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Ozet

Can, B. Deneysel Serebral Iskemi-Reperfiizyon Modelinde Mannitol ve
Conivaptan Tedavisinin Beyin Odemi ve Noroinflamasyon Uzerindeki
Etkilerinin Karsilastirllmasi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Programi, Doktora Tezi, Eskisehir, 2017.

Amacg ve Kapsam: Serebral kan akisinin kritik esik degerin altina dismesi ile
ortaya cikan beyin iskemisi sirasinda ve reperflizyon slrecinde meydana gelen
hicresel ve metabolik degisiklikler, beyinde geri ddndlrilemeyen fonksiyon
bozukluklarina neden olmaktadir. Bu sireg, Kan Beyin Bariyeri yikimi ve artan
beyin 6demi ile daha da komplike hale gelmektedir. Buna eslik eden Antidilretik
hormon salgilanmasindaki artis, beyin hasarini ve 6demini siddetlendirmektedir.
Bu nedenle, beyin édemi inme hastalarinda en yikici komplikasyonlardan biridir.
Beyin su icerigi ylzdesindeki kiglk azalmalar dahi prognoza olumlu yonde etki
goOsterebilir. Bu bakimdan, 6zellikle akut evrede, 6demi kontrol altina alabilmek,
beyin dokusunun ileri dlzey hasarlardan korunmasinda ve iyi klinik sonlanim
bakimindan baylUk bir 6nem tasimaktadir. Bu calismada, beyin édemi olusumu
icin uygun bir serebral iskemi-reperfiizyon modeli olusturularak; ditretik bir ajan
olan Mannitol'in ve akuaretik bir ADH reseptér antagonisti olan Conivaptan'in,
post-iskemik beyin hasari, noéroinflamasyon ve beyin ddemi olusumu Uzerine
akut donemdeki etkileri arasindaki farklihidin arastiriimasi amaglandi.

Gereg ve Yontem: Calismada 58 adet Sprague Dawley sican kullanildi. Kontrol
(n=10), Iskemi/Reperfiizyon (n=12), Mannitol Tedavi (n=12), Conivaptan
Tedavi-1 (n=12) ve Conivaptan Tedavi-2 (n=12) olmak Uzere bes grup
olusturuldu. Kontrol haricindeki tim gruplarda, bilateral a.carotis communis 30
dakika sureyle klemplendi. Reperfuizyon ile birlikte, juguler venden ilgili gruplara
30 dakika slreyle Serum fizyolojik, Conivaptan ve Mannitol tedavisi uygulandi.
Tedavi etkisi, reperflUzyondan 6 saat sonra alinan kan ve beyin dokusu
orneklerinde biyokimyasal ve histolojik analizler yardimiyla degerlendirildi. Serum
orneklerinde Na*, K*, CI', antiditretik hormon, progranulin, Tumér nekroz faktér
alfa, Interlokin-15, Interlékin-35, Noéron spesifik enolaz, Miyeloperoksidaz
aktivitesi, Albumin ve Ozmolalite 6lglldi. Doku o6rneklerinde beyin su igerigi
hesaplandi; Frontal korteks ve hipokampus kesitlerinde histolojik incelemeler igin
Hematoksilen-Eosin ve TUNEL boyama islemleri uygulandi. Veri analizleri, SPSS
21.0 paket programi ile yapildi.

Bulgular: Biyokimyasal ve histolojik bulgular dogrultusunda, iskemi/reperfiizyon
grubunda post-iskemik serebral hasar ve 6dem meydana geldigi tespit edildi.
Doza bagl olarak Conivaptan'in doku hasarinin 6nlenmesi, inflamasyonun
kontrolli slrdirilebilmesi ve beyin hidromineral dengesinin saglanabilmesinde
Mannitol'e gore daha etkili olabilecegi goruldi.

Sonug: Serebral iskemi-reperflizyon hasarina ve 6deme karsi, Conivaptan
tedavisinin, klinikte kabul géren ancak ciddi yan etkileri olabilen Mannitol'e goére,
akut donemde doza badl olarak daha etkili oldugu sonucuna ulasildi.

