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ILKISALTMALAR

ACA : Anterior Communis Arter

ATP : Adenozin Tri Fosfat

CCA : Kommon Karotid Arter
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DAG’s ~ : Diagilgliserid

Dm : Digastrik Kas

DWI : Diffizyon MR
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ECA : Eksternal Karotid Arter

EDRF : Endotelyum Deriveli Serbestlestirici Faktér

ELAM-1 : Endotel Lokosit Adezyon Molekili-1

Epo : Eritropoietin

Epo-R : Epo Reseptéri

FFA : Serbest Yag Asitleri

GFAP : Glial Fibriler Asidik Protein

Hn : Hipoglossal Sinir

ICA : Internal Karotid Arter

iL-6 " : Interlskin 6

iSK : Intraserebral Kanama

La : Lingual Arter

L-NMMA : N- Monometil-L-Arjinin

Ma : Maksiller Arter

MCAO : Middle Cerebral Arteriyel Occlusion (Orta Serebral
Arter OkIuZybnu)

NINDS : Amerikan Norolojik Bozukluklar ve Inme Ulusal

Enstitisti (National Instute of Neurological Disorders
and Stroke)

NMDA : N-Metil-D Aspartat
NO : Nitrik Oksid
Oa : Oksipital Arter
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Om : Omohyoid Kas

OAKB : Ortalama Arteriyel Kan Basinci
Pa : Pterigopalatin Arter

PCA : Posterior Kommunis Arter
pCO, : Parsiyel Karbondioksit Basinci
PET : Pozitron Emisyon Tomografi
PMNL : Polimorf Niiveli Lékosit

PPA : Pterigopalatin arter

PUFA : Poliansatiire Yag Asidleri

PWI - : Perfuzyon MR

SAK : Subaraknoid Kanama

SKA : Serebral Kan Akimi

Sm : Sternomastoid Kas

SP : Substans P

SPB : Serebral Perﬁ]zyon Basinci
STA : Superior Tiroid Arter

SVR : Serebrovaskiller Rezistans
TNF-a : Tumdr Nekrozis Faktér a

TMT : Trimetiltin

TTC ¢ Triphenyl Tetrazolium Chlorid
uy : Uyariimig Yanit

VCAM-1 : Vaskdler Hicre Adezyon Molekli-1
ViP : Vazoaktif [ntestinal Peptid
WHO : Diinya Saglik Orguti (World Health Organization)
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1. GIRIS VE AMAG |

inme bir beyin bélgesinin, iskemi veya kanama sonucu kalici veya gegici

olarak etkilenmesi ve/veya beyni ilgilendiren bir ya da daha fazla kan damarinin
primer patolojisi olarak tanimianir (1).

Arterin yeterli kani iletememesiyle, iligkili beyin bdlgesinin nekroze
olmasina serebral infarkt denir. Infarktistin olusup olugmayacag:, buytkluga ve
sekli tikanan damara, hemodinamik degigikiiklere, beyin arterleri arasindaki
anastomozlarin varli§ina ve bunlarin derecelerine baghdir.

Serebral inme konusu aragtirlirken beyinde iskemi sonucu olugan
néronal hasar énlenemez kesin bir sonug olarak géraldtugda icin tedaviye ybnelik
calismalar, bozulmus kan akiminin dizeltiimesiyle sinirli kaimaktaydi. Iskemik
noronal hasarin hlcresel ézelliklerini anlamaya yénelik son yillarda yapnlari
aragtirmalar inme (Gzerine yapilan aragtirmalarin dar sinirlarini zorlamaktadir -
3. |

~ Serebral iskeminin klinik pratikteki énemi, degigik bigimlerdeki deneysel
iskemi modellerinin gelistiriimesini glindeme getirmis_iir. Deneysel serebral
iskemi caligmalarinda insan iskemik inme sendromuna oldukga yakin bir
modelin olustUrulmasnnda S|génlar|n kullammi  birgok ydnden avantajlar
getirmektedif. Sican beyninden elde edilmis olan cok sayida ndrokimyasal
verilere ek olarak, insan intrakranial dolagimina olan benzerli§i ve duglk
maliyeti nedeniyle oldukga fazla denek sayisi gerektiren istatiksel analiz amach
caligmalara uygunlugundan dolay! deneysel serebral iskemi modelinde siganiar
genig kullanim alant bulmuslardir. -

Siganlarda Orta Serebral Arter Oklizyonu (MCAOQ), diger serebral iskemi
modellerine gére ¢esitli Gstanliklere séhiptir. Oncelikle global iskemi’
modellerinin aksine, bir serebral arterin oklizyonu bélgesel bir serebrél kan
akimi (SKA) degisiklidi yaratmakta ve iskemik bdlgelerin perfiize edilen
dokularla karsilagtiriimasi ayni beyinde mamkin olabilmektedir. MCAO’a bagh
iskemi, genel olarak iskemik odakta yoJunlagirken daha az olarak iskemik
penumbral alani da etkilemektedir. Odaktaki hcreler, geneliikle hizla
reperflizyon saglanmazsa ayni gekilde kalirlar. Penumbranin igerdigi hlcreler
ise risk altinda olduklar halde en az 4-8 saat yagayabilir durumda



kalabilmektedir. Penumbradaki hiicreler, reperfizyon veya ilaglarla kurtarilabilir
ve penumbral alana dogru infarktin genislemesi engellenebilir (4).

Eritropoietin (Epo) sinir sisteminde varli§t ve néroprotektif etkisi son
yillarda goésterilmis olan hematopoetik bir sitokin hormondur. Hicre canhihidini
arttinici sinyalleri modtle edici, anti-apoptotik, anti-oksidan, anti-inflamatuar,
kalsiyum ve glutamat metabolizmalar! Uzerine modiile edici etkileri ndroprotektif
etkisine aracilik etti§i distntlen Epo’in in vivo inme, néroinflamasyon, beyin
travmasi, subaraknoid kanama, deneysel epilepsi ve parkinsonizm gibi
deneysel modellerde de néronlari koruyucu etkisi belirlenmigtir.

Bu calismada amag, si¢anlarda gegici, 2 saatlik MCAO olusturmak,
sonra reperflzyon saglandiktan sonra néroprotektif etkisi son yillarda
kamtlanm‘lg olan Epo verilerek, izotonik verilen kontrol grubuyla kargilastirilarak
Epo’in néroprotektif etkisini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serebrovaskiiler Hastaliklarin Tanimi ve Siniflamasi

Amerikan Néorolojik Bozukluklar ve Inme Ulusal Enstitist (National
Instute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS) ) serebrovaskiler
hastalig: “bir beyin bolgesinin, iskemi veya kanama sonucu kalici veya gegici
olarak etkilenmesi ve/veya beyni ilgilendiren bir ya da daha fazla kan damarinin
primer patolojisi” tanimlamisgtir(1).

Serebrovaskiiler hastalik genel bir terim olmasina karsin, inme;
baglangicinin akut olmasi nedeni ile sinirli bir anlam igerir. Diinya Saglik Orgiitu
(World Health Organization (WHO) ) kriterlerine gére inme “ani gelisen, 24
saatten fazla uzun siiren ya da bu siire icerisinde 6limle sonlanan, vaskiler
nedenden bagka bir neden ortaya konulamayan, fokal veya yaygin ndérolojik
defisit” olarak tanimlanmstir (5,6).

Iskemi; kan akiminin hiicresel fonksiyonlar kargilamak icin gerekli olan
duzeyin altinda olmasi durumudur. Aerobik kogullarda yagayan biyolojik
organizmalar, temel yasam kaynaklari olan oksijen ve metabolik substratiar
ortamda bulunmadigi zaman canhliklarini  beliri  bir sire devam
ettirebilmektedir. Santral sinir sistemi, kisith anaerobik metabolizmasi ve
glikojen depolan nedeniyle iskémiye en duyarl dokulardan biridir. iskemi
sirasinda beyinde hiicresel enerji depolarnnin tikenmesi iskemik kaskat olarak
bilinen olaylar zincirini baglatmaktadir. Enerji eksikligi ile devreye giren iskemik
olaylar zinciri, bir dizi sekonder olayi baslatirsa da iskeminin gidisini etkileyen
pek cok faktér nedeniyle hilcre &limii kaginimaz sonug degildir. Iskemi
sonucunu belirleyen en énemii iki faktér, iskeminin derinligi ve suresidir.

Iskemik infarktlar, vaskiiler lezyonun lokalizasyonu ve tipi ile iskeminin
mekanizmalar temel alinarak farkli subgruplarda siniflandinlabilir. Nérolojik
semptomlar, inme ¢api ve lokalizasyonuyla siklikla ilgilidir. Klinik semptom ve
belirtiler, etkilenmis anatomik bolge ve vaskiiller alana goére degisiklikler
gosterebilir. Serebrovaskiiler hastaliklarin siniflandinimasinda bugtin icin kabul
edilen NINDS siniflandirmasidir(Tablo-1),(1).



Tablo 1: Amerikan Norolojik Bozukluklar ve inme Ulusal Enstitiisti (NINDS)
Tarafindan Yapilan Serebrovaskiiler Hastaliklanin Siniflamasi (1)

A- Asemptomatik
B- Fokal beyin disfonksiyonu
1- Gegici iskemik atak
a. Karotid sistemde
b. Vertebrobaziller sistemde
c. Her ikisinde
d. Lokalize edilemeyen
e. Olasi gegici iskemik atak
2-Inme
a. Gegici profil
1) llereyen
2) Daha da kétiilesen
3) Stabil inme
b. Inme tipi
1) Beyin hemorajisi
2) Subaraknoid hemoraji
3) Arterovensz malformasyona bagli intrakranial hemoraji
4) Beyin infarkti
a)Mekanizmalar
1) Trombotik
2) Embolik
3) Hemodinamik
b) Klinik siniflama
1)Aterotrombotik
2) Kardiyoembolik
3)Laktner
4} Digerlei
¢) Semptom ve belirtilen dagilim
1) Internal Karotid arter
2) Medial serebral arter
3) Anterior serebral arter
4) Vertebrobaziler Sistem
a) Vertebral arter
b)Baziler arter
¢) Posterior serebral arter
C- Vaskiiler demans
D- Hipertansif ensefalopati




2.2.Serebrovaskiiler Hastaliklanin Epidemiyolojisi

Tam inmeler iginde beyin infarkti %80 (%70-85), intraserebral kanama
(ISK) %15 (%7-15) ve subaraknoid kanama (SAK) ise %5 (%2-8) oraninda
goruldr. Inme koroner kalp hastalig ve tim kanserlerin ardindan tginci siklikta
gelen 6lim nedenidir (2).

inme ile ilgili istatistiksel veriler insidans da dahil olmak (izere cografi,
irksal ve etnik farkliliklar géstermektedir. Son iki dekadda yapilmig olan
caligmalarda inme insidansinin 1-3/1000 arasinda ve prevalansin 6/1000
civarinda oldudu séylenebilir (7,8). inme insidansi yas ile belirgin derecede
artmakta olup 45 yas altindakilerde yillik insidans 0.1-0.2/1000 dolayinda iken,
85 yas lzerinde bu oran 20/1000’e kadar ¢ikmaktadir (9,10).

2.3.Serebrovaskiiler Hastaliklarin Vaskiiler Anatomisi

Beyin iki serebral hemisferden ve derindeki blylk yapilan (bazal
ganglion ve talamusu, kortekse ¢ikan ve inen be’yaz madde yollari ve beyin
omurilik sivisi (BOS) ile dolu ventrikdler sistemi ) saran serebral korteksten
olugur. Serebral korteks frontal, péryetai, temporal ve oksipital loplara ayrilir.
Serebrumun orta beyin, pons ve medullayi iceren derin yapilari beyin kékiine
baglanir. .

internal karotis arter serebral hemisferlerlerin kan dolagimini saglar.
Sa§ arteria karotis kommunis brakiosefalik gévdeden, sol arteria karotis
kommunis arkus aortadan kéken alir. Her iki a.karotis kommunis boyunda
mandibula agisinin hemen altinda ikiye ayhhr ve beyine giden arteria karotis
interna ile yize giden arteria karotis eksternay: olusturur. Internal karotis
arter petroz kemik ve kaverndz sinisih gecerek oftalmik arteri olusturup
dallara ayrilarak géze dogru yol alir. Anterior koroidal arter dali orta serebral
ve anterior serebral arterlere ayrildi§i yerden hemen 6nce internal karotis
arterden kdken alir. Anterior veya koroidal arter medial temporal loba kan
saglar. Orta serebral arter frontal, parietal ve temporal loplari iceren serebral
hemisferlerin lateral ylzeyinin dolagimini saglar. Orta serebral arterin
horizontal bdliuminden gelen kigUk dallar -lentikGlostriat arterler- bazal
ganglionun derindeki yapilarini ve internal kapsuline kan saglar; bu yapi



korteks ve alttaki yapilar arasindaki beyaz maddeden olugsan ana bagiant
yoludur. Anterior serebral arter; frontal, paryetal ve temporal loplari igeren
serebral hemisferlerin medial ylizeyine kan saglar.

Beyin sapinin kanini iki vertebral arter sadlar; bu arterler her iki tarafta
da subklavyan aﬁerlerden kéken alir ve birleserek baziller arteri olugtururlar.
Posterior inferior serebellar arter, proksimal intrakranial vertebral arterden
kéken alarak inferior serebellum ve lateral medullanin kan dolagimini sadlar.
Anterior serebellar arter ve slperior serebellar arter baziller arterden kdken
alir ve baziller arterden ¢ikan kiglk arterle beyin kok( ve serebellumun geri
kalan bélimine kan sa§lar. Baziller arterin u¢ dallari posterior serebral
arterleri olugturur ve bu arterler talamus ile birlikte parietal ve temporal
loplarin posterior bélimlerine ve oksipital loba kan saglar.

Major bir damar tikandi§i zaman kollateral anastomozlardan olusan
yodun bir ag beynin primer kan destedinden yoksun alanlarini besler. Ana
kollateral kanal beyin tabanindaki Willis halkasindan olusur. iki karotis arter
anterior kommunis arterler (ACA) boyunca birbirleri ile baglantilar olusturur.
Posterior serebral arterle birlikte iki karotis arter poste}'ior kommunis arterin
(PCA)de katilimiyla serebral ve vertebrobaziller dolagimlar arasinda
kollateral bir yol olusturur. Internal karotis arter tikandi§i zaman eksternal
karotis arter ve internal karotis arter arasinda kollateral kanallar da olugabilir.
Eksternal karotis arterin supraorbital dalindan gelen kan internal karotis arteri
doldurmak igin oftaimik arter boyunca geriye dogru akabilir ve eksternal
karotis arterin meningeal dallar serebral arterlerin distal daliar: ile anastomoz
yapabilir. Beyin dolagiminda hemisferlerin orta bélimindeki orta ve anterior
serebral arter alanlarinin birlesim yerinde serebral arterlerin distal dallarinin
ortak akim alanlarinda ve posterior parietal lobta orta ve posterior serebral
arterlerin  birlesim alaninda bogalma havzalan olugur. Perflzyon
basamagindaki ani dugtslerde bu alanlar iskemiye daha acik alanlardir (11).



2.4. Serebrovaskiiler Hastaliklarin Fizyolojisi

2.4.1. Normal Serebral Kan Akimi (SKA)

Erigkin beyni, 1300-1400 gram agirhdindadir ve beynin temel
elemanlari olan néronlar ve glialar metabolizmalarinin normal iglevlerini
stirdiirebilmeleri icin her dakikada 500-600 ml oksijen ve 75-100 mg glukoza
gereksinim duyarlar. Bunlar kan dolagiminin devamlihg: ile saglanir.
Dinlenme halinde, her bir kardiyak kontraksiyonla yaklagtk 70 ml kan
assendan aortaya yollanmaktadir. 10-15 ml ise beyin icin aynimaktadir. Her
iki karotis arter dakikada 350 ml, vertebrobaziller sistem ise 150-200 ml kani
beyine tasir. Birkag dakikalik islev bozukiugu sonucunda bile oksijen ve
glukoz azahp kritk seviyelere inebilir. Beyin dokusu bu maddeleri
depolayamadidindan ve metabolizmasi g¢ok ylksek oldugundan serebral -
dolagtmda 6-10 saniyelik kritik diizeyde bir duraklama geriye dénlsimiil
néronal metabolik bozukiuguna ve biling yitimine neden olur. Serebral
dolagimda 30 saniyelik bir kesilme beyin metabolizmasinda degisiklige yol
acarken, 5 dakika sonra irreversibl beyin dokusu yikimi ve serebral enfarktla
sonlanabilecek anoksi baslar (12-16).

Serebral kan akimi kontroliinde birbirine bagh dért mekanizma rol
oynamaktadir. Bunlar:

1-Metabolik kontrol

2-Noral kontrol

3-Karbondioksit

4-Otoregiilasyon’dur.

2.4.1.1.-Metabolik Kontrol

Lokal serebral kan akimi bélgesel olarak heterojendir. Néronal aktivite
beyinde en fazla enerji harcayan yapidir. Lokal serebral kan akimi, enerji tretim
dizeyini ayarlar. Boylelikle néronal déngideki aktivite, varyasyonlarin major
belirleyeni ve SKA'nin bolgesel paternidir (17).

Normalde bélgesel noéronal aktiviteye gerekli oksijen ve glukozu
kargilamak igin mikemmel bir kan akimt ayarlamasi vardir (18,19). Bu
ayarlama, metabolik regiilasyon olarak adlandinimaktadir.  Lokal



metabolitlerdeki konsantrasyon degisiklikleri bolgesel SKA degisikliklerine yol
acar. Birkag kimyasal yapi, néronal veya glial aktivitesinin artmasi durumunda
lokal vaskuler tonusu degistirebilmekte, bunlar akim ve metabolizma arasindaki
medyatorler olarak degerlendiriimektedir (17). Bu mediatérler, ekstraselliler pH,

pCO., adenozin, glikolitik intermediatérier, ekstraselliiler potasyumdur.

2.4.1.2. Nérojenik Kontrol

Metabolizma ve akim iligkisi, mekanizmay! tam olarak acgiklamamaktadir.
Bu iki etken tigincii faktdrle diizenlenebilmektedir. Perivaskiler innervasyon bu
rol icin adaydir. Bunun &nemi, kraniyal ganglionlardan serebral arterlere,
arteriyollere, venlere sadece ekstrensek sinirler saglamak degil, ayni zamanda
intraserebral damarlara giden néronlar olarak da rol oynar. Cesitli agonist ve
antagonist ndrotransmitterlerin sistemik uygulamalari SKA'da ¢cok 6nemli etkiler
olugturmamasina ragmen, deneylerde kan-beyin bariyeri bozulduguna dair
belirgin degisiklikler goériiimastir. Ekstrensek sinirler, intrensek sinirler ve
intrensek beyin alanlarinin hepsi serebral damarlara baglanarak etki edebilir
(17).

Serebral damarlarin ndrojenik kontrol teorileri, beynin biylk damarlarini
innerve eden efferent sinirlerin Gzerinde yogunlasmistir. Kéken ve transmitterleri
farkh Gi¢ tip ekstrensek sinir sistemi tanimlanmustir.

Birincisi sempatik néronlar, temel olarak siiperior servikal gangliondan
kéken alir. Bu néronlar, vazokonstruktér olan norepinefrin ve néropeptid-Y igerir
(20).

Ikincisi, otik ganglion ve sfenopalatinde yer alan parasempatik sistem,
asetil kolin igerir ve siklikla vazoaktif intestinal peptid (VIP)'in koekspresyonudur
(21,22).

Uglinciisi, trigeminal ganglionlardan kéken alan duyu liflerinden
olugmaktadir. Bunlar her ikisi vazodilatator olan substans P (SP), kalsitonin gen
related peptid (CGRP) icerir (17).

Beyin damarlarint innerve eden noéron liflerinin ¢gogu sempatiktir.
Metabolik ihtiyaclarin arttifi ve SKA’nin disiik oldugu durumiarda fonksiyonel
olarak ortaya ¢ikar ve arteriyel hipertansiyon olusturarak etki eder (23).



