiglardir (38). Ayni arastiricilar
penumbra bdlgesinde hipotermik gruptaki sicanlarin bcl-2
immunoreaktivitesinin normotermik siganlara gére daha fazla oldugunu buna
kargin bax ve sitokrom c¢ proteinlerinin normotermik grupta daha fazla
eksprese oldugunu da saptamislardir (39). Calismamizda antiapopitotik
protein olan bcl-2’'nin immunohistokimyasal skor ortalamalarinin hem Grup 3
hem de sitikolin ve hipoterminin birlikte uygulandigi Grup 4 deney
hayvanlarinda kontrol grubuyla istatistiksel anlaml farkhilik gdsterdigi
gézlendi. Ozellikle penumbra bolgesinde lokalize ndronlarda sitoplazmik
membran boyanmasinin saptanmasi iskemiye maruz kalmis néronlarin hala
canhliklarini surdurebileceklerinin bir gostergesi olarak kabul edildi. Ayrica
bax ekspresyonunun hem Grup 3 hem de Grup 4'te kontrol grubuna gore
belirgin olarak azalmasi bcl-2 varliginda apopitotik yolagin baskilanmasi

sonucu oldugunun gostergesi olarak da yorumlanabilir.

Bcl-2 ailesinin proapopitotik Uyesi olan bax proteininin salinimin
hipotermi varliginda antiapopitotik bcl-2 proteini ile bloke edildigi ve néronal
hicre yasam sansini bu sayede arttirdii 6ne surilmustir (95). Bcl-2 / bax
orani hipotermi varhidinda artarken normotermik deneklerde bu oran bax

lehine bozulmaktadir (38). Calismamizda, hipotermi ile sitikolin’in kombine
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edildigi Grup 4 siganlarin kontrol grubuyla karsilastiriimasinda literatirdeki
bulgulara benzer sekilde bcl-2 ekspresyonun arttigi bax ekspresyonunun ise

azaldigi saptaniimigtir.

Zhang ve ark.’nin galismasinda global serebral iskemi'yi takiben
hipotermi uygulanmasinin mitokondri dig membraninda lokalize olmus
integral membran proteini olan bcl-2’'nin asiri ekspresyonuna neden oldugu
gosterilmistir (96). Ayni gcalismada Bcl-2 proteinin mitokondri dis membranina
ve Apaf-1’e tutundugu, takiben de, hicre ici sinyaller aracidi ile Apaf-1’in
mitokondri zarindan ayrilmasina ve gegirgenlik artisina neden oldugu ifade
edilmistir. Bu durumun sitokrom c¢’nin i¢ membrandan salinmasina ve sitozole
clkmasina neden oldugu bildirilmistir. Literatirdeki diger ¢alismalarla da
benzer sekilde sitokrom c, prokaspaz 9 ve Apaf-1 ile apoptozom kompleksini
olusturarak once kaspaz 9'u takiben de kaspaz 3’0 aktive ederek DNA
fragmantasyonuna ve kromatin yogunlagsmasina neden oldugu ortaya
konulmustur (38). Boylelikle apoptotik hicre olumuanin gergeklestigi 6ne
surtlmastir. Calismamizin sonuglari, hipotermik Grup 4 siganlarda bcl-2
artis1 gorulurken hem kaspaz 3 hem de kaspaz 9 skorlarinda azalma
oldugunu gostermigtir. Elde edilen bulgular kaspaz yolagini inhibe eden
noroprotektif sitikolin’in hipotermi ile kombine edilmesi durumda sitikolin’in
etkilerini arttirdigini géstermektedir. Bu durum Sobrado ve ark.’larinin ileri
surdugu gibi hipoterminin etkisiyle bcl-2 varliginda sitokrom c¢ baskilanmasi
ve sitikolinle kaspaz yolaginin bloke edilmesinin dolayisiyla da apoptozom

olusumunun engellenmesiyle aciklanabilir (42).