Anahtar Kelimeler: Inme, Néroinflamasyon, Odem, Mannitol, Conivaptan



Summary

Can, B. A Comparison of The Effects of Treatment with Mannitol and
Conivaptan on Brain Edema and Neuroinflammation in an Experimental
Cerebral Ischemia-Reperfusion Model. Eskisehir Osmangazi University,
Institute of Medical Sciences, PhD Thesis in Biochemistry, 2017.
Objectives: The damage process occuring by below the critical threshold value
of cerebral blood flow during the brain ischemia and reperfusion, the cellular and
metabolic changes lead to disorders of functions which can not be recovered in
the brain tissue. This process which continued with destruction of the blood brain
barrier and with cerebral edema, is becoming even more complicated. It is often
accompanied by the increase in the release of antidiuretic hormone. Increased
levels of antidiuretic hormone can aggravate of the brain edema and injury even
more. For this reason, cerebral edema is the most devastating complication in
patients with stroke. The very little reductions of the percentage of the brain
water content can affect to the prognosis positively. Therefore, the edema to get
under control, especially in the acute stage, has a life-saving importance, to
maintain the brain tissue from further damage, in point of view the good clinical
outcome. In this study, it is aimed to the investigation of the possible difference
between the effects of a diuretic Mannitol and an aquaretic Conivaptan, in the
acute phase, on the post-ischaemic brain damage, neuroinflammation and acute
edema formation, in a rat cerebral ischemia-reperfusion model for brain edema.
Materials and Methods: In the study, 58 Sprague Dawley rats were used.
Five groups were formed: Control (n=10), Ischemia/Reperfusion (n=12),
Mannitol Therapy (n=12), Conivaptan Therapy-1 (n=12) and Conivaptan
Therapy-2 (n=12). In all groups except control, bilateral a.carotis communis
was clamped for 30 minutes. Saline, Conivaptan and Mannitol treatment were
applied to the relevant groups of jugular vein with reperfusion for 30 minutes.
The effect of treatment was assessed by biochemical and histological analyzes
in blood and brain tissue samples taken 6 hours after reperfusion. In serum
samples from rats were measured Na*, K%, CI, antidiuretic hormone,
progranulin, tumor necrosis factor alpha, interleukin-15 and interleukin-35
levels, neuron-specific enolase, myeloperoxidase activity, albumin and
osmolality. In brain tissue samples was calculated the brain water content,
beside hematoxyline-eosin staining and TUNEL methods by histopathological
examination. Data analyse was done with the SPSS 21.0 package program.
Results: The biochemical and histological findings showed that post-ischemic
cerebral damage and edema occurred in the ischemia/reperfusion group.
Depending on the dose, Conivaptan was found to be more effective than
Mannitol in preventing tissue damage, getting inflammation under control and
providing brain hydromineral balance.

Conclusions: Against cerebral ischemia-reperfusion injury and edema, it was
concluded that Conivaptan treatment was more effective than Mannitol, which is
accepted clinically but has serious side effects, depending on dose in acute phase.
Key Words: Stroke, Neuroinflammation, Edema, Mannitol, Conivaptan.
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1- GIRIS VE AMAC

Inme, merkezi sinir sisteminde iskemi ya da hemorajinin neden oldugu,
fokal veya global serebral fonksiyon kaybina yol agan akut nérolojik bir
disfonksiyondur. Klinikte uygulanan mevcut yontemlerle tedavi edildiginde
dahi hastalarda degisen diizeylerde sekeller kalmasina yol acan Iskemik
inmede, etkilenen alanin tekrar kanlanmasini sadglamak icin uygulanan
serebrovaskuler rekanalizasyon islemlerinin basarisi hayati dneme sahip
olmakla birlikte, sonrasindaki hasar buyUkliginin iskemiye nazaran daha
fazla oldugu bilinmektedir.