Parasempatik sinirler akimin tonik kontroltinde énemii bir rol oynamamaktadir.
Ancak agriya bagh vazodilatatér yanitlarda etkileri saptanmigtir (24). Trigeminal
sinirler, hipertansiyon ve epilepsi gibi hastalik durumlarinda SKA" arttirarak etki
edebilmektedir (25). Bu sinir liflerinin gokluguna ragmen, SKA’'nin primer olarak
diizenlenmesi, lokal metabolizma ile ekstrensek sinirlerin minér modulasyonuyla
olmaktadir. Bu periferik sinirlerin normal aktivite sirasinda serebral dolasimi
nasil etkiledigi ve katkilan net olarak bilinmemektedir.

Serebrovaskiiler kontrol, kismen medulla oblongatadaki intrensek néral
sistemle reglle olmaktadir ve damar duvarlan ve/veya endotelyuma tamamen
bagh degildir.

2.4.1.3. Karbondioksid (CO,)

Parsiyel Karbondioksit Basincindaki (PaCOj) degisikliklerin belirgin
vazodilatasyona neden oldugu iyi bilinmektedir (26). SKA ile PaCO, arasinda
iligki mevcuttur, PaCO; 25-60 mm Hg arasinda oldugunda, her 1 mmHg PaCO,
basing degisikliginde, SKA yaklagik %4 degismektedir (27).

PaCO2'nin neden oldugu akim degisikligi 2 dakikada oIU§mékta ve yenhi
plato degerine 12 dakikada erigsmektedir (28). Bu diizenleme mekanizmalarinin
CO7'in tek bagina yaptigi direkt etkiden cok, cevredeki perivaskiiler diiz kas
hiicrelerinin pH degisikliginin bir fonksiyonu oldugu gosterilmistir (29). Vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde hidrojen iyonlarinin da direkt etkileri vardir, pH'daki lokal
degisiklikler, noradrenalin gibi diger ajanlarin vazomotor yanitlar diizenleyerek,
damar capinda yaptiklan degisiklikleri dizenieyebililer (30). Sistemik
PaCO,deki degisiklikler, karotid arterdeki kemoreseptdrler tarafindan
diizenlenir ve bu mekanizma refleks yollariyla etkilenebilmektedir. Tegmental
retikiler formasyonunda lezyon olustuunda PaCO, degisikliklerine
serebrovaskiller yanitlarin azaldigt gosterilmigtir (31). Son yillarda
aragtirmacilar, endotelyum deriveli gevsetici faktérle CO.’'in serebral dolasimda
gicli etkilerinin oldugunu géstermiglerdir (32).

PaCO,'deki degisiklikler uzadiginda serebral kan akiminda kronik
adaptasyon olugur ve kan akim degisikliginden yaklagik 36 saat gectikten sonra
bile degigiklik oncesi dizeyine doner. PaCO, 70 mmHg diizeyinde iken



maksimum vazodilatasyon olusur, PaCOyin bunun {zerinde artmasi
durumunda SKA artisi olmaz. Benzer bir sekilde PaCO, 20 mmHg altina
dustigiinde SKA daha fazla azalmaz. Bu digik PaCO2 diizeyinden Klinik
uygulamalarda kaginilir, kan akiminin azalmasini doku iskemisi izleyebilir.

2.4.1.4. Otoregiilasyon

SKA, serebral perflizyon basinci (SPB) ile serebrovaskiiler rezistans
(SVR) arasindaki iligki ile belirlenir.

SKA=SPB/SVR
SPB= ortalama arteryel kan basinci (OAKB)-intrakranyal basing ve
sagittal siniis basincit.
OAKB=1/3 (sistolik basing-diyastolik basing)+ diyastolik basing.

Fizyolojik kosullarda intrakraniyal basing ve sagittal siniis basinci,-
sistemik arteriyel basingla kiyaslandiginda énemsizdir ve SPB kabaca OAKB’na
esittir (33). Boylece, serebral kan damarlarinin ¢gap degisiklikleri SVR’da belirgin
degisiklikler yapar. SPB’daki bir azallg prekapiller rezistans damariarn
dilatasyonuyla olugurken, artig konstruksiyonla olugur. Serebral rezistans
damarlarinin konstruksiyon dereceleri biiylik varyasyonlar gosterir, ortalama
hemisferik SKA sabit degerde tutulur, istirahattaki erigkin insan beynine
dakikada (45-60 ml) ortalama 50 mi/100gr kan akimi olur.

Endotelyuma bagli mekanizmalarin damarsal tonusta primer rol
oynadidina dair kanitlar giderek artmaktadir ve bu durumun otoregiilasyonun
miyojenik hipotezinin temelini olusturdugu diistinilmektedir. Endotelyum,
vazoaktif maddelerin salinimina yol acan hemodinamik giiclerin bir transdiiseri
olarak iglev gérmektedir (34). Endotelyum deriveli serbestlegtirici fakt6riin
(EDRF) sentezi, hem nitrik oksid (NO) hem de L-arginin amino asid kdkenli
molekillerle acgik olarak iligkilidir ve damarsal tonus {zerinde etkilidir (23,26). Bu
etkinin mekanizmasi; EDRF/NO ile ¢6zilebilir guanilat siklazin uyariimasiyla,
damarlann diz kaslarindaki siklik guanozin monofosfat (cGMP) diizeyi artar ve
damarlar gevser (35). Genig serebral arterler ve pial arteryollerde, in vivo
asetilkolin uygulamasma karsgiik olarak nitrik oksid sentaz tarafindan NO

olugturulur, NO olugsmasi; N- monometil-L-arjinin (L-NMMA) gibi nitrik oksit
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sentaz enziminin kompetatif antagonistiyle bioke olabilir (36). Sicanlarda benzer
bir sekilde NO sentaz antagonistlerinin intravenéz uygulanmasinin OAKB'da
%40 artisa ve pial arteryollerin limen gaplarinda %60 daralmaya neden oldugu
deneysel caligmalarda gosteriimigtir (37). Bu L-arjinin/NO/cGMP yolunun
vaskiiler tonusun kontroliinde kritik bir rolli vardir ve giderek otoregiilatdr
yanitlarin dominant medyatorii olarak kabiil edilmeye baglanmigtir (37,38).

Beyinde, otoregiilasyon yoluyla OAKB 60-150 mmHg arasinda
degismesine ragmen SKA'da ciddi degisiklikler olusmaz (39). Baroseptif
reflekslerin, homeostatik mekanizma olarak olaya ekienip serebral
otoregiilasyonun diizenlenmesine katkida bulundugu duistinGimektedir (17).
Otoregiilasyonun st ve alt siminni etkileyen bir ¢ok etken vardir. Bunlar;
sempatik sinir aktivitesi, PaCO,, farmakolojik ajanlardir. En 6nemli faktdr ise
kronik arteriyel hipertansiyondur.

Hastanin serebrovaskiiler durumunun bilinmesi, serebrevaskiiler cerrahi
sirasinda gecici damar oinizyonu plani yapilirken yardimci olmaktadir. Bazi
deneysel ¢aligmalar, aralikli gegici okliizyonlarin tek ve uzun sireli oklizyondan
daha az hasar verdigini ortaya cikarmigtir (40). Diger deneysel caligmalarda
normotansif ve hipertansif hayvanlarda, aralikh okliizyon géhgmaw yapilmis ve
hipertansif hayvanlarda iskeminin daha fazla geligtigi g6sterilmigtir.

2.4.2. Kritik Serebral Kan Akaimi Esikleri

Modern elektrofizyolojik teknikler ile serebral kan akiminin tam olarak
belirlenmesi, néronal fonksiyon ile doku canlilift ve bélgesel serebral kan
akiminin kritik dizeyi arasindaki iligkinin anlagilmasina olanak saglamigtir. Akim
azalmasi ve siresi iskeminin agirh§ini tayin eden en &nemili etkenlérdir.
(Sekil:1)(41). |

11



MORMAL BEYIN

-

GERIDONUSIMSUZ HASAR
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SAATLER ICINDE ISKEMIK SEYIR

Sekil 1: Fokal serebral iskemiyi takiben geligen iskemik hasar miktarinin,
zamanla iligkisi. ,
Bazi nérofizyolojik degisikliklerin, serebral kan akiminin azalmasini
takiben olugtugu bulunmusgtur. Normal SKA 45-60 ml/100gram/dakika’'dir. SKA,
hafif anestezi alan ve normotermik kigilerde, 20-256 ml/100 gram/dakika
dizeyine dustigiunde EEG aktivitesinde degisiklik olmamistir, bd diuzeyin altina
diugsmeye bagladii zaman EEG aktiviteleri yavas yavas kaybolmaya
baglamaktadir, SKA 15 ml/100 gram/dakikaya dustidl zaman uyarnimig
elekiriksel kortikal yanitiar kaybolur. SKA 10-12 mi/100 gram/dakikaya
distiglinde iyon dengesi kaybolur, EEG izoelektrik hale gelir ve bu dizey
irreversibl hticre hasarinin basladidi kritik esik deger olarak kabul edilir (Sekil
2)(42)
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Sekil 2. :Serebral kan akimi, serebral perflizyon basinci ve néronlarin
~ fonksiyonel durumlar arasindaki iligki
Serebral kan akimi diizeyindeki azalmalarin dokuya yansimalar Tablo-
2'de 6zetlenmistir (43).
Tablo 2. iskemide serebral kan akimi diizeyindeki azalmalarin dokuya

yansimalari
Serebral Kan Akimi (SKA) | Dokudaki Sonucu
(ml/100 gr/dakika)

35-55 Bozulmus protein sentezi
40-50 Selektif gen ekspresyonu
25-35 Azalmis glukoz kullanimi
20-30 Uyarici aminoasid salinimt, asidoz
15-30 | ATP azalmasi
10-15 fyon denge kaybi ve anoksik depolarizasyon

Degisik hayvan turlerinde, MCAO’nun deneysel galigmalarinda, serebral
kan akiminin etkilenen alanin diginda normal oldugu, komsulugundaki alanda
hafif iskemik degigikliklerin oldudu, oklizyonun odaginda iskeminin yodun
oldudu gbzlenmistir (44,45,46). Bu durum, kollateral kan akiminin fonksiyonel
kapasitesine ve boyutuna baglidir. Normal perfizyon ve iskemik odak
arasindaki gecis boélgesi, yani perifokal alan, yalnizca homeostatik
mekanizmalara bagli olarak etkilenmektedir (4,47).
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Farkli hicresel fonksiyonlar, spesifik minimum kan akimi seviyesine
gereksinim duyarlar. Bu alanlarin etkilenmesi kan akimi azalmas: diizeyine
baghdir. Bazi fonksiyonel bozukluklar, &éncelikle bu akim esidinin altina
dustldtgunde olusur (Sekil 3) (48).

IsKEmi oLiGEMI  NORMAL.

. ubcee OLUMO. |
ANOKSIK DEPOLARIZASYON
METABOLIK BOZUKLUK

—— ELEKTRIKSEL BOZUKLUK

— FLEKTRIKSEL FONKSYON ETKILENMES]

Sekil 3: Rdélatif serebral kan akimiyla iligkili olarak hticresel fonksiyonlar
ve canliligindaki degisiklikler.

2.5.iskemik Penumbra Ve Terapdtik Zaman Araligim Etkileyen
Faktorier

2.5.1. iskemik Penumbra

Bir damarin tikanmasi ile olugan serebral iskemide, siddetli iskemi
altindaki merkezi cekirdedi, perflizyonu kolleteral dolagimla korunan ve kan
akiminin daha fazla oldugu bir bélge sarar. Kollateral damarlarin yeterliligi,
iskemik bdélgenin blytklik ve siddetini buylk 6iglide etkilemektedir. Kollateral
damarlardaki akim ise serebral perflzyon basincina baglidir. Béylece, sistemik
arteriyel kan basincindaki dusme, iskemik bélgenin genigli§i ve siddetinde
énemli bir artisa neden olacaktir. iskemik alanin genisligi ve siddetini etkileyen
bir diger faktér de iskeminin slresidir. Eger cok kisa bir stre icinde perfizyon
sadlanir ve kan akimi normal de@erlere c¢ikar ise iskemik alandaki néronlarin
fonksiyonlari geri dénebilir. Kisa slrede yeterli perflizyon sadlanamaz ise, 10-
12 ml/100 gr/dk duzeyindeki kan akiminda, oksijen seviyesinin yetersizligi
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nedeniyle mitokondriyal metabolizma inhibe, anaerobik glikoz metabolizmasi
aktive olur. Boylece laktik asit dizeyi yUkselip pH duger ve intrasellGler-
ekstraselller asidoz geligir. lyon homeostazini saglayan enerjiye bagimli hiicre
membran fonksiyonu giderek bozulur ve iyonik akimlar artar. Potasyum
ekstraselltler alana, sodyum, kalsiyum ve buniarla birlikte suyun intraselller
alana girigi baglar. Béylece ekstrasellller potasyum artar, kalsiyum duger, hiicre
membrani depolarize olur ve bunu hiicre 8lim{ izler. Reperflizyon olsa bile
néronlarin gegici serebral iskemik ddneme dayanabilmeleri, iskeminin derecesi
ve slresine bagldir. Ayrica yas, glikoz miktari, ategs ve farkli néron
populasyonlarinin degigsen duyarliliklari gibi etmenler de iskemik toleransi
etkiler. Akut iskemi sirasinda olugsan néronlarin fonksiyonsuz ancak canli ve
reperflzyon ile kurtarilabilir halde olduklar fizyopatolojik duruma iskemik
penumbra adi verilir. Bu alanlar ginimQz tedavi yaklagimlarinin temel hedefini
olugturur. Bu alanlarin zamanla reperflizyon veya farmakolojik ajanlarla tedavi
ediimemesi durumunda kaginiimaz olarak infarkt gelisecektir SKA 6 mi/100
gr/dakikaya indiginde irreversibl membran fonksiyon bozuklugu olur ve direkt
olarak kortikal cevaplar kaybolur (42).

‘Iskemik penumbra’, itk kez Symon ve arkadaslari (49) tarafindan
‘spontan ve uyarilmig elektriksel potansiyellerin olmadidi, ancak membran
potansiyellerinin ve iyon dengesinin korundugu, azalmig kan akimi olan iskemik
béige’ olarak tanimlanmigtir. Hossmann ve arkadaslari (50) bu tanimi ‘kan
akiminin azalmis oldugu ancak enerji metabolizmasinin korundugu béige’
olarak geligtirmigtir. Girisberg ve Pulsinelli (51) ise, penumbrada enerji
metabolizmasinin temelde korunabildigini ancak araliklarla bozuldugunu
bildirmislerdir.

Bir penumbral alanin fiziksel seklini ¢izmek glgtlr. Bu alan SKA'nin
azaldidi ve hlcresel fonksiyonlarin baskilandigi fakat iyon dengesiyle yagamini
strdlren hucrelerden olugmaktadir. Strong ve arkadaglari azalmig SKA,
baskilanmig EEG ile karakterize bir periferik alan tanimlamiglardir. Bu alanda ,
ekstraselltler potasyum orta derecede artmig ve néral nekrozis yayilimi iki saat
icinde olugmustur (62). MCAO ile olugan yodun iskemik odak, ACA ve PCA ile
iyi beslenirse akimin kademeli olarak ¢ok digtkten normale kadar duzelecedi,
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hlcre hasarinin kademeli olarak azalacagdi, infarkt alaninin daralacagi, néronal
nekrozisin seyreklesecedi ve normal dokunun olugabilecedi iddia edilmektedir.
Bdylece hayvanlarda MCAO’da akut SKA 6lciimQ, ¢ok keskin sinirla normal ve
ko6t perflize olan dokulari gésterir (563). Ayrica, insan ve primatlarda infarkt ve
normal doku arasinda ¢ok keskin gecis bélgesi vardir. Fakat nekrotik néron
dagilimint iceren bir perifokal alanin kamiti azdir (54). Bu bilgilerden ortaya
¢tkan sonuglardan biri, e@er ilaglar penumbradaki htcreleri korursa iskemik
hasar iyilegﬁrilebilir ve dokunun kurtariimasi mimkan hale gelebilir.

Sonug olarak, deney hayvanlari ve insanlardaki serebral hemodinamik ve
metabolizma &lgtimleri, iskemik serebrovaskiler hastaliklarin fizyopatolojisine
6nemli veriler sadlamigtir. Degisik hayvan tlrlerinde serebral kan akiminin
normal degerleri farkll olmasina karsin, kritik kan akim degerleri bazi hayvan
tarleri ve insanlarda benzerlik géstermektedir. Bununla birlikte, ¢aligmalardaki
hayvan turlerinin gesitliligi, anestezinin etkileri ve ilerleyici aterosklerozun dogasi
gibi etkenler hayvanlardan saglanan' verileri her zaman icin insanlara
uygulamaya olanaksiz kilmaktadir (42).

2.5.2, Terapdtik Zaman Aralig

Pozitron Emisyon Tomografi (PET) ve Diffuzyon ve Perfizyon MR (DWI
{PWI ) verileri, insan inmelerinde, deney hayvan modellerinde oldudu gibi bir
penumbra dokusunun mevcut oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak deneysel
modellerden farkli olarak, insan penumbra dokusu daha uzun sire
mevcudiyetini koruyabilmektedir. Bu bulgular iskemik inme tedavisinde, beyni
korumaya yénelik énlemierin én planda oldugu dinamik bir yaklagim kavramini
ortaya ¢ikarmistir. Penumbra dokusunun en genis oldugu dénem inmeyi takiben
en erken dénem oldugu icin, tedavi yaklagimlari sabit bir terapétik zaman
aralifina baglanmamali, mumkin olan en erken dénemde yapilimalidir.
Guntmiz néroprotektif ilag ¢aligmalarinda terapétik zaman aralidi genellikle ilk
6 saat olarak ayarlanmaktadir. Bu, deney hayvan modellerinde en son koruyucu
etkinin izlendigi 3. saat ile insan PET calismalarindaki daha uzun zaman
araliklart arasinda yer alan, ampirik olarak belirlenmig bir zaman noktasidir.
Ancak, 12 hatta 24 saat icerisinde verilen néroprotektif ajanlarla yapilan klinik
calismalarin bazi alt grup analizlerinde faydall etki gézlenmesi, penumbrayi
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korumaya yénelik tedavi penceresinin aslinda 6 saatten daha genis
olabilecedini distndlirmektedir. Bununla beraber, intravenéz ve intraarteriyal
yollardan yapilan reperflizyona yonelik iglemlerde, tedavi penceresi sabittir ve
sirayla 3 ve 6 saat olarak belirlenmistir. Bu zaman noktalarn agildiginda, kabul
edilebilir sinirlarin diginda semptomatik kanama meydana gelir. Bu nedenle
tedavi penceresi, “penumbral pencere” ve “reperflizyon penceresi’ olarak iki
farkl baghk altinda ele alinmalidir. insanlarda penumbral tedavi penceresini
belirleyen en dnemli unsur, kollateral dolagimin miktaridir. Kollateral dolagim
kigiler arasinda énemli farkliliklar gésterir. Ayni damarin benzer mekanizma ile
tikandi§i iki hasta arasinda bile kalici hasara giden doku miktar aras:nda
farklnlnk vardir. Erken dénemde yapilan DWI / PWI calismalarinda, hastalarin
yaklagik %20-30'unda hi¢ penumbra dokusu bulunmazken (penumbrasiz
gekirdek), bazi grup hastalarda da iskemik saha igerisinde hi¢ nekrotik alan
bulunmamas! (gekirdeksiz penumbra), kigiler arasi farkliliklarin ne kadar 6nemli
oldugunu ortaya koymaktadir. Kollateral dolagimi olmayan ve butun iskemik
sahada kalici hasar geligmis olan bir hastada herhangi bir tedavi penceresinden
bahsedilemeyecegi gibi, yeterli kollateral d‘o’lagi‘ml olan ve heniiz hig kalici hasar
gelismemis hastalarda tedavi penceresini kisa ve sabit bir aralikla simirlamak
gercekci degildir Modern géruntileme yéntemleri ile hasta bazinda elde
edilecek objektif ve kantitatif bilgiler, gelecek inme yaklasimlarinda en énemli
yol gbsterici olacaktir (42).