Chen ve ark. Bax ekspresyonunun fokal ve global serebral iskemide
farklihk gostermesi ilging olarak nitelendirmiglerdir. Global iskemi sonrasi
hassas CA1 noronlarinda Bax mRNA’sinda artis oldugu dokumente edilmigstir
(97). Bax mRNA artisi Bax immun boyanma ile de korrelasyon
gOstermektedir. Bax regulasyonu ge¢ dénem noéronal hiicre 6limu igin aktif
rol oynamaktadir. Bunun tam tersi fokal serebral iskemide bax ekspresyonu

pasif dusus egdilimindedir. Fokal serebral iskemide reperfuzyon hasari olmasi
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dolayisiyla iskemik hasarlanmanin daha ciddi olugu ve hicre kaybi nedeniyle
santral nekroz alaninda bax gen ekspresyonu olugsmamaktadir. Bu nedenle
penumbral bolgede hali hazirda canliigini surdaren néronlarin  olmasi
sebebiyle bax ekspresyonu olusmasi dogaldir. Calismamizda penumbral
bdlgedeki noéronlarda bax ekspresyonunu siddetli olarak gorulmeside bu

bulgulari desteklemektedir.

Bugunku bilgilerimize gore anti-eksitotoksik, anti-inflamatuar, anti-
oksidan ve/veya anti-apopitotik olan, santral sinir sistemine kolaylikla
gecebilen, yan etkisi minimal veya olmayan, iskemi olusumundan 4-6 saat
gectikten sonra bile kullanildiginda etkisi olan, trombolitik ve diger noron
koruyucu maddelerle olumsuz etkilesimi olmayan maddeler ideal ndron
koruyucudur. Deneysel ¢aligmalarda, iskemi olusumundan 6 saat gectikten
sonra ilaglarin  kullaniimasinin  néron koruyucu etki olusturdugu
gosterilememigtir. Ayrica ¢alismalarin ¢ogunlugunda da geri donisumsuiz
infarktin arteriyal oklizyonu takiben 2-6 saat icerisinde meydana geldigi

saptaniimaktadir. Bu ylzden genelde 6 saatlik “tedavi araligr” tum
arastiricilar tarafindan olmasa bile cogunluk tarafindan kabul edilmektedir
(1,2). Calismamizda tercih ettigimiz ndron koruyucu ajan olan sitikolin’i 2
saat’llik okluzyonu takiben reperflzyon asamasinda kullanmamizin

temelinde de literatlirdeki bu arastirma sonuglari yatmaktadir.

Sitikolin hucre i¢i ve hlcre disi membranlarin devamliligi igin gerekli
olan fosfotidilkolin formasyonu igin beyinde hiz kisitlayici olarak rol
oynamaktadir (29). Sitikolin, sitidin ve kolinden olusur. Ayrica membran
formasyonu ve tamirinde de goérev alirlar. Sitidin ve kolin kritik membran
fonksiyonlari igin gerekli olan nukleik asitler proteinler ve asetilkolin
yapiminda da katkida bulunurlar (28,29,31-33,35,41). Lipid icerigi yuksek
santral sinir sisteminde ndéronal fonksiyonlarin devami igin gerekli olan
fosfolipidlerin gerek global gerekse fokal serebral iskemi deneysel
modellerinde ve kafa travmasi calismalarinda sitikolin tedavisi ile yeterli