Serebral kan akisinin kritik esik dederin altina diismesi ile ortaya cikan
beyin iskemisi ve sonrasindaki reperflizyon surecinde meydana gelen
hicresel ve metabolik dedisiklikler, beyin ve ekstraserebral dokularda geri
déndirtlemeyen fonksiyon bozukluklarina neden olmaktadir. Bu sireg, kan
beyin bariyeri yikiminin devam etmesi ve artan kafa i¢i basincinin da dahil
oldugu beyin 6demi ile daha da komplike hale gelmektedir. Buna siklikla, su
homeostazini saglayan néropeptid bir hormon olan Antidiliretik hormon
salinnminda artis eslik etmektedir (Zhao vd., 2015). Artan duzeydeki
antidiiiretik hormon, reseptérleri araciliiyla vazospazmi, trombosit
agregasyonunu ve hiponatremiyi tetikleyerek, beyin hasarini ve &6demini
daha da siddetlendirmektedir (Thibonnier, Coles, Thibonnier, & Shoham,
2001).

Beyin dokusunun volimetrik blylUmesine neden olan ve beyin
parenkimindeki anormal dlizeyde sivi birikimi olarak tanimlanan beyin édemi,
hasarli bélgedeki mikro-dolasimda kompresyona yol acmaktadir. Perifokal
bdélgede doku basincinda artma ve kan dolasiminda ise azalma meydana
gelmektedir. Odem yiiksek dizeyde oldugunda intrakranial basing da
artarak, ileri evrelerde herniasyon ve beyin sapi kanamalarina vyol
acabilmektedir. Bu nedenle, beyin ddemi, inme hastalarinda en yikici
komplikasyonlardan biridir. Beyin hacmi su igerigi agisindan geometrik bir
fonksiyon goOsterdigi icin, beyin su icerigi ylzdesindeki ¢ok klicik azalmalar
bile oldukca bulyuk dedisiklikler olusturarak prognoza olumlu ydnde etki
goOsterebilmektedir. Bu nedenle makro- ve mikro-sirkiilasyondaki degisimlerin
normal fizyolojik kosullar altinda tutulabilmesi igin, 6zellikle akut evrede,
6demi ve dolayisiyla kafa ici basinci kontrol altina alabilmek, beyin
dokusunun daha ileri dizey hasarlardan ve komplikasyonlardan
korunmasinda, 6zellikle tedavi sliresi, verimliligi ve klinik sonlanim agisindan
hayat kurtarici nitelikte blyuk bir 6nem tasimaktadir.

Antiditretik hormon reseptdrlerinin bloke edilmesi amaciyla son yillarda
Uretilen yeni bir ilag grubu olan Vaptanlar, peptid yapida olmayan ADH
reseptdr antagonistleridir. Conivaptan, FDA tarafindan 2005 yilinda klinikte
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yatan hiponatremi tanisi olan hastalarin intravendz tedavisi igin onay alan
akuaretik bir ajandir. Conivaptan ADH'nin reseptdrlerine ylUksek afinite ile
baglanarak, elektrolit atihiminda ©6nemli bir degisiklik yapmadan, renal
serbest su atiimini artirmaktadir (Palmer, Rock & Woodward, 2016). Bu tur
ADH reseptdér antagonistlerinin reperfizyon sirasinda kullaniminin, post-
iskemik kan beyin bariyeri yikimini ve beyin 6demini minimize ederek
hastaligin progresyonunu dnlemesi, iyilesme sirecini hizlandirarak olasi sekel
didzeyini en aza indirgemesi, dolayisiyla prognoz Uzerine olumlu ydnde etkisi
ginimuzde netlik kazanmamistir ve bu konuda yeni calismalara ihtiyacg
duyulmaktadir (Zeynalov vd., 2015).

Bu calismada, klinik vakalardaki beyin édemi olusumu igin uygun bir
serebral iskemi-reperfizyon modeli olusturularak; ditretik bir ajan olan
Mannitol ve yeni bir akuaretik ADH reseptdér antagonisti olan Conivaptan'in,
beyin dokusunda var olan ve de ekstraserebral dokulardan kaynaklanan
inflamatuar etkenlerin neden oldugu post-iskemik beyin hasari, néroinflamasyon
ve beyin 6demi olusumu Uzerine akut donemdeki etkileri arasindaki olasi
farkhhdin arastiriimasi amacglanmistir.