2.5.3. Reperflizyon ve Beyin Hasari

Normal kosullar altinda, global veya 6n beyin tipinde olugan yogun
iskemiyi takiben, genellikle kisa canlandirma zamani vardir. Gegici MCAO
olugturulan iskemi modellerinde akim en iyi sekilde korundugu igin, canlandirma
sUresi daha uzun olmaktadir. Bununla birlikte bélgesél dokulardan dolayi,
bélgeler arasinda akim farkhligi orani kontrol de§erinin % 10’nun altinda
olabilmektedir ve penumbral doku vyalnizca orta derecede akimla
beslenebilmektedir. Cok erken reperfizyonun, tamamiyla olugabilecek hasari
engelleyebilecedi dnceden sdylenebilirken, daha ge¢ dénemde penumbral alan
kurtarilabilmekte ve infarkt odagina déntismesi engellenebilmektedir (4).
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Reperfizyon  modellerinin  yeniden  olusturulmasiyla, yeniden
canlandirma zamani daha ¢ok ayrintilarla ¢aligilabilir. Siganlarda, 30 dakika
oklizyon periyodu modeli, genellikle kaudoputamene lokalize infarkta ve daha
az oranda neokortekste kalici selektif néronal nekrozise neden olmaktadir (55).
iskemik lezyon, reperfiizyon islemi 90 dakikadan sonra yapilirsa iyilesmez. Tim
bu ihtimaller siganlarda, yuksek serebral metabolizma oranini ve géreceli olarak
k6t kollateral kan akimini yansitmaktadir. Bu gergek, siganlarda deneysel
aragtirmalarin klinik bulgularla egdeg@er oldugunu izah etmektedir. Yukarida s6z
edildigi gibi insanlara en ¢ok benzeyen primatlarda daha uzun canlanma
zamani goésterilmigtir ve bdylelikle reperfizyon 3-6 saat gibi gec zamanlarda
yapllsa bile yararl olabilmektedir.

Reperflizyonda iskemik dokunun yeniden canlanma zaman iginde
akimin tekrar sadlanmasi durumunda, serebral iskemik doku oksijen teminiyle
zarar gdrebilir, yaygin olarak ‘reperflzyon hasary’ denilen duruma yol acabilir
(56,57). Reperﬂ"jzyonda (;ok cesitli hticre, organel ve enzimler serbest radikal
kaynagini olusturmaktadir. Bu durum &nceki on yillarda oklide MCA'in
reperfﬁzyonu‘igzin tanimlanmigti. MCAO’nu takiben reperfiizyonda, agir doku
sismesi, sekonder dolagim bozulmasi, ézellikle vazojenik tipteki 6demin agreve
oldugu tespit edilmistir. Hasar, suyun osmotik ekivalanlarinin (6demi daha da
arttinirlar), oksijenin (yaranin serbest radikallerin yapimini tetiklerler) tekrar
saglanmasina bagli olabilir. Hasarli beyinde reperflizyonun, infarkti daha fazla
genigletmesi veya kalici okliizyona neden olmasi infarktin él¢tstine bagdlidir(58).

2.5.4. Penumbranin Enfarkta Doniligmesi

Kan akiminin ileri derecede azalmis oldugu penumbra béigesi zaman
icerisinde nekroza doéntgur. Bu dbéntgimde rol oynayan en &nemli faktér
hemodinamik bozukluklardir. Ozellikle, kan basincindaki ufak oynamalar,
otoregllasyonun bozulmus oldugu ve buna bagl olarak akimin perfiizyon
basincina bagimli hale geldi§i iskemik alanlarda, bélgesel kan akiminin
fonksiyonel ile morfolojik bantlar arasindaki kiguk araliyi agmasina neden olur.
Doku perflzyonunun en &nemli belirleyicileri, serebral perfuzyon basinc
(sistolik ile diastolik kan basinglari arasindaki fark), kan vizkositesi ve ilgilenilen
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bélgelerdeki arteriyollerin yarigapidir. Serebral damarlar, perflizyon basincinin
azaldi§i durumlarda vasodilatasyon mekanizmasi ile kan akimini sabit tutmaya
caligirlar (otoregulasyon). Ancak iskemik beyin bdélgelerinde, otoregiilasyon
mekanizmasi bozulur. Bu bozulma, damarlarin dilatasyon kapasitelerinde
azalma ve maksimum dilatasyon durumunda bulunan damarlarin azalan kan
intiyacini kargitamak icin daha fazla genisleyememesi ile karakterizedir. Bu
durum, elastik 6zellikleri olan canli damar dokusunun metal bir su borusuna
déntsmesi seklinde ifade edilebilir. Sonug¢ olarak, penumbra bélgesindeki kan
akimi, sistemik kan basincina ve kan viskozitesine bagimli hale gelir. Kan
basincinda azalma (antihipertansif tedavi) veya kan viskozitesinde artig (artmis
hematokrit, fibrinojen, immanoglobulinler), serebrél kan akimin azalmasina ve
penumbra dokusunun kaybedilmesine yol agar. Ayrica serebral iskemi
sonrasinda, endotel lokosit adezyon molekili-1 (ELAM-1), hlcreler arasi
adezyon molekild-1 (ICAM-1), vaskuler hiicre adezyon molekil-1 (VCAM-1)
ve birgok inflamatuar arac molekaller Tumér Nekrozis Faktor a (TNF-a),
Interlokin 6 (IL-8) aktivitesinde artis olmaktadir. Damar igerisinde inflamatuar
hticre aktivasyonu, I6kositlerin damar duvarina yapigmasina ve agregasyonuna
neden olarak, kan akimin daha da azalmasina yol agar. Ayrica iskemik
bélgelerde, eritrosit deformabilitesinin azalmasi ile yavas aklma bagh pihtilasma
odaklarinin ortaya gikmasi sonucunda da mikrodolagim bozulur (42).

Inflamatuar hticre aktivasyonunun en 6nemli sonuglarindan birisi
lizozomal enzimlerin ve serbest oksijen radikallerinin ortama salinmasidir.
Lizozomal enzimler, direkt doku harabiyetine yol agar ve hiicre membrani yikim
drinlerinden yeni serbest oksijen radikallerinin meydana gelmesine neden olur.
Serbest oksijen radikalleri de kalici hasérln blylimesine neden olurlar.

2.6. Bolgesel Serebral iskeminin Fizyopatolojisi

MCAO’na bagli iskemi, genel olarak iskemik odakta yogunlagirken daha
az olarak da iskemik penumbral alani da etkilemektedir. Odaktaki hicreler,
genellikle hizla reperflizyon saglanmazsa ayni gekilde kalmaya mahkumdurlar.
Aksine, penumbranin igerdigi hiicreler risk altinda olduklari halde en az 4-8 saat
yasayabilir durumda kalabilmektedir. Penumbradaki hticreler, reperfiizyon veya
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ilaglarla kurtanlabilir ve penumbral alana dogru infarktin geniglemesi
engellenebilir. Infarktin geniglemesinden sorumiu etkenler muhtemelen asidoz,
ddem, potasyum-kalsiyum gegisleri, protein sentezinin inhibe ediimesidir (4).

iskemik lezyonun patofizyolojisi tartismas: merkezinde, eneriji tukenmesi
vardir. iskemi, hiicresel Adenozin Tri Fosfat (ATP) dzeyinin surdurtlebilmesine
engel olusturdugundan, membran bUtanltdl igcin énemli bir anahtar gorevi
yapan makromolekillerin degradasyonuna neden olur. Bunlar; iyon dengesinin
kaybi, hicrelerin icerdigi kalsiyum, sodyum, klor, osmotik su igerigi, intrasellGler
ve ekstrasellller pH'In azalmasi ile sonuclanan metabolik asitlerin yapimidir.

BuyUk bir olasilikla hlcresel kalsiyum dengesinin kaybi iskemik hicre
zedelenmesi patogenezinde en dnemli roli oynar. Serbest sitozolik intraseiltler
kalsiyum konsantrasyonu, ATP yetersizliginden dolayi kalsiyum pompa iglevinin
kaybl ve kalsiyuma karsi membran gecirgenliginin artmasina bagh olarak
artmaktadir. Iskemide, kalsiyumun hicre igine akimi birgok yoldan olmaktadir.
En o6nemli yollardan biri, glutamat ve depolarize presinaptik son uglardan
salinan eksitatér amino asit (EAA) serbestlestirilmesi ile olusan reseptérierin
aktivasyonudur. Bununla birlikte iskemi, intraselliiler kalsiyumun baglanmasini
ve yakalanmasini da engeller, bdylelikle intraselltler kalsiyumun artmasina
katkida bulunur.

Iskemik dokuda ikinci anahtar olay anaerobik glukolizisin aktivasyonudur.
Bu aktivasyonun temel nedeni oksijen yoklugunda mitokondrial metabolizma
inhibisyonudur. Bununla birlikte diger etkenler de muhtemelen katkida
bulunmaktadir.

GunUimizde patofizyolojik aragtirmalardaki gelismelere bagl olarak iki
alanda farmakolojik tedaviler dizenlendi.

Birincisi, kalsiyumun hicre igine agir girigini azaltmaya yoénelik ugragilar
veya muhtemelen kalsiyumun hicre igine giriste roli olan glutamat veya éteki
EAA’lerin toksisitesini engellemektir.

Ikinci yol, toksik serbest radikal madde veya non-radikal serbest
maddelerin yapilmasiyla potansiyel yikici etki yaratarak iskemiye yol agan
olaylari engelleyen ilaglardir. Bylece tedavide kullanilacak farmakolojik ajanlar,
bunlarla veya antagonist maddelerle ilgili olabilir.
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Htcresel enerji bozukiugu gérisl, iskemik aragtirmalarin temelini
olusturur. BuyOk bir olasilikla hicre nekrozu, enerji metabolizmasini
zedelemekte veya bozmaktadir (59). ATP ve diger nukleozid trifosfatlarin (stidin
trifosfat ve CGridin trifosfat gibi maddeler) sentez bozuklugundan dolayi,
hicrelerin yagamlari tg¢ yolla tehdit ediimektedir.

Birincisi, enerji kaynaginin eksikli§i veya tamamen yoklugu anaerobik
glikolizisi uyarir, intra ve ekstraselliler asidoza yol acgar. Asidoz iskemik
dokunun tekrar yagsamasi veya iyilesmesi igin potansiyel bir tehdit olugturur.

ikinci yol, enerji bozuklugu iyon dengesini bozarak iskemik dokunun
yasamini tehlikeye atar. lyon denge bozuklugunun iki bilegeni olan sodyum ve
klor hiicre igine girer, beraberinde suyu ve kalsiyumu osmotik gtgle hicre igine
girmeye zorlar. Bu major patolojik olaylar asil rolti oynamaktadir.

Enerji bozuklugunun Gglinct sonucu, hiicrenin yapisal batinlaguand tehdit
etmesidir. Yiiksek enerjili fosfatlara, makromolekillerin tekrar sentezlenmesi ve
dider enerji gerektiren olaylar igin ihtiya¢ duyulurken, temin edilmemesi
durumunda hicre yapilarinin bozulmasina yol acar. Bu alandaki aragtirmalar,
genellikle lipid ve protein (zerinde yodunlagmistir. ATP sentezi bozuklugunda,
mikroffaman, mikrotubuli gibi hiicre iskelet yapilarinin proteolitik yariklarina ve
onlarin hicre membraniar ile baglantilarinin bozulmasina yol actidi
vurgulanmigtir (60). ATP sentez bozuklugunun oteki etkisi, fosfolipidlerin
degradasyonu nedeniyle lizofosfolipid, diagilgliserid (DAG’s), aragidonik asitleri
iceren serbest yad asitleri gibi yapilarin bozulup birikmelerine yol agmasidir
(59). Bununla birlikte, bircok degradasyon enzimi icerigi kalsiyumla aktive olur.
Bu vyapilarin bozulmasi ATP kaybindan ve kalsiyumun yogunlugunun
artmasindan dolayi olmaktadir.

Iskemide hicre Sluminin ve hiicre disfonksiyonunun ana sebebi ATP
sentezinin hatali yapimasidir. Tek basina enerji bozuklugu, hicrelerin
yagsamlarini, hicrelerin yapisinda ve fonksiyonunda anahtar rol oynayan
makromolekullerin tekrar sentezini engelleyerek veya yavasglatarak tehdit
etmektedir. Bu tehditler, enerji bozuklugunun, iyon dengelemesi ve asit-baz
ayarindaki olumsuz etkileriyle pekismektedir. lyon akiminin bozulmasindan ve
laktat ile H"in glikolitik yapimindan dolay! ice akim baglayarak kalsiyumun
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intrasellller serbestlesmesine, intra ve ekstrasellller asidoza neden olur. Diger
olaylar lipolizi, proteolizi, protein sentezinin inhibisyonunu kapsamaktadir. Bu
olaylar, inme lezyonunun yodun iskemik odaginda hizli hicre 6limiine yol
acarken, yogun iskemik penumbrada hucrelerin yagamlarini daha az tehdit
eder.

Herhangi bir MCAO modelinin olusturulmasinin hemen ardindan
baglayarak gelisme g&steren fizyopatolojik olaylar agisindan turlere 6zgu
belirgin bir degisiklik tanimlanmamisgtir. Yani iskeminin seyri gerek primatlarda
gerekse dider deney hayvan tirlerindeki fokal serebral iskemi modelleri igin
hemen hemen aynidir. Fokal iskemik zedelenmenin reversibl durumdan
irreversibl duruma ddénagmesindeki muhtemel mekanizmalar baslica su
bagliklarda incelenebilir.

2.6.1. Dolagimdaki ve kan akimindaki degigiklikler

MCAO’un hemen sonrasinda, bu arterin besledigi beyin béigelerindeki
dolasim bir sGre daha normal bigimde sﬁrrhektedir. Deneysel caligmalarda
kullanilan intravendz fluorescein ve karbon black uygulamalariyla bu olay
gOsterilebilmigtir. OklUzyondan vyaklagik bir saat sonra iskemi sahasinin
cevresinde bdlgesel bir otoregilasyon kaybi ortaya ¢ikar. Sonraki saatlerde,
serebral korteks ylzeyindeki degisiklikler vendéz kanin koyulagmasi, kan
akiminda yavaglama ve kan elemanlarinin agregasyonu bigiminde ortaya gikar
ve bunlari bélgesel solukluk, arteryel spazm, venlerde kirmizi kanin belirmesi |
periven6éz hemorajiler ile serebral édem izler (61).

Tek bir arterin okltzyonundan sonra geligen SKA degisiklikleri sabit bir
dlzeyde olmamaktadir. Bunun nedeni degisik yas ve tirdeki hayvanlar Gzerinde
uygulanan yéntemlerin degisik olmasidir. SKA degisiklikleri ile yapisal hasardaki
belirgin heterojenite tek arter oklGzyonunun Kkarakteristididir. Arteriyel
oklizyondan sonra SKA'daki dlgts icgin ilgili arterin kanlanma sahasindaki
rezistan damarlarin timayle dilate olmasi gerekir. Fokal iskemide kan akiminin
bdlgesel regllasyonundaki bozulmanin nedenlerinden biri de bu olmaktadir
(62).
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Deney hayvanlarindaki fokal serebral iskemi modellerinde izlenen
noérolojik defisitler doku degisiklikleri ile yakindan baglantiidir. Gri cevherde
ortaya ¢ikan SKA dslst oklizyondan sonraki ikinci glinde en ylksek dlizeyde
olmaktayken beyaz cevherdeki sonuglar oldukga degiskenlikler g&sterir.
Hiperemi, oklizyondan sonraki 15. gune kadar varli§ini strdGrebilir.
Hipereminin histopatolojik kargilifi iskemik hasardir. Histolojik degisiklik
gdsteren sahalarda SKA genellikle azalm|§ olmasina kargilik bu ikisi arasinda
her zaman bir korelasyon beklemek dogru degildir (63).

2.6.2. Vaskiiler reaktivite degisiklikleri

Iskemi sahasindaki kan akiminin ortalama arteriyel kan basincina gére
hipotansif ya da normotansif dlzeylerde seyretmesi sonucunda serebral
otoreglasyon degisiklikleri ortaya g¢ikmaktadir (64). MCA Gzerinde yaratilan
spazmin bélgesel SKA’da spazm giddetiyle orantili olarak ve iskemik nekroz
gelisiminden ¢ok daha 6nce dolayl degisikliklerin ortaya ciktii saptanmistir.
Arter gapinda normale geri déniig olsa bile bolgesel SKA'nin kalict depresyonu
sonucunda infarkt geligimi kaginilmazdir (65). Oklizyon distalindeki arter
sahasindaki kan damarlarinda paCQ- artigi ile higbir degisiklik gérilmeyebildigdi
gibi paradoksal bir kontraksiyon da geligebilmektedir (66).

Otoregulasyon, nérojenik ve metabolik mekanizmalarin etkisi altinda
bulunan myojenik bir refleks olarak dusuni’jlebilir (67).

2.6.3.Kan beyin Dbariyeri degisiklikleri, intrakranial basing
degigiklikleri ve serebral 6dem

Fokal iskeminin olugmasindan hemen sonra kan damarlarinin normal
tonusunu kaybetmesine bagli olarak beyin hacminde ani bir artis ortaya ¢ikar. .
Bunun ardindan ise muhtemelen enerji metabolitlerindeki bir yikimin getirdigi
‘metabolik 6dem’ geligir. Iskemiden sonraki 4-6 saat gibi geg bir dénemde ise
proteiniere kargl olan vaskiller permeabilite degisiklikleri sonucunda ‘iskemik
beyin ddemi’ ortaya ¢ikar.

Iskeminin ilk 3 saati boyunca su ve sodyum igerigindeki artis gri cevheri
etkiler. 12-48 saat sonrasinda ise su retansiyonu ile sodyumun ar‘u§1 beyaz
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cevherde daha egemen bir hal alir (68). Serebral kortekste 12 saatte,
putamende ise 24 saatte maksimal sivi birikimi ortaya cikar. 48 saat sonra,
irreversibl parankimal zedelenmenin aksine, gri cevherdeki su retansiyonunda
ve elektrolit anomalilerinde kismi bir geri dénug ortaya ¢ikabilmektedir. 12-48
saat sonra komsu beyaz cevher alanlari progresif bir su artimi gésterir. Beyaz
cevherdeki sodyum artigi ile potasyum dugisli ancak 48 saat sonra
gdzlenmektedir (69).

Normalde kan beyin bariyerini gegmeyen maddelerin infarkt dokusunda
belirgin bir artig1 s6z konusu olmaktadir. Bu artis MCAQO’dan 4 saat kadar sonra
baglamakta, 4-7 ginde en Ust dlzeye ulagmakta, 20 gine kadar da en
ylOksektedir. Ancak suyun ekstraselltler mesafedeki dagilimi makromolekdillerle
ve diJer maddelerle ayni oranda olmamaktadir. Serum proteinierinin
ekstravazasyonu ile iligkili 6dem, ancak saatler sonra irreversibl doku hasari
olustugunda ortaya ¢ikar. Kalict MCAO dolagimdaki Evans Blue maddesinin 48
saat icinde ekstravazasyonuna neden olurken, en fazla 4 saat sireli bir gegici
MCAOQ yaklasik 2 saatlik bir reperfizyon Saglahdlﬁmda bu maddenin 6zellikle
gri cevherde olmak Gzere ileri derecede eksudasyonuna‘\yol acar. Dolagimdaki
proteinlerin ilk 3 hafta icindeki ekstravazasyonu nekroz sahasinin genigligi ile
iligkilidir. 3. haftadan sonra infarkt boyutu ile baglantili olmaksizin, kan- beyin
bariyeri tekrar olusur (69). MCAO'dan sonraki 6 saat icinde beyin
mikrosirkGlasyonunda albumin ve eritrosit gecisine bir obstriksiyon
gériimemesine kargilik karbon partikillerinin gegisinde bir aksama ‘ortaya
¢ikmaktadir (70).