dizeylere ulastirilabildigi daha 6nceki galismalarda bildirilmigtir. Sitikolin’in
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apopitotik suregte gorevli pro-kaspaz 1, 2, 3, 6 ve 8 ekspresyonunu ve iskemi
sirasinda ortaya cikan DNA fragmantasyonunu azaltti§i kanitlanmistir (41).
Sobrado ve ark.'da bcl-2 proteininin artiginin apopitozisi zayiflattigini
bildirmiglerdir (42). Strok modeli uygulanan deneysel c¢alismalarin
cogunlugunda sitikolin’in iskemik hasar volUmunu azaltti§gi ve davranissal
parametreleri iyilestirdigi saptanilmistir (98). Akut serebral iskemili hastalarda
yapilan ¢ok merkezli ¢calismalarda da sitikolin’in efektif etkileri yaninda iyi
tolerabilite 6zelligi oldugu sonucuna da ulasiimistir (99). Andersen ve ark.
sican embolik strok modelinde dusik doz sitikolin ve trombolitik tedavi
kombinasyonunun infarkt volimuini kagulttiguni  bildirmislerdir  (100).
Calismamizda, membran stabilizator etkilerinden yararlanmay!
disundigumauz sitikolin’in, normotermik Grup 3 deney hayvanlarinda kontrol
grubuna goére apoptotik surecgteki koruyucu etkileri immnohistokimyasal
olarak ortaya konulmustur. Kontrol grubunda apopitotik yolagin belirtegleri
kaspaz 3, kaspaz 9 ve bax ekspresyonlari siddetliyken normotermik sitikolin
grubunda ekspresyonda belirgin olarak azalma saptanildi. Antiapopitotik
protein bcl-2’nin ise grup 3’te kontrol grubuna gdre belirgin ekspresyon
gosterdigi bulundu. Bu bulgular literatirdeki bilgilerle de 6rtismektedir (41).
Ayrica aragtirmamizda sitikolin'in hipotermi kombinasyonu ile etkisinin
gUglendirilmis olmasi énemli bir bulgudur. Hipotermi ile gug¢lendiriimis sitikolin
grubunda immunohistokimyasal sonuglar neticesinde kaspaz 3 kaspaz 9 ve
bax ekspresyonlarinin hem sitikolin’in tek olarak kullanildigi normotermik
Grup 3 hem de kontrol grubuna gore dusuk oldugunu bunun yanisira bcl-2
proteini ekspresyonunun siddet ve yayginhginin ise artmis oldugu goérulda.
Calismamizda, sitikolin membran stabilizator etkisi nedeniyle reperfuzyon
asamasinda olusacak yaygin ve siddetli hasarlanmayi onlemek amaciyla
intraluminal sutur c¢ikarilmasini takiben diger arastiricilarin 6nerdigi sekilde
uygulandi (9,41). Sonugta iskemi suresince uygulanan hipoterminin 6zellikle
kaspaz yolagindaki kaspaz 9Qu baskilayarak néronal 6lumu engelledigi
disundldi. Arastirmamizda kombine tedavinin uygulandigi Grup 4’te kaspaz
9 immunohistokimyasal skor sonuglarinin hem Grup 3 hem de kontrol grubu

ile istatistiksel olarak anlamli olmasi da bunun bir kaniti olabilir. Bu bulgular
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Isiginda apoptozom olusum asamasinda kaspaz 9'un bloke edilmesi ile
kaspaz 3'Un aktive olamamasi bdylelikle de hucreyi apopitotik suregten

korudugu sonucuna varilabilir.

Sonu¢ olarak calismamiz da kaspaz yoladini inhibe ettigini bilinen
sitikolin’in hipotermi ile kombine edildiginde diger apopitotik yolak proteinleri
kaspaz 3 ve bax skor ortalamalarinda belirgin diguse neden oldugu ve en
onemli etkisinin kaspaz 9 ekspresyonlarinda oldugu saptanildi. Ayrica bcl-2
ve bax arasinda gergeklestigi dustntlen mitokondrial membrandaki
yarismanin bir sonucu olarak bcl-2 protein ekspresyonunun hipotermik
siganlarda belirgin artis gosterdigi buna karsin bax ekspresyonunun azaldigi

bulundu.

Calismamiz  iskemi-reperflizyon hasarlanmasinda  ndroprotektif
sitikolin’in hipotermi ile kombine terapide apopitotik yolagi baskilayarak ve
anti-apopitotik  proteinleri  arttirarak  néronal korunma  sagladigini
immunohistokimyasal olarak ortaya koymustur. Bu bulgular néron koruyucu
ajanlarin  tedavi penceresinin artirlmasi ve tedavinin etkilerinin
guclendiriimesine yardimci olabileceginin bir kaniti olarak literatire yeni bir

acilim katacaktir.
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