Conivaptan'in, klinikte kabul goéren ancak bdbrek yetmezligi, asit-baz
dengesinin bozulmasi, solunum depresyonu ve hipovolemi gibi cesitli yan
etkileri oldugu bilinen Mannitol'e gére daha olumlu etkiye ve nitelige sahip
olup olmadigi arastiriimak Uzere, reperflizyon ile birlikte sicanlara uygulanan
intraven6z Conivaptan ve Mannitol tedavisinin etkileri, alinan kan ve doku
orneklerinde yapilan bazi biyokimyasal testler ve histolojik incelemeler
yardimiyla karsilastirilarak degerlendirilmistir. Akut iskemi reperflizyon sigan
modelinde uygulanan beyin 6demi tedavi slirecinden elde edilen bulgularin,
klinikte akut iskemik inme ve inmenin eslik ettigi bazi kardiyovaskiler
hastaliklarin tedavi stratejilerinin planlanmasina katki saglayabilecedi
distnilmektedir.



2- GENEL BILGILER
2.1 - Serebrovaskiller Sistem Anatomisi

Bas ve boynun arteriyel vaskilarizasyonu, aortik arktaki Brakiyosefalik
Arter, Sol Karotis Arter ve Sol Subklavyen Arter olarak adlandirilan U¢ ana
arter tarafindan saglanmaktadir; her biri kalbe yakinhdgina bagh olarak,
elastik arter sinifina dahil edilmistir (Uflacker, 2007). Vicudun yalnizca sag
tarafinda bulunan Brakiyosefalik arter Sag Subklavyen Arter'e ve Sag Ana
Karotis Arter'e dallanir. Sol Subklavyen Arter ve Sol Karotis Arter, aortik
arktan bagimsiz olarak cikar, ancak sagdaki es arterlere benzer bir yapi ve
dagihm gosterir (College, 2013) (Sekil 2.1).

Subklavyen arterlerin her biri kol, gogls, omuz, sirt ve merkezi sinir
sistemine kan akisi saglamakta; Internal Torasik Arter, Tiroservikal Arter ve
Vertebral Arter olarak adlandirilan (i¢ biyik dal olusturmaktadir. Internal
torasik arter (meme arteri) timus, kalp perikardi ve 6n gogls duvarina;
Tiroservikal arter ise tiroid, boynun servikal bdlgesi, sirtin Ust kismi ve
omuzlara kan akisi saglamaktadir (College, 2013). Subklavyen arterden
tiroservikal trunkus hizasinda cikan vertebral arterler ise, Ust 6 servikal
vertebranin transvers foraminalari iginde yukari dogru seyrederek Atlas (1.
Boyun Omuru)'in arkasina dogru kivrim yapar; beyne ve omurilige kan
ulastirmak dzere Foramen magnum yoluyla kraniuma girer. Medulla'nin
ventrolateralinde seyrederek ponsun 6n yuzinde orta hat Gzerinde yer alan
baziller sulkusun kaudal ucunda, her iki vertebral arter birleserek genis
Baziller Arter'i olustururlar (Guler, Ciftci & Sirin, 2016).

Baziller arter, iki vertebral arterin birlesiminde baslayan, serebellum ve
beyin sapina dallar génderen bir anastomozdur (College, 2013). Bu arter,
rostrale dogru ilerleyerek, rostral ucta sag ve sol Posteriér Serebral Arter'leri
olusturmak Uzere ikiye ayrilir; uzun ve kisa sirkumferensiyal ve perforan
dallarn verir (Guler, 2016; Kutluk, 2004).

Sag Ana Karotis Arter, tiroid kartilaj seviyesinde Sad Internal Karotis
Arter ve Sag Eksternal Karotis Arter dallarina ayrilir. Sol Ana Karotis Arter ise
aortik arkin apeksinden cikarak, Sol Internal ve Sol Eksternal Karotis Arter
dallarini verir (Guler, 2016). Eksternal karotis arter ylz, alt ¢ene, boyun,
6zofagus ve larinksteki bircok yapiya kan saglamak Uzere dallara ayrilir. Bu
dallar dil, ylUz, oksipital, maksiller ve yuzeysel temporal arterleri kapsar.
Internal karotis arter, baslangic kisminda karotis baroreseptorlerini ve
kemoreseptdrlerini iceren, Karotis Sinls olarak adlandirilan bir genisleme
olusturur. Buradaki reseptorler tarafindan saglanan bilgiler, kardiyovaskuler
homeostazin korunmasinda blytk énem tasimaktadir (College, 2013).
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Beynin kaidesinde sag ve sol karotis sistemler hem birbirleriyle hem de
vertebrobaziller sistemle badlantili arterlerden olusan, Willis Poligonu olarak
bilinen bir anastomoz yapi olustururlar (Okten & Giizel, 2012; College, 2013)
(Sekil 2.2). Serebruma giren kanin hepsi dncelikle Willis poligonu'ndan gecer.
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Sekil-2.2. Willis Poligonu (Silverman, 2009).