2.6.4. Histopatolojik degisiklikler

MCAO sonrasinda olusan fokal iskemi sahalarindaki néronal degisiklikler
heterojen bir 6zellik gosterir vé olayin erken evresinde yalnizca spesifik
néronlari ilgilendirir. (71).

Tek arter oklizyonuyla olusturulan fokal serebral iskemi, ilgili arter
alanindaki néronlarda belirgin yapisal degigiklikler olusturur. Nukleoplazma ve
sitoplazmadaki nUkleik asidlerde solukiuk (hayalet ndronlar), perikaryonda
blziisme ve yogunlagsma (karanlik néronlar), nlkleer piknozis, sitoplazmik
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eozinofili (kirmizi néronlar), formaldehid pigmentinin presipitasyonu ve diger
muhtemel degisiklikler ortaya ¢ikar (Tablo 3) (72,73). Bu histolojik bulgular i¢in
‘iskemik hicre degisikligi’ tanimi kullaniimakla birlikte, bdélgesel iskemideki
néronal degisiklikler oldukga degisken ve ayni zamanda nonspesifik oldugu igin’
akut héronal zedelenme’ tanim daha agiklayici olmakta ve sikga
kullaniimaktadir.

MCAOQO'daki kan akimi degisiklikleri striatum bdlgesinde yodun, serebral
kortekste ise 1hmli olarak tanimlanabilir. Bu olay, hemisfer ylzeyinde mevcut
olan zengin kollateral baglantilarin bazal ganglionlarda bulunmayisi ile
aciklanabilir (74).

MCAO sonrasinda striatum ve insular kortekste ortaya ¢ikan morfolojik
degisiklikler i¢in baglica iki tanimlamada bulunmak mamkundgr.

Bunlardan ilki, siklikla bazal ganglioniarda gérllen ve néronlari, glial
htcreleri, vaskuler elemanlari igeren ‘komplet nekroz'dur.

Ikincisi ise siklikla kortekste gériilen ve genellikle néronlarla sinirli kalan
‘selektif nekroz'dur (75). |

Benzer bigimde, geligsim halinde olan bir serebral infarktta iki ayri doku
cevabi alani tanimlanmustir. Iiki santral yerlegimli olan ve kan akiminin en diigiik
dizeyde bulundugu ‘diffiiz koagulasyon nekrozu'dur. Ikincisi ise periferik
yerlegimli olan, kan akiminin bir dereceye kadar saglanabildigi, astrositlerdeki
reaktif degiskliklerle kapiller proliferasyon ve inflamatuar hicrelerin varlidiyla
karakterize bir bélgedir (76).

Néronal degisikliklere ek olarak , fokal serebral iskemide sinaptik sisme,
astrositer genigleme, ekstrasellller mesafede artis ile muhtemel bir aksonal
genigleme de ortaya ¢ikabilir. Multipl damar oklizyonu ile gegici iskemi yaratilan
sican beyinlerinde astrositlerin boyutlarinda ve sayilarinda artis oldugunu
bildiren yayinlar da mevcuttur (72,76).
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Tablo 3. Sican beyninde fokal serebral iskemi sonrast meydana gelen
hacresel degisiklikler (73).

Iskemi Néoron Astrosit | Mikroglia | Notrofil Makrofaj Vaskiiler
Sonrasi Hucreler
Zaman
30 dakika Blizigme Sisme:GFAP(+)
Hucrelerde
dejenerasyon
1 Saat Sigme; Permeabilite
Vakoulizasyon; artig!
Kromatin birikmesi
6 Saat Infarkt Endotelial Fokal
gevresinde Hucrelerin nekroz
GFAP () adezyonu;
hiicre artigt Beyin
infiltrasyonu
baslanglél
12 saat Aksonal sisme; Iskemik ‘
Kirmizi néron;; bélgede
Stoplazmik ve aktivasyon
nlikleer disintegrasyon;
mitokondrial yoguniuk
1 Gln Hayalet Beyin
hticreler infiltrasyonu
baglangici
23 Glin Hayalet néronlar Beyin Endotelial ve
infitrasyonu diiz kas
maksimum hiicre
proliferasyonu
Kapiller
tomurcukianm
formasyonu.
45 Gon Uzak
béige
aktivasyonu
7 Gln Gliozis odags; Beyin
Glial skar infitrasyonu
maksimum
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2.6.4.1. iskemik N&ronal Degisiklikler

Kirino ve Tamura'ya gére iskemik néronal degisiklikler dért evrede
incelenmektedir.

1. Evre: Perikaryada vakoullerin gérildiigtu mikrovakoulasyon dénemidir.
Mikrovakouller oval veya yuvarlak bazofilik sitoplazma ile ayriimis bosluklardir,
perikaryon’da geligiglzel dadiimislardir, siklikla dentritierde géralirier. NUkleus
normal veya hafif kUgUimis olup nukieolus normal gérinUmdedir. Hucre
buytklaginde belirgin farklilik gézlenmez. Mikrovakoullerin ¢oduniugu sismis
mitokondrialardir. Bu g¢aligmalardan c¢ikabilecek sonug mitokondrialarin
iskemiye en duyarli hicre organelleri oldugudur. Solunum ve oksidatif
fosforilasyondan sorumlu enzim kompleksleri mitokondria iginde yer aldi§indan
bu organellerin oksijen beslenmesinin iskemi ve hipoksi ile kesintiye
ugramasina ¢zellikle hassas olmasi dogaldir. Kombine igik mikroskobik ve
elektron mikroskobik c¢alismada mikrovakoullerin ¢ogunlugunun §i§mi§
mitokondria oldudu ve hasarli néronlarin sigmis astrositik uzantilarla cevrili
oldugu gbsterilmig (77,78,79).

2. Evre: Hucrenin daralarak nikleusun kenara itilip koyu boyandig:
iskemik hicre degisiklikleri dénemidir. Bu evrede genis néronlar siser,
sitoplazma hiperkromatize olur, nukleus Gggenlesir, nukleolus bazen gérilebilir.
Kugtk néronlarda sitoplazma koyu boyanir, nukleus ve nukleolus secilemez
(77,78).

3. Evre: Hicre gévdesi ¢evresinde bosluklarin olustugu iskemik hiicre
degisiklikleri dénemidir.

4. Evre: Hicre degisikligi homojenize olarak néron pargalanir ve tam
olarak absorbe olarak néronal fagositoz ile sonlanir (79).

2.6.4.2, iskemik Astrositer Degisiklikler:

Astrositlerin iskemiye yaniti néronlarin yanitina oldukga benzerlik
gosterir. Ancak iskemiden sonra 7 gun gegtiginde ortamdaki piramidal
néronlarin baytk ¢oguniugu yikima ugradi§i halde astrositler blylk oranda aktif
olarak yagamlarini sUrdUrmektedirler. Bu gb6zlemler iskemide néron ve
astrositlerin hiicresel duizeyde yanitlarinin farkli mekanizmalar ile gergeklestigini
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ve hatta belki de astrositlerin iskemiye dayanikliliginin ndronlara gére daha
fazla oldugunu dastndCrebilir.

Do6rt damar oklizyonu ve 30 dakika sonunda reperfizyonu yontemi ile
erken astrositer degisiklikler géralar.

40 dakika sonunda astrosit nukleuslar hafifce geniglemis ve soluktur,
sitoplazma ve proksimal uzantilar genigler, elektron mikroskobik incelemede
mitokondriler oldudu anlasilan gubuk seklinde cisimler gérilar. Iskemik
néronlarin ¢evresindeki astrositik uzantilar sismis géranar. Reaktif astrositler
sadece iskemik néron degisikliklerinin oldugu alanlarda gdzlenir, gevre beyaz
cevherde gérulmez.

3 saat sonra astrosit sitoplazmasi daha da geniglemis, mitokondria sayisi
artmig, ntkleus daha buyum0§ ve soluklagmig gért‘]lt]r, cift nukleus ve mitotik
figurler ortaya gikar (80).

Okluzyondan 2.5 saat sonra, astrositik uzantilar oOzellikle perikapiller
alandan santrifugal bir sekilde yayilip, kapillerden uzak alanlara yayilir.

12 saat sonra, endotel hicrelerinin gigm_esi ve kapiller duvar nekrozu
baglar. Bir¢ok kapiller Iumeninde polimorf ntveli |6kositler (PMNL) géﬁ]lﬂr.

18 saat sonra, perivaskller sisme; endotel hiicre nekrozu ve bazal
membranin bulaniklagmasi daha belirgindir. PMNL’ler kapillerin disinda da
gériimeye baglar.

24 saat sonra, bazi kapillerde ileri nekroz digerlerinde ilimli degisiklikler
gorilar. Birinci grupta sitoplazmik organellerin yaygin degigikliklerine karsin
endotelial siki baglantilar korunur.

48 saat sonra, ekstravaskiler mesafede yaygin sivi birikimi, endotel
htcrelerinde mitokondrial sisme, nikleer kromatinin kenara itilmesi ortaya ¢ikar.

3 gun sonra, sivi ekstravazasyonuna kargin édemin oldugu sahalarda
normal ultrastriktar gérilebilir.

Ikinci hafta, birgok kapillerde ileri nekroz, duvarlarinda fenestrasyonlar
goralar (81).

Merkezi sinir sisteminde iskemi, cerrahi travma gibi durumlarda ortaya
¢ikan reaktif astrositler hipertrofik hiicre gévdesi, geniglemis nlkleus, artmig
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sitoplazmik lifler igerirler ve bir stre sonunda grantl seklinde parcalanarak yok
olurlar (klasmatodentrozis) (82).

GFAP dlial liflerin ana proteinidir. Fibriler glia beynin hasara verdi§i glial
yanittir. Astroglianin isaretlenmesi GFAP’nin immunohistokimyasal baglanmasi
ile kolaylasmigtir. GFAP en 6nemli klinik uygulamasini astroglial htcrelerin
ayriminda bulmustur (83,84).

GFAP’de artmig yapim degisik patolojilere astrositlerin maturasyon ile
yanitinin géstergesidir (85).

Immunohistokimyasal boyama teknikleri gunimizin en sik kullanilan
tekniklerinden birisi olmugtur. Tum immunohistokimyasal tetkiklerde temel
madde antikordur. Incelenilmek istenilen doku antijeninin geligtirilmisg olan
antikor yardimi ile isaretlenilmesi prensibine dayanan GFAP boyanmasinda
GFAP doku antijenidir ve hazirlanilan antikor ile igaretlenmektedir.

2.6.5. Biyokimyasal ve Metabolik Degisiklikler:

Fokal iskeminin erken devresinde, bélgesel kan akimindaki dugtse bagh
olarak, metabolik yanitiarda belirgin degigi‘klik‘ler ‘ortaya ¢ikar. Daha geg
devrede, iskemik ve iskemik olmayan bdlgeler arasinda keskin bir metabolik Ve
hemodinamik sinir gelisir (86). ’

MCAO’dan sonraki ilk bir saat stresince laktat, pirtivat, AMP ve ADP gibi
beyin metabolitlerindeki .degigiklikler ilgili arter kanlanma sahasnyla sinurli kalir.

Ancak bu degisikliklerin derecesinin veya dadiliminin hangi dizeyde
olacagl hakkinda énceden herhangi bir tahminde bulunmak mimkin degildir
(87). Oklizyondan sonraki 2-4 saat icinde ise olayin reperflizyon ile geriye
dénusimi mimkanddr. Bu dénemde ATP dizeyi tedrici olarak normalin %
20’sine kadar digmekte ve buna laktat dlizeyindeki tedrici artig eslik etmektedir.
Bélgesel kan akimi ile laktat dlzeyleri arasindaki korelasyon, fokal serebral
iskemide otoregulasyon kaybi ile ortaya ¢ikan ‘luxury perfusion’ (Iiks perflizyon)
durumunun laktik asid birikimi sonucu oldugunu desteklemektedir. Okllizyon
sonrasinda oksijenin kullanimi belirgin bir bicimde azalmakta ve otoregilasyon
kaybolmaktadir. Ancak oldukga uzun bir sire sonrasinda otoregilasyonun
tekrar dtizelmesi umulabilir (88).
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Arteriyel okllzyondan yaklasik iki saat sonra beyindeki lipide bagh
katyonlarda ani bir dusts gézlenmigtir. Plazma membran disfonksiyonundan
sorumlu nedenlerden birisi de bu olabilir (89).

Okltuzyondan yaklagik 3 séat sonrasinda ise c-AMP degisiklikleri ortaya
¢tkar (90).

iskemi fizyopatolojisinde biokimyasal degisiklikler iki fazda incelenir:

Faz 1.: Iskeminin baglamasi ile ortaya gikar. EEG’de 6nce kisa bir artig
ve ardindan uyariimig yanitlarla EEG'nin birlikte kaybolmasi. Bu islevsel kayiba
ekstrasellUler ana iyonlarin konsantrasyonlarinda ilimli degisiklikler eglik eder,
H* iyonundaki artis beyin asidifikasyonunun géstergesidir.

Komplet serebral iskemide bu fazin slresi beyindeki depo ylksek enerijili
substratlarin yiuksek dlizeyi ile veya beynin fonksiyonel aktivitesindeki veya
serebral metabolizma hizinda yavaglama ile orantili olarak uzayabilir (91,92).

Iskeminin bu déneminde ortaya ¢ikan degisiklikier genellikle reversibldir.
Bu dénem kisa surdigu durumda kalici nérolojik defisite yol agmaz. EEG
aktivitesinin baslangigtaki birka¢ saniyelik artigt invitro anokside gdzlenen kisa
klichk depolarizasyona kargilik gelir. Bu ¢ok kisa sureli, EEG ve Uyariimis Yanit
(UY) kaybindan hemen 6nce, spike aktivitesi kaybolup sinaptik iletim islemez
duruma geldiginde ortaya g¢ikan aktivite artiginin kékeni heniiz net olarak ortaya
konulamamigtir (92).

iskeminin hemen baslangicindan sonra serebral korteksin ekstrasellular
mesafesinde H* iyonunun hizl bir artigi gortlar. Bu hiicresel mikrogevredeki -
asidifikasyonun nedeni intraselliler mesafedeki laktik asid artigini tamponlamak
amaci ile HCOgs'deki artiga sekonder doku CO;' sinin artmasidir. Ancak bir diger
géris ise intraselliler Hi diuzenleyen Na'/H* ve HCO5/CI” degisiminin aktive
olmasina bagl H* ve HCO3'Un hiicre membranindan gegmesi sonucunda erken
ekstrasellUler asidifikasyon ortaya ¢ikti§i seklindedir (92-94).

iskeminin erken dénemi ekstraselliler K* ve Ca™ aktivitesindeki artis ile
birlikte seyreder. K"daki artis ATP’ye bagdimh Na'/K* pompasinin progressif
bozulmasina ve hiicre membraninin artmigs K' permeabilitesine baglh ortaya
cikar.
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Ca*™daki artig ise Ca”™ un htcre disina gikigindaki artis ve intraselltler
depolardan Ca™ salinmina baghdir. Bunlarin diginda Na® ve CI" normal
sinirlarda korunur. In vitro elektrofizyolojik caligsmalar erken fonksiyonel kaybin
artmis K* iletimine bagli ortaya ¢ikan néronal hiperpolarizasyona eslik ettigini
g6stermektedir (92).

Normal durumiarda intraselltler serbest Ca*™ ekstraselliler mesafeden
birkag kat daha azdir. Bu denge normal sartlarda hGcre membraninin Ca*"a
impermeabl olmas:.ile saglanabilmektedir.

Faz 2. Iskemi siddetli ve uzun ise dakikalar iginde hiicre membrani
yoluyla iyonlarn iki yonlu yer degistirmesi ortaya c¢ikar. Bu garpici iyonik sift
genellikle elektrofizyolojik olarak anoksik depolarizasyon seklinde yansir ve
ikinci fazin bagladiini gésterir.

Diger degisikliklerin yani sira énemli olarak intraselitiler serbest Ca™*
dlzeyinin uzun strmesi ise irreversibl hiicre harabiyetine yol agar (93,95).

Anoksik depolarizasyon agamasinda hiicre membran permeabili{esinde
artig ortaya ¢ikar ve transmembran iyonik dengeler hizla bozularak hiicre
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sismesi meydana gelir. Bu sirada Ca*"un hiicre igine girmesinin yani sira K”un
hiicre digina Na* veCl“un hiicre igine géci de gérilir. Buna eslik eden asit ve
baz egde@erlerinin de sifti sonucu anoksik depolarizasyonun ani negatif sifti
déneminde HCOs'de gegcici artig gbzlenir (92).

Anoksik depolarizasyon K* diizeyinin 12 meq/l diizeyine yikselmesi ile
tetiklenir. Ancak son bilgiler ekstrasellller glutamat’in da rolGne deginmektedir.

Yukaridaki bilgiler 1si§inda g¢ikarabildidimiz en &6nemli sonu¢ enerji
yoksunluguna eslik eden eksitasyonun Ca'™daki artisin en blylk nedeni
oldugudur.

iskemik kaskadin (olaylar zinciri) hiicresel diizeyde aciklamasi 6nemlidir.
(Sekil-4) (96). Néronal diizeyde hiicresel islev bozuklugunun ortaya gikmasinda
ve nekrozun baglangicinda Na/K pompasinda yetersizlik, néronal membranin
depolarizasyonu, eksitatdér nérotransmitterlerin salinimi ve kalsiyum kanallarinin
actim  rol oynamaktadir. Kalsiyumun hiicre icine girmesiyle néronal
metabolizma ve normal fonksiyonlarda zarar olugmaktadir. Kalsiyum néron igine
girince, cesitli voltaj duyarli ve reseptdrle iligkili kanallar aktive olur. N-Metil-D
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Aspartat (NMDA), eksitatér nérotransmitterler (glutamat ve glisin), bu
kanallardan kalsiyumun daha fazla hicre igine girmesini saglar. Bu farkl
sureglerle uzamig néronal 6lUm ortaya gikabilir (97).
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Sekil 4. Akut iskemik inmenin patofizyolojisinde rol oynayan
mekanizmalarin gematik gésterimi(96).

iskemik hiicre zedelenmesinin esas olarak U¢ tur 6lime yol achidi
bilinmektedir. Bazi hicreler eksitatoksik sisme, osmotik par¢alanma ve nekroz
ile fokal iskeminin baglangic asamalarinda &larken, bir kismi apoptoz ile daha
yavas olarak 6lmekte, diger bir kisim hiicrede apoptoz ve nekroz kombinasyonu
bir 6lim yolu izlenmektedir. Néronal nekrozun Klasik morfolojik bulgusu, erken
hucresel gisme ve takiben plazma ve niikleer membran butinlagundn kaybi ve
daha sonra ortaya g¢ikan htcresel fragmantasyondur. Apoptozda ise nlkleer
buiziime, kromatin dbeklenmesi, ntkleer segmentasyon ve apoptotik cisimcikler
gorulmektedir. Apoptozun biyokimyasal gostergeleri olan DNA fragmantasyonu,
kaspaz-1, kaspaz-3 aktivasyonu ve Bax/ Bcl-2 oraninda artig iskemik
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hicrelerde tesbit edilmigtir. Kaspaz adi verilen proteolitik enzimler apoptotik
hicre 6limUnan gergeklesmesinde dnemli rol oynarlar (96).

2.6.6.Serbest Yag Asitlerindeki degigiklikler:

Beynin serbest yag asitleri (FFA) ve eicasanoid yapimi oksijenin normal
olduju durumda son derece azdir. Iskemiden kisa bir sire sonra FFA ve
aragidonik asit de belirgin artig ortaya ¢ikar. ilyonik pompanin bozulmasi
membran fosfolipidlerine bagh olan kalsiyuma bagl fosfolipaziardan aragidonik
asid saliveriimesine yol agar. Enerji gerektiren bir islem olan FFA’larin agil
koenzim A’ya dbénasimi gergeklesemez. Reperflizyonda ise artmis oksijen
konsantrasyonu nedeni ile poliansatire ya§ asidleri (PUFA)larin
peroksidasyonu ve radikal formasyonu kolaylagir (Bu asamanin ilag ile
engellenmesinde E vitamini gibi antioksidanlar kullanilir). Goértlduga gibi
normoksi durumunda bir denge halinde seyreden beynin antioksidan ve serbest
radikal olusumunun engéllenmesi mekanizmasi pbst-iskemik réperfﬂzyon
déneminde yetersiz kalir. Bu hiperperfuzyon dénemindeki aragidonik asidin
siklooksijenaz Urtinleri olan I6kotrien, lipid pe\roksit}lerin“ olu§umu vazokonstriktér
etkiye sahip olan bu maddeler aracih§! ile hipoperfiizyona yol agar (98).

Aragidonik asidin lipooksijenaz metébolitleri olan Ibkotrienler &dem
geli§mesihde etkilidir. Haris, Black, Hoff I[6kotrienlerin iskemide O6demi
arttirdigini gostermislerdir (99).

Ayni uzunluktaki inkomplet bir iskémi kompiet iskemiye oranla daha agir
seyreder. Meyers bunun nedeninin oksijenlenmenin devam etmesine karsin
enerjiden yoksun kalan dokudaki serbest radikal hasarina ve dokunun
glukozlanmasi nedeniyle ortaya ¢ikan asidozise baglamistir. Nishigaya (1991)
resirkllasyonun etkilerini incelemis ve iskemi sonrasi oksijen soku sonucu
mitokondrial solunum zincirinin ¢alisamamas! nedeniyle serbest radikallerin
olugarak édemi arttirdiklarim géstermigtir (100).

2.7. Deneysel Serebral iskemi Modelleri

Serebral iskeminin klinik pratikteki 6nemi, cesitli bigimlerde deneysel
iskemi modellerinin gelistiriimesine yol agmistir (101,102). Deneysel iskemi
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calismalarindaki amag, insandaki iskemik inme sendromuna benzer bir modelin
geligtiriimesidir. BSylesi bir modelin tagimasi gereken &zellikler agagidaki gibi
siralanabilir;

I. Olusacak olan infarktin yerlesimi ile boyutlarinin énceden tahmin
edilebimesi.

2. [nfarkt gelisme olasili§inin ylksek olmast,

3. Modelin olugturulmasi sirasinda beyine olan mudahalenin en aza
indiriimesi,

4. Beyin (zerinde herhangi bir cerrahi iglemin olmamasi ya da néral
atmosfer ile temasindan kaginiimast (103),

5. 86z konusu modelin farkli hayvan tlrlerinde de uygulanabilmesi
(104,105),

6. Anestezi veriimemis deneklere de uygulanabilirligi (106,107),

7. In vivo perfiizyon ve fiksasyon mimkin olabilmesi (108),

8. Modelin standart ve tekrarlanabilen ézellikte 'olmasu.

Belirtilen bu amaglara uygun bigimde yapilmig olan caligmalar, literatlrde
herhangi bir iskemi modelinin de§i§ik‘ modifikasyonlarini  kargimiza
gikarmaktadir. -

Fizyolojik kontrolli ve standart in vivo hayvan modellerinin geli$tirilmesi
serebral iskeminin fizyopatolojisi ile tedavisi konusundaki sistemik galigmalarin
yaratilebilmesi agisindan bir zorunluluktur (109)! Bunun nedenlerif

a) Insandaki iskemik inme sendromunun, ortaya koydugu bulgular ve
anatomik lokalizasyoniari itibariyla bir takim degigkenlikler gééterebilmesi,

b) Histopatolojik, biyokimyasal ve fizyolojik incelemelerin siklikla invaziv
cerrahi girisimleri ve beyin dokusuna direkt bir miidahaleyi gerektirmesi,

c) Iskemik olaylarin olduk¢a erken devresinde ortaya c¢ikan bulgularin
sadece laboratuvar hayvanlarinda incelenebilmesi,

d) iskeminin temelinde yatan anormal perfiizyon olayinin incelenebilmesi
icin gerekli vaskuler yapinin, doku kesitleri yadé néronal-glial htcre kultarleri
gibi modellerden elde edilmesinin olanaksizlidi,

Sican gibi kigUk laboratuar hayvanlarinda nérolojik defisitlerin
degerlendiriimesindeki glglukler ve insan iskemik inme sendromunda sik olarak
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g6rilmeyen solunum degisiklikleri ile konvilziyonlarin ortaya c¢ikabilmesi bir
dezavantaj olusturabilir. Bununia birlikte, diglk maliyete sahip olmasi, hayvan
agirlidiyla orantili olarak maliyeti artan histopatolojik incelemelerde sagladi§
avantaj, tarler arasinda nispeten homojeniteye sahip olmasi, in vivo fiksasyon
proseddrlerine iyi uyum saglayan kugtk beyin hacmi, insanlara oldukga yakin
serebrovaskiler anatomi ile fizyolojiye sahip olmasi gibi birgcok avantajlarn
nedeniyle sicanlar deneysel iskemi modellerinin olugturulmasinda oldukga
yaygin kullanim alani bulmustur (102,110).

2.7.1.Siganlarda Fokal Serebral iskemi Modelleri
Sicanlarda serebral iskemi reperfizyona agik ya da kapal bir bigimde
geligtirilebilir ve lokalize pannekroz veya infarkt ile sonuglanir Fokal serebral
iskemi modelleri gsunlardir (111):
a- MCA okltzyonu ve varyantiar
b- Spontan hipertansif sicanda inme modeli
c-Fotokimyasal fokal serebral tromboz
d-Cesitli serebral emboli ve tromboz modelleri
-Kan pihtisi ile embolizasyon
-Mikrosfer embolizasyonu
-Fotokimyasal yolla baglatilan tromboemboli
-Araknoidat ile olugturulan tromboz
En yaygin olarak kullanilan ybntem tek bir serebral damarin oklGzyonu ile
fokal iskemi olusturulmasidir. Secilen damar ise ¢oduniukila MCA olmaktadir
(64).
ideal olan durum, infarkt modelinin intakt bir kraniumda geligtiriimesi
suretiyle intrakranial basing degigklikleriyle 6dem ve serebral kan akiminin
olmasi gereken patolojik deJerler disgina gekiimemesidir (105,109,112).

2.7.2. Sigan Serebrovaskiiler Anatomisi (118,119)

Sican serebral vaskiler anatomisi insandakine ¢ok benzer.Her bir
serebral hemisferi besleyen anterior, medial ve posterior serebral arterler
mevcuttur. Bunlar proksimalden distale dogru olmak Uizere bazal perforan dallar
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ile kortikal dallar verirler. Sigcanlarda bu G¢ arterin tim{ de internal karotid
arterlerden orijin alirlar. Ancak bir azigos anterior serebral arter ve sag-sol
posterior komminikan arterler yoluyla modifiye bir Willis poligonu séz
konusudur (Sekil 5).

MCA olfaktor traktis izerinden disari dogru uzandiktan sonra hemisferin
lateral yUzeyini besleyen biyik dallar vermektedir. MCA orijiniyle olfaktdr
traktls dis kenari arasindaki segmentten kaudat-putamen kompleksinin arka
béliminl besleyen medial perforan dallar ile lentik(lostriat dallar aynilir.
Olfaktor traktiisti besleyen arter dallari ise oldukga degiskendir, MCA proksimal
segmentinden ¢ikabildigi gibi nadiren internal karotid arterden de cikabilir.

Kaudat-putamen kompleksinin 6n dig b6limi MCA'nin lateral striat
dallar tarafindan beslenirken medial b6élim ise anterior serebral arterden gelen
Heubner arterinden kaynaklanmaktadir (120).

Offaktor traktus lateral kenari boyunca uzanan rhinal fisstirde rhinal ven
seyretmekte olup, MCA’dan dnce ve arkaya dogru ayrilan birer rhinal arter bu
vene eslik eder.

MCA’nin olfaktor traktus distalindeki segmenti ise olduk¢a degigken
kortikal dallari verir. Bunlarin baglicalan piriform ve temporal arter dallari ile
MCA bifurkasyonu ile ortaya gikan frontal ve parietal arter dallaridir.
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MCA bifurkasyonu genellikle hemisfer lateral ylizinde 6n arka dogrultuda
seyreden ve inferior serebral ven adini alan vaskuler yapinin Gzerinde yer alir.

2.8.iskemik inmede Noroprotektif Tedavi

Fokal beyin hasarini engellemek icin uygulanan néroprotektif tedavi
iskemi sonucu geligen hicresel, biyokimyasal ve metabolik hasar engellemeye
yoneliktir (121).

Noroprotektif tedavinin esas amaci yetersiz kan akimi sirasinda olugan
doku hasarint minimuma indirmektir. Néronal iskemiyi takiben ortama salinan
glutamat, NMDA, AMPA (alfa-amino-3-hidroksi-5-metilizoksazol-4-propionat) .ve‘
kainat reseptérieri (izerinden etki ederek hucre igerisine kalsiyum ve sodyum
girisine yol agmakta ve néronal hicre hasarina katkida bulunmaktadir. Laktik
asit birikimi, zink, serbest radikaller, NMDA reseptdrierinde defosforilasyon,
NMDA reseptdr aktivitesinin kalsiyum-kalmodulin aktivitesiyle azaltilarak AMPA
ve kainat reseptdr aktivitelerinin 6n plana glkh1a51 iskemi sonrasi gbrilen
olaylardir. Eksitotoksisiteye ek olarak apoptoz da néronal hicre hasarinda rol
oynamaktadir (122).

MCAQO'dan 1-2 saat sonra veya éncesinde NMDA antagonistleﬁ verildigi
zaman infarkt hacmini %50 oraninda azaltmasi, muhtemelen depolariZasyoha
badl kalsiyumun hticre igine akimini engellemesiyle olmaktadir. AMPA reseptor
blokerleri buylk oranda umut vericidir. En son bazi modellerde , birkag kalsiyum
antagonisti benzer iyilestirici etkiyi olugturmustur. Bunun yolu da perflzyonu
sadlanabilen penumbranin, kan akiminin dizeltiimesiyle olasidir (47).

Dimetiltiyolre ve allopurindl gibi serbest radikal tagiyicilar, kalici
MCAO'nu takiben infarkt gcapini azaltir ve muhtemelen reperflizyonla hareket
halindeki reaksiyon takiminin bazilarint engeller. $ekillenen serbest radikaller
icin olasi bir ta$|y101 endotelyal hlcrelerdir, uzun iskemik periyodu boyunca
serbest radikallere bagli doku hasari, reperflizyon sonrasinda olugabilmektedir.
Kanitlar PAF (Platelet Aktive edici Faktér)'in, [6kosit ve plateletlerin inflamatuar
reaksiyonlarda oynadi§i role benzer bir iglevi oldugu yénindedir, boylelikle
mikrosirktlasyonun tehlike altina girmesine yol agmaktadir. Siklooksijenaz ve
lipooksijenaz metabolitleri, gegici 6nbeyin iskemisinde vaskller ve sellller
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degisikliklere zorluyor fakat bu yollarin blokerlerinin boigesel iskemide dnemli
olup olmadi§ina dair yeteri kadar veri yoktur.

Akut iskemik inmede denenmis veya denenmekte olan dider
néroprotektif ajanlar: Glutamat antagonistieri, kalsiyum kanal antagonistleri,
sodyum kanal antagonistleri, glisin antagonistleri, serbest radikal gidériciler ve
antagonistleri, gangliozidler, membran stabilize edici ajanlar, anti-inflamatuar
ajanlar, magnezyum siifat, opioid antagonistleri GABA agonistleri, potasyum
kanal modulatérieri ve Epo’dir (122).

2.9. Eritropoietin (Epoetin)

Bir glikoprotein hormon olan (molekil adirlig 36 kilodalton ) bu maddenin
erigkinlerde %90'1 bobrekte ve % 10'u karacigerde Gretilir. Geligmekte olan
fétusta ise esas olarak karacigerde yapilir. Kemik ili§inde projenitér hiicrelerin
fonksiyonel eritroblastiara farklilagmasini  stimtle eder. Kronik bébrek
yetmezlidi, boébrek eritropoetin Uretimini azaltarak bdbrek hastaligi anemisine
neden olur. Rekombinant DNA teknolojisi ile Gretilen Epo paiérlanmnghr; ilag
olarak jenerik adi epoetin'dir. ‘

Epo’in eliminasyonu yavastir (ortalama yarilanma émrQi 4.5-11 saat) Oral
alimi yoktur (123).

Epoetin (rekombinant insan eritropoetini) alfa ve epoetin betanin klinik
etkililigi benzerdir. Epoetin beta ayrica dustk dodum agirlikli preterm
bebekierde aneminin éntne gegil'mesi amaciyla kullanilir (124).

Epo sinir sisteminde varligi ve ntdroprotektif‘etkisi son yillarda gésterilmis
olan hematopoetik bir sitokin hormondur (125).

Epo ve reseptéri hem merkezi, hem de periferik sinir sisteminde
bulunmakta ve hipoksi gibi uyaranlarla ekspresyonlari artmaktadir
(125,126,127).

Degisik in vitro calismalarda (128,129) degisik néron gruplarinda
nérotrofik etkisi ve ¢esitli hasar modellerinde in vitro koruyucu etkisi gésteriimis
olan Epo'in, in vivo inme néroinflamasyon, beyin travmasi, subaraknoid
kanama, deneysel epilepsi ve parkinsonizm gibi deneysel modellerde de
néronlar koruyucu etkisi belirlenmigtir (130-135).
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Epo'in néroprotektif etkisinin mekanizmalari kesin belli degildir. Hicre
canlih@ini arttirici sinyalleri module edici, (126,135,136,137) anti-apoptotik
(135,138), anti-oksidan (135), anti-inflamatuvar (135) ve kalsiyum (139,140) ve
glutamat metabolizmalari (129,138) lzerine module edici etkileri néroprotektif
etkisine aracilik ediyor olabilir. SSS'i néronlarinda Epo reseptérlerinin varligi
tanimlanmigtir ve astrositlerin Epo Gretidi tespit edilmistir. Epo, kaltarl yapilmig
néronlarda, N-Metil-D-Aspartat ve glutamat toksisitesinden korudugu
gézlemlenmistir (129). Yapilan aragtirmalar in vivo kosullarda Epo’in néronlar
iskemi kaynakli hlicre &luminden korudugu saptanmistir (129). Noéron
kiltarlerinde, mevecut Epo, hiicre igi artan Ca™ konsantrasyonunu baskilayarak
nitrik oksit (NO) kaynakli hicre éliminden kurtarir (141). Epo bu koruyucu
etkisini, serbest radikalleri azaltarak ya da diger toksisiteleri antagonize ederek
ortaya cikarabilir (142).

Epo 6zellikle perinatal asfiksinin muhtemel tedavisi yaninda , yetigkin ve
gocuklarda MSS'deki gesitli duzensizliklerin tedavisinde yeni bir yaklagim
saglamaktadir. Epo; | |

1-Glutamat toksisitesini azaltmak

2-Néronal antiapopitotik faktériin Uretimihi tetiklemek

3-Iinflamasyonu azaltmak

4-Nitrik Oksitten kaynaklanan yaralanmalari azaltmak

5-Direk antioksidan etkileri nedeniyle muhtemelen gelismekte olan ve
hasarli beyinlerde ndrotrofik ve néroprotektif etki gésterir (127).

39



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Sig¢anlannin Hazirlanmasi:

Bu galisma igin Dicle Universitesi Deneysel Calisma Etik Kurulundan
11.12.2003 ve B.30.2.DIC.0.00.70.02/224 no'lu say! ile onay alind..
Calismada agirliklan 300-350 gram arasinda dedisen her iki cinsten
Spraque-Dawley irki deney siganlari kullanildi.

Deney siganlari kontrol grubu ve ila¢ grubu olarak iki gruba ayrildi.
Caligmaya nérolojik ve sistemik yénden normal ve saglikli olan hayvanlar
alindi. Prosediir 6ncesinde hayvanlarin su ve diyetinde kisitlamaya gidilmedi.
Cerrahi girisim &ncesinde anestezik madde olarak ketamine hidroklorid
intraperitoneal yoldan 90 mg/kg dozunda uygulandi, yeterli anestezi
saglanamayan siganlara ek doz verildi. Ayrica bronsial sekresyonu azaltmak
amaclyla atropin siilfat 40 mikrogram dozunda serum fizyolojik iginde
sulandirlarak intramuskuler yoldan verildi (138). Sag femoral ven 24 numara
anjiocut ile kanulize edildi.

3.1.1. Cerrahi Girigim

Tum denekler igin sag yaridan girisimde bulunuldu. Sag MCA Zea
Longa ve arkadaslarinin tanimladigi intraluminal flament metodu kullantlarak
2 saatlijine oklide edildi (139,140). Yetér[i anestezi saglanmis olan
hayvanda, sad boyun bélgesi trag edildikten sonra sirtistl pozisyon verilerek
tesbit edildi (Sekil 6)(141).

Sekil 6. Servikal deri insizyon basglangici ve cerrahi  alan

lokalizasyonu
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Kisaca, mikroskop altinda, sad a.Karotis Kommunis orta boyun
eksizyonu ile ortaya ¢ikarildi.(Sekil 7) (141)

Sekil 7. Sag karotid arterin sematik yapisi: ECA: Eksternal Karotid
. Arter, CCA: Kommon Karotid Arter, ICA: Intenal Karotid Arter, Dm: Digastrik
Kas, Oa: Oksipital Arter, Sa: Superior Tiroid Arter, Om: Omohyoid Kas, Sm:
Sternomastoid Kas, Pa: Pterigopalatin Arter, Hn:Hipoglossal Sinir, Ma:
Maksiller Arter, La:Lingual Arter

Eksternal karotid arter (ECA) ile internal karotid arter (ICA) ortaya
¢ikarildi, ilk olarak eksternal karotid arterden ¢ikan oksipital dal bipolar koter
yardimiyla koterize edilip kanlanmasi iptal edildi. Sonra sirasiyla eksternal
karotid arterden g¢ikan, stperior tiroidal arter bipolar koter ile terminal lingual
ve maksiller arterler ise 5/0 ipek ile baglanarak iptal edildi ve béylece ECA
serbestlestiriimis oldu. ICA ortaya ¢ikarilip m_ikrodiseksiyonla komsulugunda
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seyreden vagal sinir izole edildi. ICA’in kranium disindan ayrlan dali,
pterigopalatinal arter, ¢evresindeki yumusak dokulardan siyrildiktan sonra
5/0 ipek ile baglanip iptal edildi (Sekil 8) (141).

Sekil 8. Boyunda arteryel anatbmi‘ §émas1. Boyun derisi
insizyonundan sonra, sol kommon karotid arter (CCA) ve eksternal karotid
arter (ECA), internal karotid arter (ICA) ve onlarin dallari orféya glkmlgtlr.
PPA: Pterigopalatin arter, OA: okSipital arter, S‘TA: superior tiroid arter.