Posteriér Talamostriat Arter

Perforan Arterler

Internal karotis arter, temporal kemigin karotis kanali boyunca devam
eder, karotis foramen vasitasiyla beyin tabanina girerek, burada birkac¢ dal
olusturur. Bu dallardan biri, serebrumun frontal lobuna kan saglayan Anteriér
Serebral Arter'dir. Bir baska dal olan Orta Serebral Arter, serebrovaskiler
olayin en sik goruldigu yerler olan temporal ve pariyetal loblara; Gglnci
buyuk dal olan Oftalmik Arter ise gbzlere kan tasir (College, 2013).

Sag ve sol Anterior Serebral Arterler, Anteriér Komiinikan Arter denilen
bir anastomoz olusturacak sekilde birlesirler. Anteriér serebral arterlerin ve
Anteriér Komunikan Arter'in baslangic segmentleri, Willis poligonu'nun
anteriér kismini olusturur. Willis poligonu'nun posterior kismini ise, baziler
arterden cikan Posteriér Serebral Arter'den dallanan bir sag ve bir sol
Posterior Komdinikan Arter olusturur. Bu arter, serebrum ve beyin sapinin
posterior kismina kan saglar.



Willis poligonu'nun olusumuna katilan arterler: Bilateral Internal Karotis
Arter, Bilateral Anteridor Serebral Arterin horizontal (Al) segmentleri,
Anterior Komunikan Arter, Bilateral Posteriéor Komdunikan Arter, Bilateral
Posterior Serebral Arter'in horizontal (P1l) Segmentleri ve Baziler Arter
Bifurkasyonu'dur (Okten & Giizel, 2012).

Boylece ana damarlar ve bunlarin klglik penetran arterleri yoluyla
beynin tamami kanlandiriimaktadir (Kutluk, 2004) (Tablo 2.1). Beyin
kapillerinden gelen kan ise, dura materin arasinda yer alan genis vendz
sinUslere akarak, kafatasinin altinda ve boynun her iki tarafinda internal
jugular venlere bosalir; buradan da brakiyosefalik venlere gecer. Sag ve sol
brakiyosefalik venler birleserek Superior Vena Kava'yi olusturur ve kalbin sag
atriumuna gelir (Aktimsek, 2015).

Anastomoz noktalarinda perfiizyon basinci normalde sifirdir; yani,
vaskuler sistemin fizyolojik isleyisi sirasinda iki sistemin kani birbirine
karismaz. Vertebrobaziler sistem posterior fossa yapilarini beslerken, karotis
sistem beynin geri kalan bélimint kanlandirmaktadir. Patolojik kosullarda,
ornegin Willis poligonuna katilan arterlerden birinde tikanma meydana
gelirse, anastomoz bolgesinin basincinda ortaya c¢ikan degisiklikler nedeniyle,
Willis poligonu 6n ve arka ya da sag ve sol sistemler arasinda bir kopri
gobrevi Ustlenerek, birlestirici arterler kanaliyla, kani normal yataktan tikanma
noktasinin distaline dodgru tasimaktadir. Ancak bu kollateral dolasim her
kosulda kurtarici olmayip, bireyler arasi 6énemli varyasyonlar séz konusudur.
Cok akut bir tikanmada ise yetersiz kalabilmektedir. Bu durumda tikanan
arterin sulama alaninda, o bdlgeye 6zgu fokal nérolojik disfonksiyona yol
acan bir iskemik lezyon (infarkt) meydana gelebilmektedir (Kutluk, 2004).