ECA’in hemen karotid arter bifurkaéyonundan ayrildigt yerden,
etrafina 4/0 ipek gevsek olarak baglandi. 4 cm’lik 3/0 monoflaman naylon
sitlr proksimal ECA'dan gegirilerek [CA'e girildi. Oradan hayvanin agirhgina
gore degismekle birlikte ICA bifurkasyonundan itibbaren MCA'ya 19-20 mm
ilerletildi (Sekil 9,10) (141). 3/0 monoflaman naylon kullaniimadan énce poly-
L-lysine solisyonundan gegirildi, ucu s ile kiintlestirildi ve 60 derece isida
bir saat boyunca Isitilip yumusatildi. ' Poly-L-Lysine ile kaplama
prosediriiniin infarkt ve iskemi hacmini arttirdiyi daha &6nce yapilan
galigmalarda gosterilmistir (138,140,142). MCAO’dan 2 saat sonra siganlarin
intraluminal siturd dikkatlice geri gekildi, ECA’dan kanamayi engellemek igin
4/0 ipek ile baglandi ve bipolar ile koterize edildi (138-140,142). Takiben
boyun insizyonu ipek keskin siitir ile kapatildi. Islem sirasinda élen siganlar
calisma disi birakildi.
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Sekil 9. :Naylon sitlrin kesilmis eksternal karotid arterden(ECA)

internal karotid artere gecirilmesi isleminin gematik gosterilmesi

Sekil 10. Iskemi siresince naylon sitiiriin pozisyonunun sematik
gériniimt. MCA'nin basglangici sutur tarafindan oklide ediliyor. ACA:
Anterior serebral arter. PCA: Posterior serebral arter, ACom A: Anterior
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kommunikan arter, PComA: Posterior kommunikan arter, BA: Basiller arter,
ICA: Internal karotid arter, VA: Vertebral arter.

3.2. Klinik Takip ,

Her iki gruptaki hayvanlar MCAO’dan 6énce , MCAQ’dan sonra 24, 48
ve 72. saatlerde 3 giin boyunca takip edildi ve giinlik olarak degerlendirildi.

Klinik degerlendirmede, birincisi Bederson ve arkadaslarinin
geligtirdigi hayvanlarin kuyruklarindan asilirken st vlcut postiriinin
muayenesine dayanan postural refleks testi, ikincisi; De Ruck ve
arkadaslarinin gelistirdigi, gérme, dokunma, proprioseptif uyarilarina verilen
yanitin 6n ekstremite asma testi ile butlinlestirilip sensorimotor muayenesine
dayanan on ekstremite asma testidir. Norolojik fonksiyonlar 0-12 puan
arasindaki skalada derecelendirildi. Hayvanlar standart nérodavranigsal
testler kullanilarak degerlendirildi (138-140,142,143).

TABLO 4. MCAO'lu Siganlarin Nérolojik Degerlendirme Skorlan:

Normal Skor | Defisit

Postural Refleks (sallama testi) 0 2

Yer testi (her yan igin yapilir)

Goézle Izlem -

One dogru yurime -

o

Yana dogru yirime

Dokunma Testi

- ~ Hayvan ayaginin dorsal ylizii

Hayvan ayaginin lateral yiz{i

Proprioseptif test

o O O ©

Toplam Skor 12
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3.3.Deneysel Gruplar

Hayvanlar iki gruba ayrild:

1. Grup (Kontrol Grubu): 15 sicana izotonik sollisyon 5 cc/kg,
MCAQ'dan 2 saat sonra femoral venden 3 dakikada gidecek sekilde verildi.

2. Grup (llag Grubu): 15 sicana 5000 tnite/kg Eritropoietin
(recombinant-Human-Erithropoietin (r-Hu-Epo) ), MCAO'dan 2 saat sonra
intraperitoneal olarak uygulandi. (Neorecormen® 5000 [U hazir enjektor
formu)

3.4. Infarktin Degerlendirilmesi

3.4.1. Anatomopatolojik inceleme

Hayvanlar tedaviden 3 giin sonra sakrifiye edildi. Beyinler, %40’k
formaldehit, glacial asetik asid, metanol (1:1:8 oraninda) kangimi ile perfiize
fikse edildi (138,140,142). Yizeyel infarkt alani makroskobik 6leim igin
dorsalden ve sa§ lateralden beyin fotograflari gekilip bilgisayar ortamina
aktarildi. Sogutulmus beyinlerden optik kiazma seviyesinde 2 mm
kalinhiginda koronal kesitler alindi. Kesit yerlerinin séptanmasmda sigan
ndroanatomi atlasinda gésterilen Craigie (1925) tarafindan yapilmis olan
gizimler ile De Groot (1959) tarafindan tanimlanmig olan koordinatlardan
yararlanildi (140) (Sekil 11). Kesitler 37 derecede, karanlikta 30 dakika %
1'lik 2,3,5 Triphenyl Tetrazolium Chlorid (TTC) boyasi iginde bekletildi. % 1lik
TTC boyasi, pH 7.4 olan fosfat tamponu kullanilarak hazirlandi. TTC boyasi,
infarkt alanlarinda tutulmayip soluk ve beyaz olarak gériliurken normal
perflize olan kortikal ve derin beyin yapnlah ise TTC ile kirmizi renge
boyandi. Bu prensiplere gére serebrumdan 5, serebellum ve beyin sapindan
ise 3 kesit olusturuldu.

Once kesitlerin makroskobik fotograflari gekildi. Koronal kesit
lezyonlarinin, tim beyine olan oraninin saptanmasinda gerek kortikal,
gerekse derin yerlesimli lezyonlarin maksimum yer kapladi§i 3 no'lu kesitler
kullanildi. Ylzeyel ve koronal kesit infarkt alanlarinin makroskobik
degerlendiriimesinde bilgisayar ortamina aktarilan gériintilerin tzerine
milimetrik 6l¢timlG transparan kagit konularak hesaplama yapildi.
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Hazirlanan kesitler formaldehit igcine konulup tespit edildi. Daha sonra
kesitler parafin bloklar haline  getirilip rostral yizlerinden 3 mikron kalinliginda
histolojik kesitler elde edildi. Bunlar Hematoksilen-Eosin ile boyanarak isik
mikroskobu  altinda  incelemeye alindi.  Infarkt  kriteri  olarak,
mikrovakoullesme, astrositer reaksiyon, glial reaksiyon, édem ve dokuda
¢6zlilme gibi genel bilgiler béliminde s6zl edilen o6zellikler esas alindi.
Lezyonlarin siniflandiriimasinda hafiften-agira dogru artan dereceli sistem
(Evre 1, 2, 3, 4) kullanildi.(77-79)

Sekil 11, Koronal beyin kesitlerinin elde edilmesinde kullanilan referans
noktalari.

3.5. Istatistiksel Analizler

Bu c¢alismanin sonuglarinin degerlendifilmesi nérolojik skor, ylizeyel
lezyon orani, koronal kesit alanlarinda lezyon orani; histopatolojik inceleme
sonucglari derecelendirilerek badimsiz kimeler {zerinde basit klinik
deneylerde kullanilan ortalama, standart sapma, varyasyon katsayisi
istatistiksel parametreleri hesaplanarak yapilidi.
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4. SONUCLAR

4.1. N6érodavranigsal Degerlendirmeler

MCAQO’dan 6nce Epo (r-Hu-Epo) verilen galigma grubu ile kontrol
grubu nérolojik olarak saglikli bulundu (Skor: 0)( Tablo 4). Izotonik ile tedavi
edilen kontrol grubunda, 3 giinlik yasam periyodu boyunca ciddi davranigsal
bozukluklarin devam ettigi ve 24, 48, 72. saatlerde aralarinda anlaml bir
fark olmadi§i saptandi (Tablo 5). 2 saatlik MCAO’dan hemen sonra Epo
verilen siganlar arasinda, izlem stiresi boyunca davranigsal agidan 24, 48 ve
72. saatlerde giderek azalan nérolojik skor saptandi (Tablo 6). Epo verilen
sigan grubu, kontrol grubuna kiyasla gtinliik takiplerinde nérolojik skor olarak
Sekil 14 ve 15'de gorildugu gibi yaklagik % 25 oraninda daha iyi bulundu.

Tablo 5. Kontrol (Izotonik) grubunda zamana bagl total nérolojik

skorlar.
Birim

Hayvan No 24.saat | 48.saat | 72.saat | Ortalamasi
1 9 9 9 9 ‘
2 8 8 8 8

3 9 9 9 9

4 7 8 8" 8

5 7 7 7 7

6 6 7 7 7

7 8 8 8 8

8 9 9 9. 9

9 8 8 8 8

10 7 8 8 8

11 9 9 9. 9

12 10 9 9 9

13 8 8 8 8

14 9 8 8 8

15 9 9 9 9

Grup

Ortalamasi 8 8 8 8
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Norolojik Skor

—O—24.saat —@—48.saat —k— 72.saat

1 3 5 7 9 11 13 15
Hayvan No

Sekil 12. Kontrol (Izotonik) grubunda saatlere gére nérodavranigsal

test sonuglar

Tablo 6. lla¢ (Epo) grubunda zamana gére total nérolojik skorlar.

Birim

Hayvan No 24 .saat |48.saat |72.saat |Ortalamasi
1 6 5 5 5

2 5 B 4. 5

3 5 5 5 5

4 5 5 4 5

5 4 4 4 4

6 6 5 5 5

7 5 4 4 4

8 7 6 5 6

9 6 5 4 5
10 6 4 4 5

11 . 6 5 5 5
12 6 5 4 5
13 5 4 4 4
14 6 5 5 5
15 5 5 4 5
Grup

Ortalamasi 6 5 4 5
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Norolojik Skor

O —©—24.saat —@—48.saat —A—72.saat| "]

1 3 5 7 9 11 13 15
Hayvan No

Sekil 13. llag Grubunda Nérolojik skorun saatlere gére degisimi

llac Grubu
O Kontrol Grubu

Norolojik Skor

48. Saat
Zaman
Sekil 14. Kontrol ve ilag grubunda total nérolojik skorlarin saatlere gére
karsilastiriimasi |

12
» 10
4 M
N
X 8-
g
[]
G 6 8-
Z
© )
g 4 o
£ .
o 2 —e— Kontrol Grubu —
0 —o—|lag Grubu
1 3 5 7 9 -1 13 15

Hayvan No

Sekil 15. llag (Epo) ve Kontrol (Izotonik) Grubu Nérolojik Skor
ortalamalarinin kargilastiriimasi
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4.2, Lezyon Alanlarinin Degerlendirilmesi

MCAQO olusturulup izotonik verilen kontrol grubu siganlarin
beyinlerinde ytizeyel lezyon alaninin, toplam yuzeyel beyin alanina (Sekil 16
a,b) orani ortalamasi % 26.1 oraninda bulunmustur (Tablo 7). Oysa MCAO
olugturulup Epo verilen ilag grubu sicanlarin beyinlerinde yiizeyel lezyon
alaninin, toplam ytizeyel beyin alanina (Sekil 16 ¢,d) orani ortalamasi % 14.4
olarak saptandi (Tablo 8). Béylece Epo verilen ilag grubunda ytizeyel lezyon
alaninda, izotonik verilen kontrol grubuna gére yaklasik % 45 oraninda
diizelme saglandi (Sekil 19). MCAO olusturulup izotonik verilen kontrol grubu
sicanlarin beyin koronal kesit lezyon alamhln, tim koronal kesit alanina
(Sekil17) orant ortalamas! % 11.6 olarak saptandi (Tablo 9). Oysa MCAO
olusturulup Epo verilen ila¢ grubu siganlarin beyinlerinde koronal kesit lezyon
alaninin, tim koronal kesit alanina (Sekil 18) orani ortalamasi % 5.7 olarak
saptandi (Tablo 10). Béylece Epo verilen ilag grubunda koronal kesit lezyon
alaninda, izotonik verilen kontrol grubuna gére yaklasik %51 oraninda
diizelme saglandi (Sekil 20).

Yapilan histopatolojik incelemede kontrol grubunda evre 2-3 iskemik
néronal degisiklikler yodun olarak gérulirken, Epo grubunda evre 1-2
iskemik néronal degisiklikler yogun olarak izlenmistir (Sekil 21,22, Tablo 11).
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Sekil1é . a) Kontrol (izotonik) grubunun yiizeyel lezyonun dorsal

gorintimii. &) Kontrol (Izotonik)) grubu yizeyel lezyonun sag lateralden

gbrimimil. ) llag (Eritropoietin) grubunda  yizeyel lezyonun dorsal

gérimiimii. o) Hag (Eritropoietin) grubunda ylizeye! beyin lezyonunun sag

i

lateralden gdriinlmi
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Tablo 7. Kontrol (izotonik) Grubunda beyin yiizeyindeki lezyonlarin

alanlari, toplam alan ve yiizde orani

Toplam Yiizey Alani Lezyon Yiizey Alani Lezyon Orani
Hayvan No 2 2

(mm®) (mm°?) (%)
1 160 42 26.3
2 162 50 30.8
3 156 35 22.4
4 154 28 18.2
(53 165 45 27.3
6 160 50 31,3
7 153 34 222
8 166 55 33.1
9 156 32 20.5
10 155 34 219
11 165 48 29.1
12 158 38 24.1
18 155 36 232
14 163 50 S0
15 161 48 29.8
Ortalama 159.3 41.7 26.1

Tablo 8. llag (Epo) Grubunda beyin yiizeyindeki lezyonlarin alanlari,

toplam alan ve ytizde orani

Toplam Yiizey Alani Lezyon Yiizey Alani Lezyon Oram
Hayvan No 5 e

(mm?) (mm’) (%)
1 154 21 13.6
2 162 23 14.2
3 149 26 17.4
4 156 25 16.0
5 160 22 13.8
6 157 25 16.9
g 163 16 9.8
8 160 23 14.4
9 154 18 11.7
10 1562 21 13.8
14 161 30 18.6
12 156 19 12.2
13 155 23 14.8
14 158 22 13.9
15 166 27 16.3
Ortalama 156.9 227 14.4
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Yiizeyel Lezyon Orani (%
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| ! ) L

Kontrol Grubu

ilag Grubu

Sekil 19. Kontrol ve ila¢ grubunda ylizey alanlarin karsilastiriimasi

Tablo 9. Kontrol (Izotonik) grubunda koronal beyin kesitlerinde lezyon

alani, toplam alan ve ylizde orani.

Hayvan No Toplam Kesit | Lezyon Kesit | Lezyon
Alani Alani Orani
(mm2) (mm2) (%)
1 114 13 11.4
2 110 il 10.0
3 123 22 17.9
4 116 11 9.6
5 Al 16 14.3
6 120 15 12:5
T4 124 18 14.5
8 113 12 10.6
9 116 11 9.5
10 118 15 12.7
11 122 13 10.6
12 115 8 6.9
13 109 13 11.9
14 120 10 8.3
15 118 15 1207
Ortalama 116.6 13.5 11.6
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Tablo 10. llag (Epo) grubunda koronal beyin kesitlerinde lezyon alani,
toplam alan ve yuizde orani

Hayvan No Toplam Kesit Alani | Lezyon Kesit Alani | Lezyon Orani
(mm2) (mm2) (%)
1 117 7 59
2 109 9 8.3
3 115 6 52
4 113 T 6.2
5 107 5 4.7
6 120 i 9.2
0 125 8 6.4
8 116 8 4.3
9 109 6 5.5
10 121 6 4.9
11 112 5 4.5
12 126 6 4.8
13 111 i 6.3
14 118 5 4.2
15 109 6 5.5
Ortalama 1162 6.6 57
14
S 12
E 10 PR S 0 I S e T L .
o B UMY 3¢+ 20%<* 23 TS UUU OO OSSO UUROURESOONt
- 8
- R . S
9
o AT
n
o 2
X
0 T

Kontrol Grubu ilag Grubu

Sekil 20. Kontrol ve llag grubunda koronal kesit lezyon oranlarinin
kargilastirimasi
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4.3. Histopatolojik Degerlendirme

Yapilan histopatolojik incelemede Eritropoietin verilen ilag grubundz
Evre 1-2 iskemik néronal degisiklikler (Sekil2Ll b,c) sik olarak izlenirken
kontrol grubunda Evre 2-3 iskemik néronal degisiklikler(Sekil 21:2,d) sik

olarak izlendi Sonug olarak Eritropoietin verilen ilag grubunda histopatolojik

olarak da belirgin diizelme saglandi.((Tablo 8, Sekil 22)

Sekil2t . a) Normal bir beyin histopatolojik gériintiisti, &) llag
grubunda sik olarak gérilen Evre 1 iskemik degisikiikler: Perikaryada
vakoullerin  garidagin mikrovakoulasyon dénemi. ¢) Konirol (izotonik)
grubunda sik ilag grubunda nadir gdrilen Evre 2 histopatolojik degisikiikler:
Hucrenin daralarak nikleusun kenara itilip koyu boyandigr iskemik hiicre
degisiklikleri donemi. d) Kontrol (izotonik) grubunda sik, ilag grubunda nadir
olarak gérillen Evre 3 histopatolojik degisikiikler: Hiicre gévdesi gevresinde
bosgluklarin olustugu inkustrasyon ve iskemik hiicre degisiklikleri dénemidir.



Tablo 11.

gorilme sikhgr.

Kontrol ve
Frekans
Evre -
Kontrol llag
Grubu Grubu
1 0 10
2 11
3 4
4

ilag grubunda histopatolojik gériintimlerin

Frekans
(o]

E Kontrol
Ollag

Evre

Sekil 22. Kontrol ve llag gruplarinda histopatolojik evrelerin gériilme

sikhgdi.

Tablo12. Yapilan deneylerin ortalama, standart sapma ve varyasyon

katsayilarinin toplu sonuglan

Nérolojik Skor LezyonYiizey Orani Lezyon Kesit Orani
I:t:: ;:'ek;:' Kontrol llag Kontrol llag Kontrol llag
Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
Ortalama 8 5 26.1 14.4 11.6 S
Standart Sapma 0.8 0.5 4.6 2.2 24 1.4
Varyasyon Katsayisi 10 10 17.6 15.6 23.5 24.9

87




5.TARTISMA

Bu galismada siganlarda intraluminal sutur kullanilarak olusturulan 2
saatlik gecici MCAQ'da okliizyon stiresinin ve Epo'in verilis saatinin nérolojik
fonksiyonlara ve infarkt alanina olan etkileri degerlendirilerek Epo’in
noéroprotektif etkinligi arastinildi. Epo verilen sigan grubu, kontrol grubuna
kiyasla guinlik takiplerinde nérolojik skor olarak yaklasik % 25 oraninda daha
iyi bulundu. 2 saatlik gecici MCAO’dan sonra verilen Epo'in infarkt alanini
yaklasik % 50 oraninda azalttigl, histopatolojik incelemede iskemik hiicre
degisikliklerinde izotonik verilen kontrol grubuna gére duzelme oldudu
saptand.

izotonik ile tedavi edilen kontrol grubunda, 3 giinlitk yagsam periyodu
boyunca ciddi davranigsal bozukluklarin devam ettidi; nérolojik fonksiyonda
24, 48 ve 72. saatlerde aralarinda anlamli bir fark olmadigi saptandi. 2
saatlik MCAQO'dan sonra Epo verilen siganlar arasinda, izlem suresi boyunca
davranigsal agidan 24, 48 ve 72. saatlerde nérolojik fonksiyonlarda giderek
artan iyilesme saptandi. Epo verilen si¢an grubunda, kontrol grubuna oranla
yizeyel ve koronal kesit lezyon alanlarinda yaklasik % 50 oraninda bir
azalma saptandi. Mikroskobik incelemede ise kontrol grubunda gériilen
vakouler dejenerasyon, niikleusun kenara itilip koyu boyandigi iskemik hiicre
degisikliklerinde belirgin bir diizelme oldugu saptandi.

Epo makroskobik, histolojik ve nérolojik fonksiyonlarda goriilen bu
diizelmeleri muhtemelen glutamat toksisitesini  azaltarak, néronal
antiapopitotik faktériin uretimini tetikleyerek, inflamasyonu azaltarak, nitrik
oksitten kaynaklanan yaralanmalari azaltarak ve direk antioksidan etkileri
nedeniyle hasarli beyinlerde gosterir (122) Epo'in yilksek dozlarinin sistemik
uygulandiginda kan-beyin bariyerini de gectigi kanitlanmistir (126). Bu
hipoteze uygun olarak Epo’in sirkulasyon ile kan-bariyerini gegmesi néron
koruyucu etkisine aracilik ettigini akla getirmektedir.

Yaptigimiz galismada 2 saatlik gegici MCAQ’dan sonra 5000 Unite Epo
intraperitoneal uygulamasi sonrasi infarkt alaninda yaklasik %50 oraninda
azalma saptandi. Yapilan galismalarda kalici MCAO ile birlikte 1 saatlik gegici
karotid arter okliizyonundan 0, 3 ve 6.saat Epo uygulamasinda izotonik
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uygulamasina kiyasla Epo'in infarkt hacmini % 50-75 oraninda azalttig
saptanmisti (126,156). Lezyon alanlarinda olusan farklarin okliizyon siiresinin
ve oklizyon sonrasi Epo uygulanma saatinin farkliigindan kaynaklandig
dustindlebilir. Inme, kortikal travma ve otoimmiin ensefalitten kaynaklanan
iskemik beyin hasari primer néron kayiplarindan ve inflamatuar tepkilerden
olugur. Epo her iki iglemi zayiflatir (126,150). Epo deneysel inmeden sonraki
néronlar igin agikga antiapopitotik olmasina ragmen hala Epo reseptériinii
(Epo-R) direkt olarak modiile edip etmedigi bilinmemektedir. (Glia, mikroglia
ve diger inflamatuar hucreleri.) Bu deneylerde, Epo’in (5000 IU/kg) astrosit
aktivasyonunu, MCAO ile olusturulan infarkt alaninda, 16kosit ve mikroglialarin
gbguni belirgin olarak azalttigi gosterilmis. Buna ek olarak, iskemi sonucu
tretilen proinflamatuar sitokinler; tlimor nekrozis faktér, interlokin-6 ve
monosit kemotaktik protein 1 konsantrasyonu rh-Epo verilmesi sonrasi %
50'den fazla oranda azalmistir. Néronal segici toksin trimetiltin’(TMT) e maruz
birakilan néronal-glial ko-kiltirler i¢in de benzer sonuglar bulunmus. Fakat
Epo néronal homogenatlara maruz birakilan astrosit kiiltirleri tarafindan
retilen sitokinleri inhibe edememis veya insan periferik kan mononiikleer
hiicreleri, sigan glial hiicreleri ve beynin lipopolisakkaride yanitini
diizenleyemedigi saptanmis. Bu bulgular Epo’'in direkt Epo-R yoluyla
inflamatuar hucreleri etkilemesinden ¢ok néronal 6lumi azaltarak iskemi etkili
inflamasyonu hafiflettigini dustindartr (150). MCA ile beslenen frontal korteks
bélgesinde izotonik uygulamali iskemik siganlardan elde edilen beyin kesitleri
aktive edilmis glial hiicreler bol miktarda toplandi. (GFAP imminoreaktivite
tarafindan degerlendirildigi gibi.) Bunun tersi olarak Epo tedavisinden sonra
reaktif glialar belirgin olarak azaldi. Reaktif glialar hemen nekrotik merkeze
komsu sinirl belirli bir kortikal bélge i¢inde gézlendi (150). Bu mekanizmalarla
epo’in lezyon alaninda azalma gésterebilecegi dustintilmektedir.

Bu calismamizda si¢anlarda Epo'in MCAO baslangicindan 2 saat
sonra intraperitoneal uygulanmasi ile penumbrada hiicresel (histolojik) hasari
6nledigi gosterildi. Yapilan in vivo ve in vitro galismalarda Epo'in iskemi ve
hipoksi sonucu indiiklenen néronal apopitozisin inhibitérii oldugu kanitlanmis.

Bu bulgular kinaz fosforilasyon calismasiyla, spesifik inhibitér kullanilarak

59



yasam yolunun Epo tarafindan aktive oldugu seklindeki calismayla
desteklenmistir  (130). Bu antiapopitotik &nlemler (kaspaz inhibitérleri,
antiapopitotik gen expresyonu Bcl 2) invivo modellerde serebral iskemiden
korur(151-153). Birgok néronun MCAO baslangicindan 3 saat sonra, gok
azinda ise 6 saat sonra verilen Epo tarafindan tekrar yenilendigi saptanmistir
(154) .Bu gozlemler sinir hiicreleri tarafindan apopitozisin aktivasyonunda
gozlenen gecikme ile tutarlidir. Boylece bu modelde pek ok néronun
iskeminin baglangicindan sonra saatlerce canli kaldi§i ve bu zaman
stresince  saglanan antiapopitotik tedavi ile kendini yenileyebildigi
gosterilmistir

Glutamat, intraseliller Ca*? konsantrasyonu artisina neden olarak
glutamat—Ca colmudilin kompleks artisi ile nitrik oksit sentezini aktive eder ve
boylelikle nitrik okside bagl hiicre igi glutamat toksisitesine aracilik eder. in
vivo sartlarda nitrik oksit sentez inhibitérlerinin intra-serebroventrikiiler
infizyonu iskemik hipokampal néronlari korudugu, néronal nitrik oksit
sentezindeki azalmanin beyin iskemisine kargi dayanikhligi artirdig
gosterilmistir (144-148). Mevcut caligmalarla Epo’in de nitrik oksit tretimini
azaltarak ndéron hasarini énledigi tespit edilmistir. Epo’in platelet biyiime
faktori gibi, néronlarda bulunan stiperoksit dismutaz, glutation peroksidaz ve
katalaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirdigi gosterilmistir (149).

Kaspaz inhibitérleri  tarafindan  apopitozisin  bloke edilmesi
inflamasyonu ve inflamatuar sitokinin indiiksiyonunu 6nler ve sigan
modellerinde serebral iskemiden koruyucu etkileri vardir (155). Reperfiizyon
hipereksitabilitesi azaltilabilir. Ctinkii Epo’in néronal eksitabiliteyi direkt olarak
etkiledigi gorilmistir. Benzer sekilde Epo noronal nekrozisi de sinirlar (130)
Sonug olarak veriler Epo’in oksijen, nutrisyon, growth faktér eksikligi
tarafindan tetiklenen néronal apopitozisi 6nledigi gosterilmistir. Bu da Epo’in
ayni zamanda hormonu sirkiile edici oldugu sonucunu ortaya koymustur.
Boylelikle sistemik ve lokal sistemler arasinda meydana gelen gegis icin bir
potansiyel mevcuttur(130).

Insanlarda hedeflenen klinik olgular kalici infarkt alanlarindan cok,
gegici ve kurtarilabilir iskemik alanlardir Oklide MCA'in reperfiizyonuna izin
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vermesi nedeniyle intraluminal sutur kullanilarak MCAO ile bolgesel serebral
iskemi olugturma yéntemi bu yénden avantajli bir yéntem olarak kabul
edilebilir. (139). Akut iskemik inmede néronal harabiyet, iskemik bolgenin
merkezinde dakikalar iginde gelisir. Néroprotektif tedavi ile iskemik gekirdegin
genislemesi énlenerek, iskemik penumbranin kurtariimasi amaclanmaktadir.
Penumbra bélgesinin erken reperfiizyonu ile oksijen, glukoz ve néroprotektif
ajanlarin iskemik dokuya ulasmasi ve bdylece reperfiizyona bagl hasarin
6nlenerek penumbranin kurtariimasi s6z konusu olabilir(121).

Son yillarda néroprotektif ilaglarla yapilan preklinik calismalar hiz
kazanmis ve oldukga Gmit veren sonuglar elde edilmistir(116). Ancak
deneysel calismalardan elde edilen sonuglarin aynisinin veya benzerinin
kolayca insanlarda uygulanamayacagi elestirileri biyik oranda haklligini
korumaktadir. Sonug olarak yaptigimiz galismada Epo'in  nérolojik
fonksiyonlari diizeltmesi, makroskobik ve mikroskobik lezyonlarda diizelme
sagladigi g6z 6niine alindiginda bu tiir ve benzeri galismalar desteklenir ve
arttinlirsa insanlarda serebral iskemik olaylarda bu tir ilaglarin yakin bir

zamanda kullanilabilecegi dustincesini tagimaktayiz.
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6.0ZET

Epo, akut ve kronik merkezi sinir sistemi hastaliklarinin deneysel
modellerinde tedavi edici etkinligi gésterilmis bir sitokin-hormondur. Epo,sinir
sisteminin  gelisimi, korunmasi ve onarimi sireglerinde 6nemli rol
oynamaktadir. Cok sayida in vitro ve in vivo calisma ile Epo ve Epo
reseptoriintin sinir sisteminde ve néronal hiicrelerde bulundugu saptanmistir.
Epo'in gesitli hiicre kiiltiiri ve deneysel hayvan modellerinde néroprotektif
etkinligi gosterilmistir.

Galismamizda siganlarda intraluminal sutur kullanarak 2 saatlik gegici
MCAO olusturduk. Gegici MCAO'dan sonra siganlara Epo ve izotonik
uygulayarak nérolojik fonksiyon, makroskobik ve mikroskobik lezyon
alanlarini karsilagtirarak Epo’in néroprotektif etkinligini arastirdik.

Epo ile tedavi edilen siganlarin nérolojik fonksiyonlarini kontrol
grubuna oranla yaklasik % 25 oraninda daha iyi saptadik. Makroskobik
olarak lezyon alaninda yaklasik %50 oraninda azalma saptadik. Mikroskobik
olarak kontrol grubunda gériilen iskemik hiicre degisikliklerinde belirgin bir
diizelme oldugunu saptadik.

Bu bulgular Epo'in gesitli norolojik hastaliklarin tedavisinde klinik

uygulama olanagi bulabilecegini dustindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel Serebral Iskemi, Eritropoietin.
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7.SUMMARY

Erythropoietin (Epo) is a cytokine-hormone that has been shown to be
therapeutic in experimental models of acut and chronic central nervous
system disorders. Epo has an important factor on the growth, protection and
recovery process of nervous system. In many in vivo and in vitro studies. It
has been determined that Epo and Epo receptors was found to be in
nervous system. It has been shown that Epo has a neuroprotective effect on
various cell culture and experimental animal models.

In this study, by using intraluminal sutur, the rats has been exposed to
transient MCAO for two hours. After transient MCAO, Epo and Salin has
been used and then by the evaluation of macroscopic and microscopic lesion
field and neurological functions we have investigated the neuroprotective
effect of Epo.

The neurologic function of Epo treated rats was found to be better
about %25 than the control groups. We have macroscobically found about
%50 reduction in infarct field. We microscobically observed a recovery in
ischemia cell changes of Epo treated rats in comparison with salin treated
rats.

This findings are suggesting that Epo can find a clinical application in

treatment of neurological disorders.

Key words: Experimental Ischemic Brain, Erithropoietine.

63



8.KAYNAKLAR
1. Special report from the National Instute of Neurological Disorders and Stroke.
Classification of cerebrovascular disease lll. Stroke 1990; 21: 637-676
2. Wolf PA, D'Agastino. Epidemiology of stroke. In: Barnett HJM, Mohr JP, Stein BM, Yatsu
FM (eds), Stroke: Pathophysiology, diagnosis and management. Churchill Livingstone, New
York 1998. pp3-28
3. Choi DW:Cerebral hypoxia:Some new approaches and unanswered questions. J
Neurosciences 1990;10:2493-2501.
4. Siesjo BK. Pathophysiology and treatment of focal cerebral ischemia. Part
I:Pathophysiology. J Neurosurg 1992; 77: 169-184.
5. Hatano S. Experience from a multi center stroke register: a preliminary report. Bull World
Health Organ 1976; 54: 541-553
6. WHO MONICA Project Principal Investigators. The World Health Organization MONICA
Project (Monitoring Trends and Determinant in Cardiovascular Diseases): a major
collaboration. J Clin Epidemiol 1988; 41:105-114
7. Broderick JP, Phillips SJ, O'Fallon WM, et al. Relationship of cardiac disease to stroke
occurenceand mortality. Stroke 1991; 23: 1250-1256.
8. Kurtzke JF, Neuroepidemiology. Ann Neurol 1984; 16:256-277
9. Bamford J, Sandercock P, Dennis M, et al. A prospective study of acute cerebrovascular
disease in the community: The Oxfordshire Community Stroke Project 1981-86:
Methodology, demography and incident cases of first ever stroke . J Neurol Neurosurg
Psychiatry 1988; 51: 1373-1380.
10. Bonita R, Broad JB, Beaglehole R. Changes in stroke incidence and case fatality in
Auckland, New Zealand, 1981 to 1991. Lancet 1993; 342: 1470-1473.
11. Weinberger J. Contemporary Diagnosis and Management of Stroke, 2'nd edition,
Handbooks in Health Care Co; Newtown, Pennsylvania. USA, 2002; p:6-10.
12. Adams RD, Victor M. Principles of Neurology. 5'th edition. McGraw-Hill Book Company,
New York, 1994; 669-779,
13. Brust JCM. Cerebral infarction. In: Rowland LP.ed Merritt's textbook of Neurology. Ninth
edition. Baltimore, William&Wilkins, 1995; pp:246-256.
14. De'Graba TJ, Fisher M, Yatsu FM. Atherogenesis and Strokes. In: Bamett HJP., Mohr
JP., Stein BM., Yatsu FM. Ed. Stroke Pathophysiology, Diagnosis and Management. Second
Edition. New York: Churchill Livingstone, 1992;pp:29-48.
15. Ertekin C. Nérolojide Fizyopatoloji ve Tedavi. Bilgehan Matbaasi, lzmir, 1987: s:627-695
16. Zenbilci N. Sinir Sistemi Hastaliklari Ugtincti baski. Istanbul Tip Fakiiltesi Basimevi 1995;
5:325-358.
17. Edvinson L, Mackenzie ET, McCulloch J. Cerebral Blood Flow and Metabolism. New
York: Raven Pres, 1993; pp 40, 92, 116, 122, 161, 163, 168, 169, 183, 355, 378, 483, 565-
570.

64



18. Greenberg J, Hand P, Sylvestro A, et al. Localized metabolik-flow couple during
functional activity. Acta Neurol Scand 1979; 12-13

19. Lebrun-Grandie, Baron JC, Soussaline F, et al. Coupling betwen regional blood flow and
oxygen utilization in the normal human brain: a study with positron tomography and oxygen.
15. Arch Neurol 1983; 40: 230-236.

20. Tuor Ul, Kelly PAT, Tatemato K, et al. Neuropeptid Y and the cerebral circulation. In:
Owman C, Hardebo JE (eds): Neurol Regulation of brain Circulation Amsterda: Elsevier,
1986, pp 333-354

21. Brayden JE: Bevan JA. Acetylcoline and vasoactive intestinal polypeptide in the cerebral
circulation. Histochemichal and biochemical indises of innervation. In: Owman C, Hardebo JE
(eds). Neurol Regulation of brain Circulation Amsterdam: Elsevier 1986; pp 371-381.

22. Seylaz J. Hara H. Pinard E. et al. Effect of stimulation of the sphenopalatine ganglion on
cortical blood flow in the rat. J Cereb Bood Flow Metab 1988; 8:875-878.

23. Faradi FM. Role of nitric oxide in regulation of basiler artery tone in vivo. Am J Physiol
1990; 259;1216-1221

24. Gondsby PJ, Lance JW. Brain stem effects on intra-and extracerebral circulations.
Relation to migraine and cluster headache. In: Olesen J, Edvinsson L (eds) : Basic
Mechanisms of Headache. Amsterdam: elsevier 1988; pp 413-427.

25. Sakas DE, Moskowitz MA, Buzzi MG, et al. Trigeminovasculer fibers increase blood
flowing cortical gray matter by axon reflex-like mechanisms. J. Cereb Blood Flow Metab
1989; 9:831.

26. Furchgott Rf. Role of endothelium in responses of vasculer smooth muscle. Circ Res
1983; 53:557-573

27. Olesen J. Quantitative evaluation of normal and pathologic cerebral blood flow regulation
to perfusion pressure changes in man. Arch Neurol 1973; 143-149.

28. Raper AJ, Kontos Ha, Patterson JL. Jr.Response of pial precapillary vessels to changes
in arterial carbondioxide tension. Circ Res 1971; 28:518-523.

29. Wahl M, Deetjen P, Thurau K, et al. Micropuncture evaluation of the importance of
perivascular pH for the diameter on the brain surface. Pleguers Arch 1970; 316: 152-163.

30. Dacey RG Jr, Duling BR. Effect of norepinephrine on penetrating arterioles of rat cerebral
cortex. Am J Physiol 1984;246: H 380-385.

31. Shalit MN, Reinmuth OM, Shimojyo S,et al. Carbon dioxide and cerebral circulatory
control. 3. The effects of brain stem lesions. Arch Neurol 1967;17:342-353.

32. ladecola C. Does nitric oxide mediate the increase in cerebral blood flow elicited by
hypercapnia? Proc Natl Acad Sci USA 1992; 89:3913-3916.

33. Wood JH, Kee DB Jr. Hemorheology of the cerebral circulation in stroke. Stroke 1985:
16:765-772.

34. Lansman JB. Endothelial mechanosensors; going with the flow. Nature 1988; 331:481-
482.

65



35. Moneada S, Palmer RMJ, Higgs EA. The discovery of nitric oxide as the endogenous
nitrovascdilator. Hipertension 1988; 12:365-372.

36. Farasi FM. Role of endothelium-derived relaxing factor in cerebral circulation: large
arteries vs. microcirrculation. Am J Physiel 1991; 261; 1038-1042

37. Prado R. Watson BD. Kuluz J. et al. Endothellum-derived nitric oxide synthase inhibition;
effects on cerebral blood flow, pial artery diameter, and vasculer morphology in rats. Stroke
1992; 23: 1118-1124

38. Kozniewska E, Oseka M, Stys T. Effects of endothelium-derived nitric oxide on cerebral
circulation during normoxia and hypoxia in the rat. J Cereb Blood Flow Metab 1992; 12: 311-
317

39. Strandgaard S, Olesen J, Skinbaj E, et al. Autoregulation of brain circulation in severe
arteriel hypertansion. Br Med J 1973; 1:507-510.

40. Goldman MS, Anderson RE, Meyer FB. Effects of intermittent reperfusion during
temporary focal ischemia. J. Neurosurg 1992; 77: 911-916.

41, Jones TH, Morawetz RB, Crowell RM, et al. Thresholds of focal cerebral ischemia in
awake monkeys. J Neurosurg 1981; 54: 773-782.

42, Balkan S. Serebrovaskiler hastaliklar. Glines Kitabevi,Ankara-2002. S:24-35

43. Kogure K, Scheinberg P, Utsunomiya Y, et al. Sequental cerebral biochemical and
physiological events in controlled hypoxemia. Am Neurol 1977; 2: 304-310.

44. Morawetz RB, Crowell RH, DeGirolami U, et al. Regional cerebral blood flow thresholds
during cerebral ischemia. Ped Proc 1979; 38:2493-2494.

45, Morawetz RB, DeGirolami U, Ojemann Rg, et al. Cerebral blood flow determined by
hydrogen clearence during middle cerebral artery occlusion in unanesthetized monkeys.
Stroke 1978; 9: 143-149.

46. Symon L, Pastzor E, Branston Nm. The distribution and density of reduced cerebral blood
flow following acute middle cerebral artery occlusion an experimental study by the technicue
of hydrogen clearence in baboons. Stroke 1974; 5: 355-364.

47. Siesjo BK. Pathophysiology and treatment of focal cerebral ischemia .Part II: Mechanisms
of damage and treatment. J. Neurosurgery 1992; 77: 337-354

48. Bhatti SU, Selman WR, Lust WD, et al. Techniques of neuroprorection. Neurosurg Q,
1991; 1: 197-213.

49. Symon L, Branston NM, Strong AJ. The concepts of thresholds of ischemia in relation to
brain structure and function. Clinical pathology 1977; 36: 557-565.

50. Hossmann KA. Viability thresholds and the penumbra of focal ischemia. Annals of
neurology 1994; 36: 557-565.

51. Ginsberg MD, Pulsinelli WA. The ischemic penumbra, injury thresholds and the
therapeutic window for acute stroke. Ann Neurol. 1994; pp 331-351.

52. Strong AJ, Tomlinson BE, Venables GS, et al. The cortical ischemic penumbra
association with occlusion of the middle cerebral artery in the cat. 2 Studies of histopatology,

66



water content, and in vitro neurotransmitter uptake. J Cereb Blood Flow Metab 1983; 3: 97-
108.

53. Bolander Hg, Persson L, Hillered L, et al. Regional cerebral blood flow and histopatologic
changes after middle cerebral artery occlusion in rats. Stroke 1989; 20: 930-937.

54. Nedergaard M,Vortsrup S ,Astrup J. Cell density in the border zone around old small
human brain infarcts. Stroke 1986;17: 1129-1137.

55. Kaplan B, Briant S, Tanabe J, et al. Temporal thresholds for neocortical infarction in rats
subjected to reversible focal cerebral ischemia. Stroke 1991; 22: 1032-1039.

56. Korthuis RJ, Granger DK, Townsley MI, et al. The role oxygen derived free radicals in
ischemia-induced increases in canine skeletal muscle vasculer permeability. Circ Res
1985;57: 599-609.

57. McCord JM. Oxygen-derived free radicals in postischemic tissue injury. N Engl J Med
1985; 312:159-163.

58. Kontos HA. Oxygen radicals in cerebral vasculer injury. Circ Res 1985; 57: 508-516,.

59. Siesjo BK. Cerebral circulation and metabolism. J Neurosurg 1984; 60: 883-908.

60. Lemasters JJ, DiGuiseppi J, Nieminen AL, et al. Blebbing, free Ca'* and mitochondrial
membrane potentieal preceding cell death in hepatocytes. Nature 1987; 325:78-81,.

61. Shibata S, Hodge CP, Pappius HM. Effect of experimental ischemia in cerebral water and
electrolytes. J Neurosurg 1974; 41: 146-159.

62. Symon L, Branston NM, Strong AJ. Autoregulation in acute focal ischemia. An
experimental study. Stroke 1976; 7: 547-554.

63. Yamaguchi T, Waltz AG, Okazaki H. Hyperemia and ischemia in experimental cerebral
infarctions: Correlation of histopathology and regional blood flow. Neurology 1971; 21: 565-
578.

64. Diaz FG, Ausman JL. Experimental cerebral ischemia. Neurosurgery 1980; 6: 436-445.
65. Fein JM, Boulos R. Local cerebral blood flow in experimental middle cerebral artery
vasospasm. J Neurosurg 1973; 39: 337-346.

66. Waltz AG: Effect of paCO2 on blood flow and microvasculature of ischemic and
nonischemic cerebral cortex. Stroke 1970; 1: 27-37.

67. Ott EO, Abraham AJ, Meyer JS, et al. Disordered cholinergic neurotransmission and
disautoregulation after acute cerebral infarction. Stroke 1975; 6: 172-180.

68. Atanabe O, West Cr, Bremer A. Experimental regional cerebral ischemia in the middle
cerebral artery territory in primates. Part 2: Effects on brain water and electrolytes in the early
phase of MCA stroke. Stroke 1977; 8: 71-76.

69. Bremer AM, Yamada K, West CR. Experimental regional cerebral ischemia in the middle
cerebral artery territory in primates. Part 3: Effects on brain water and electrolyte in the later
phase of acute MCA stroke. Stroke 1978; 9: 387-391.

70. Little JR, Cook A, Cook JA, et al. Microcirculatory obstruction in focal cerebral ischemia:
albumin and erythrocte transit. Stroke 1981; 12: 218-223.

67



71. Garcia JH, Mitchem HL, Briggs L, et al. Transient focal ischemia in subhuman primates:
Neuronal injury as a function of focal cerebral blood flew. J neuropathology Exp Neurol 1983:
42: 44-60.

72. Little JR, Kerr FWL, Sundt TM. Microcirculatory obstruction in focal cerebral ischemia: an
electron microscobic investigation in monkeys. Stroke 1976; 7: 25-30.

73.Walz W. Cerebral Ischemia. Moleculer and Cellular Pathophysiology. 1999; P:7.

74. Kamijyo Y, Garcia JH. Carotid arterial supply of the feline brain. Application to the study
of regional cerebral ischemia. Stroke 1975; 6: 361-369.

75. Marcoux FW, Moawetz RB, Crowell RM, et al. Differantial regional vulnerability in
transient focal cerebral ischemia. Stroke 1982; 13: 339-346.

76. Gotoh O,Asano T, Koide T, et al. Ischemic brain edema following occlusion of middle
cerebral artery in the rat. The time course of the brain water, sodium, and potassium contents
and blood-brain barrier permeability to 1251- albumin. Stroke 1985; 16:101-109.

77. Brierley JB, Brown AW, Meldrum BS. The nature and time course of the neuronal
alterations resulting from oligaemia and hypoglicaemia in the brain macaca mulatta. Brain
Res 1971; 25: 483-499.

78. Brown AW, Brierly JB. The earliest alterations in rat neurones and astrocytes after
anoxia-ischemia. Acta neuropathol 1973; 23: 9-22.

79. Kirino T, Tamura A, Keiji Sano. Selective vulnerability of the hippocampus to ischemia-
reversible and irreversible types of ischemic cell damage Progress of Brain Research; 74-96
80. Petito CK, Babiak T. Early proliferative changes in astrocytes in postischemic non
infarcted rat brain. Ann Neurol 1982; 11: 510-518.

81. Garcia JH, Cox JV, Hudgins WR. Ultrastructure of the microvasculature in experimental
cerebral infarction. Acta Neuropath (Berl) 1971; 18: 273-285.

82. Goldberg WJ, Connor JR, Bemstein JJ. Glial fibrillary acidic protein
immunohistochemistry of spinal cord astrocytes after induction of ischemia or anoxia in
culture. J Neurose Rescarch 1987; 17: 168-175

83. Bignami A, Dahl D, Rueger DC. Glial fibrillary acidic GFA Protein in normal neural cells
and in pathological conditions. In: Federoff S, Hertz L (eds): Advances in cellular
neurobiology Vol 1. Academic Pres New York, 1980; pp 285-310.

84. Zimmer C, Sampaolo S, Sharma HS, et al. Altered glial fibrillary acidic protein
immunoreactivity in rat brain following chronic hypoxia. Neuroscience 1991; 40 (2): 353-361.
85. Eng LF, DeArmond SJ. Glial acidic protein immunocytochemistry in development and
neuropathology. In: Eleventh international congress of anatomy: Glial and neuronal cell
biology, Alan R. Liss Inc, New York 1981; pp 65-79.

86. Hossmann KA. Treatment of experimental cerebral ischemia. J Cereb Blood Flow Metab
1982; 2: 275-297.

87. Ratcheson Ra, Ferrendelli JA. Regional cortical metabolism in focal ischemia. J
Neurosurg 1980; 52: 755-776.

68



88. Halsey JH, Clark LC: Some regional circulatory abnormalities following experimental
cerebral infarction. Neurology 1970; 20: 238-246.

89. Brimberger JAC, Eliasson SG: Experimental ischemia and polyphosphoinositide in
metabolism. Neurology 1970; 20: 357-360,

90. Flamm ES, Demopoulos HB, Seligman ML, et al. Free radicals in cerebral ischemia.
Stroke 1978; 9: 445-447,

91. Astrup J, Siesjé BK, Symon L. Thresholds in cerebral ischemia-the ischemic penumbra.
Stroke 1981; 12: 723-725.

92. Obrenovitch TP, Sarna GS, Symon L. Pharmacology of cerebral ischemia. J. Krieglstein,
H.Oberpichler eds. 1990; 97-112.

93. Siesjo BK. Cell damage in the brain caused by ischemia: An overview. Pharmacology of
cerebral ischemia. J. Krieglstein eds 1986; 3-12.

94. Chesler M, Kraig RP. Astrocytic acidosis in hyperglycemic and complete ischemia. J
cereb Blood Flow Metabol 1990; 10: 104-114.

95. Desphande JK, Siesjo BK, Wieloch T. Calcium accumulation and neural damage in the
rat hippocampus following cerebral ischemia. J Cereb Blood Flow Metabol 1987; 7:89-95.

96. Kumral E. Akut Iskemik [nme. Istanbul. Argos lletisim. S:56-68.

97. Kumral K, Kumral E. Santral Sinir Sisteminin Damar Hastaliklari. Izmir, Ege Universitesi
Basimevi. 1993;165-176.

98. Schror K. Prostoglandins and other fatty acid peroxidation products in cerebral ischemia.
Pharmacology of cerebral ischemia. J. Kricglstein eds. 1986; 199-209.

99. Spetzler RF, Williams F. Ischemic neural lesions in cerebral stroke. Advances in surgery
for cerebral stroke. Proccedings of the international symposium on surgery for cerebral
stroke, Sendai 1987. Springer Verlag 1987; 549-554.

100. Nishigaya K, Yoshida Y, Sasuga M, et al. Effect of recirculation on excacerbation of
ischemic vascular lesions in rat brain. Stroke 1991; 22: 635-642.

101. Katzman R, Clasen R, Klatto I, et al. Report of joint commitee for stroke resources IV.
Brain edema in stroke. Stroke 1977; 8: 512-540,

102. Molinari Gf, Laurent JP. A classification of experimental models of brain ischemia.
Stroke 1976, 7: 14-17.

103. Hudgins WR, Garcia JH. The effect of electrocautery, atmospheric exposure and
surgical retraction on the permeability of the blood-brain barrier. Stroke 1970; 1: 375-380.
104. Kamijyo Y, Garcia JH. Carotid arterial supply of the feline brain. Application to the study
of regional cerebral ischemia. Stroke 1975; 6: 361-369.

105. O'Brien MD, Waltz AG. Transorbital approach for occluding the middle cerebral artery
without craniectomy.Stroke 1973; 4: 201-206.

106. Little JR. Implanted device for middle cerebral artery occlusion in conscious cats. Stroke
1977, 8: 258-260.

69



107. Spetzler RF, Selman WR, Weinsten P, et al. Chronic reversible cerebral ischemia:
Evaluation of a new Baboon model. Neurosurgery 1980; 7: 257-261.

108. Morawetz RB, DeGirolami V, Ojeman RG, et al. Cerebral blood flow determined by
hydrogen clearence during middle cerebral artery occlusion in unanesthetized monkeys.
Stroke 1978; 9: 143-149.

109. Molinari Gf. Why model strokes? (editorial). Stroke 1988; 19: 1195-1197.

110. Garcia JH. Experimental ischemic stroke. A review. Stroke 1984; 15: 5-14.

111. Ginsberg MD, Busto R. Rodent models of cerebral ischemia. Stroke 1989; 20: 1627-
1642.

112. Hayakawa T, Waltz AG. Immediate effects of cerebral ischemia.Stroke 1975; 6:321-327.
113. Tamura A, Graham DI, McCulloch J, et al. Focal cerebral ischemia in the rat: 1.
Description of technique and early neuropathological consequences following middle
cerebral artery occlusion. J Cereb Blood Flow Metab 1981; 1: 53-60.

114. Bederson JB, Pitts LH, Tsuji M, et al. Rat middle cerebral artery occlusion: Evaluation of
the model and development of a neurologic examination. Stroke 1986; 17: 472-476.

115. Osborno KA, Shigeno T, Balansky AM, et al. Quantitative assesment of early brain
damage in a rat model of focal cerebral ischemia. J Neurol-Neurosurg—Psychiatry 1987;50:
402-410.

116. Shigeno T, Teasdale GM, McCulloch J, et al. Recirculation model following MCA
occlusion in rats. J Neurosurgery 1985; 63: 272-277.

117. Chen ST, Hsu CY, Hogan EL, et al. A model of focal cerebral ischemic stroke in the rat:
Reproducible extensive cortical infarction. Stroke 1986; 17: 738-748.

113. Yamori Y, Morie R, Handa H, et al. Pathogenic similarity of stroke in stroke-prone
spontaneuosly hypertensive rats and humans. Stroke 1976; 7: 46-53.

114, Zeman W, Innes JRM (ed). Craigie’s Neuroanatomy of the rat. New York, Academic
Pres 1963.

115. Menzies SA, Hoff JT, Betz AL. Middle cerebral artery occlusion in rats: A neurological
and pathological evaluation of a reproducible model. Neurosuegery 1992; 31: 100-107.

116. Kumral E. Akut Iskemik Inme. Istanbul, Argos lletisim. S: 304-322.

117. Balkan S. Serebrovaskiiler Hastaliklar. Ankara, Guines Kitabevi. 2002; S.278-280.

118. Kayaalp S.0. Rasyonel Tedavi Yontnden Tibbi Farmakoloji. 2. Cilt, Hacettepe Tas
Kitapgilik,Ankara. 2000; S:1601. .

119. Turkiye llag Klavuzu 2001 formdilleri. S: 403-404.

120. Dame C. Juul SE. Christensen RD. The biology of erythropoietin in the central nervous
system and its neurotrophic and neuroprotective potential. Biol Neonate, 2001; 79 (3-4): 228-
235.

121. Campana WM, Myers RR. Erythropoietin and erythropoietin receptors in the peripheral
nervous system: changes after nerve injury. FASEB J. 2001: 15 (10): 1804-1806.

70



122. Juul S, Anderson DK. Li Y, Christensen RD. Erythropoietin and erythropoietin receptor
in the developing human central nervous system. Pediatr Res | 998: 43 (1): 40-49.

123. McGahon AJ. Martin SJ, Bissonnette RP, et al. The end of the (cell) line: methods for
the study of apoptosis in vitro, Schwartz LM, Osborne BA (Ed. ): Methods in Cell Biology, Cell
Death. Academic Press. San Diego, 1995; 46: 150-181.

124. Morishita E. Masuda S. Nagao M., et al. Erythropoietin receptor is expressed in rat
hippocampal and cerebral cortical neurons. and erythropoietin prevents in vitro glutamate-
induced neuronal death. Neuroscience. 1997: 76 (1):105-1 16.

125. Bernaudin M, Marti HH, Roussel S, et al. A potential role for erythropoietin in focal
permanent cerebral ischemia in mice. J Cereb Blood Flow and Metab. 1999; 19 (6): 643-651.
126. Brines ML, Ghezzi P, Keenan S, et al. Erythropoietin crosses the blood-brain barrier to
protect against experimental brain injury. Proc Nutl Acad Sci USA. 2000; 97 (19): 10526-
10531.

127. Calapai G, Marciano MC. Corica F., et al. Erythropoietin protects against brain ischemic
injury by inhibition of nitric oxide fonnation. Eur J Pharmacol 2000; 401 (3): 349-356.

128. Gene S, Kuralay F, Gene K, Akhisaroglu M, et al. Erythropoietin exerts neuroprotection
in 1-methyl-4-phenyl-1,2,3 6-tetrahydropyridine-treated C57/BL mice via increasing nitric
oxide production. Neurosci Lett, 2001; 298 (2):1 39-141.

129. Sadamoto Y, Igase K, Sakanaka M., et al. Erythropoietin prevents place navigation
disability and cortical infarction in rats with permanent occlusion of the middle cerebral artery.
Biochem Biophys Res Commun, 1998; 253 (1 ):26-32.

130. Siren A-L. Fratelli M. Brines M., et al. Erythropoietin prevents neuronal apopitosis after
cerebral ischemia and metabolic stress. Proc Natl Acad Sci USA,2001: 98(7): 4044-4049.
131. Bittorf T, Buchse T, Sasse T, et al. Activation of the transcription factor NF-kB by the
erythropoietin receptor. Scructural requirements and biological significance. Cell Signal 2001:
13(9):673-681.

132. Digicaylioglu M, Lipton SA. Erythropoietin-mediated neuroprotection involves cross-talk
between Jak2 and NF-kappa B signalling cascades. Nature. 2001; 412 (6847):641-647.

133. Sakanaka M, Wen TC, Matsuda S, et al. In vivo evidence that erythropoietin protects
neurons from ischemic damage. Proc Natl Acad Sci USA, 1998; 95 (8):4635-4640.

134. Assandri R, Egger M. Gassmann M., . Erythropoietin modulates intracellular calcium in
human neuroblastoma cell line. J Physiol. 1999: 516: 343-352.

135. Koshimura K, Murakami Y, Sohmiya M, et al. Effect of erythropoietin on neuronal
activity. J Neuroc-hem, 1999; 72 (6): 2565-2572.

136. Buisson, A, Margaill L, Callebert J, et al. 129. G. /Neurochem 1993; 61:690-696.

137. Kawakami M, Sekiguchi M, $ato K, et al. 2001; 276: 39469-39475

138. Ludmila Belayev MD, Yitao Liu MD, Weizhao Zhao PhD; et al. Human albumin therapy
of acute ischemic stroke. Marked neuroprotective efficacy at moderate doses and with
therapeutic window. Stroke 2001; 32; 553-560.

71



139. Eurigue Zea Longa, MD, Philip R., et al. Reversible middle cerebral artery occlusion
without craniectomy in rats. Stroke 20: 84-91.1989.

140. Ludmila Belayev, MD: Ofelin F. Alonso, BS; et al. Middle cerebral artery occlusion in the
rat by intraluminal suture. Neurological and pathological evaluation of an improved model .
Stroke 1996; 27: 1616-1623.

141. Ohnishi ST, Ph.D, Ohnishi T,Ph.D. Central Nervous System Trauma Research
Techniques.P. U.S.A 1995; 132-142.

142. Ludmila Belayev, MD., Raul Buston, B.S., Weizhao Zhao, Ph.D.,et al. Effects of delayed
albumin hemodilution on infarction voliime and brain edema after transient middle cerebral
artery occlusion in rats. J Neurosurg 1997; 87: 595-601.

143. Joshua B, Bederson M.D, Lawrence H, et al. Rat middle cerebral artery occlusion
evaluation of the model and development of a neurologic examination. Stroke 1986; Vol 17.
No 3.

144. J Mark Braughler, P.H.D., Edward D. Hail, Corelation of metyl prednisolon levels in ¢at
spinal cord with ist effects on (Na + K) ATP ase , lipid peroxidation,and alpha motor neuron
fonction J Neurosurg 1982; 56: 838 - 844, Buisson A., Margaill L, Callebert J., Plotkine M. &
Boulu, 129. G. /. Neurochem 1993; 61, 690-696.

145. Caldwell M., O'Neill M., Earley B. & Leonard B. Eur. J. Pharmacol. 1994; 260: 191-
200,enreich S., Rahn K. H. & Zidek W. 1991; 39:259-265.

146. Huang Z., Huang P. L., Panahian N., et al. Science 1994: 265: 1883-1885.

147. Gorio A.;Gokmen N., Erbayraktar S.et al. Rekombinant human erythropoietin
counteracts secondary injury and markedly enhances neurological recovery from
experimental spinal cord travma. Proc. Nat. Acat. Sci. 2002; 999450-9455.

148. Cheng B. & Mattson M. P. Neurosci. 1995; 15: 7095-7104. 88: 205-210.

149. Dame C., Juul S. E. & Christensen R. D. 2001; 79: 228-230.

150. Villa P, Bigini P,T. Mennini T,et al. Erythropoietin Selectively Attenuates Cytokine
Production and Inflammation in Cerebral Ischemia by Targeting Neuronal Apoptosis.The
Journal of Experimental Medicine 2003; Volume 198: Number 6,971-975.

151. Gillardon F., Kiprianova I., Sandkuhler J., et al. M..Neuroscience 1999; 93: 1219-1222.
152. Cheng Y., Deshmukh M., D'Costa A, et al. J. Clin. Invest. 1998; 101:1992~1999.

153. Martinou J. C., Dubois-Dauphin M., Staple J. K., et al. Neuron 1994; 13: 1017-1030.
154. Savitz S.I. & Rosenbaum D. M. Neurosurgery 1998; 42: 555-574.

155. Rabuffetti M., Sciorati C., Tarozzo G. et al. J. Neurosci. 2000; 20, 4398-4404.

156. Cerami A, Brines ML, Ghezzi P, et al. Effects of epoetin alfa on the central nervous
system. Semin Oncol. 2001 Apr; 28: 66-70