Beyin dokusu membran potansiyellerinin korunmasi, ndérotransmitter
sentezi ve depolanmasi, bozulan vyapisal kisimlarin yenilenmesi gibi
islevleriyle oldukca aktif olmasi nedeniyle, diger organlara gére daha ylksek
miktarda oksijene ve enerjiye ihtiyagc duymaktadir. Beyne kan akisi belirgin
bir sekilde sabittir; beyin herhangi bir zamanda kardiyak debinin yaklasik %
20’sini ve toplam oksijenin ise yaklasik % 25’ini kullanmaktadir (Sahan,
Satar, Ko¢ & Sebe, 2010). Beynin vucuttaki merkezi roli ve 6nemi géz 6niine
alindiginda, bu organa internal karotis arterler ve vertebral arterler ile kan
akisinin araliksiz olarak devam etmesi hayati dneme sahiptir. Kan akisi
kesildiginde, sadece birka¢ saniye dahi olsa, Gecici Iskemik Atak meydana
gelebilir, biling kaybina veya gecici ndrolojik fonksiyon kayiplarina neden
olabilir. Bazi durumlarda hasar kalici da olabilmektedir. Genellikle 3-4 dakika
ve daha uzun slUren kan akisi kaybi, geri donlstimsuz bir beyin hasar veya
Serebrovaskiiler Olay olarak da adlandirilan Inme' ye neden olmaktadir
(College, 2013).



Tablo 2.1. Aortik Arkin Dallar ve Beyin Dolasimi (College, 2013)

Damarlar

Ozellikleri

Brakiosefalik Arter

Vicudun sag tarafinda bulunan tek damardir. Aortik arktan
dallanan ilk damardir. Sag subklavyen arter ve sag ana karotis
arteri verir. Bas, boyun, Ust ekstremite ve torasik bdélgenin
duvarina kan saglar.

Subklavyen Arter

Sag subklavyen arter, brakiyosefalik arterden, sol subklavyen
arter ise aortik arktan olusur. Internal torasik, vertebral ve
tiroservikal arterleri verir. Kollar, g6gls, omuz, sirt ve merkezi
sinir sistemine kan saglar.

Internal Toraksik Arter

Meme arteri de denir. Subklavyen arterden olusur. Timus,
kalpteki perikard ve anterior gogls duvarina kan saglar.

Vertebral Arter

Subklavyen arterden olusur ve vertebral foramen (izerinden
foramen magnum yoluyla beyine geger. Willis poligonunu
olusturmak Uzere internal karotis artere baglanir. Beyne ve
omurilige kan saglar.

Tiroservikal Arter

Subklavyen arterden olusur. Tiroid, servikal bolge, sirt Gsti ve
omuza kan sadglar.

Ana Karotis Arter

Sag ana karotis arter brakiyosefalik arterden ve sol ana
karotis arter ise aortik arktan olusur. Her biri internal ve
eksternal karotis arterleri verir. Bas ve boynun ilgili yanlarini
besler.

Eksternal Karotis Arter

Ana karotis arterden olusur. Ylz, alt ¢gene, boyun, 6zofagus ve
larinksdeki bircok yapiya kan saglar.

Internal Karotis Arter

Ana karotis arterden olusur ve karotis sinldsud ile baslar.
Temporal kemidin karotis kanali Uzerinden beyin tabanina
gecger. Willis poligonunu olusturan vertebral arterin dallariyla
birlesir. Beyine kan sadlar.

Willis Poligonu

Beyinin tabaninda bulunan sirekli kan destegi saglayan bir
anastomozdur. Internal karotis ve vertebral arterlerin
dallarindan olusur. Beyine kan saglar.

Anterior Serebral Arter

internal karotis arterden olusur. Serebrumun frontal lobuna
kan saglar.

Orta Serebral Arter

Internal karotis arterin bir diger dahdir. Serebrumun temporal
ve pariyetal loblarina kan saglar.

Oftalmik Arter

Internal karotis arterin dalidir. Gézlere kan saglar.

Anterior Kominikans Arter

Sag ve sol internal karotis arterlerin anastomozudur. Beyne
kan saglar.

Posterior Kominikans Arter

Willis poligonunun posteriér kisminin bir pargasini olusturan
posterior serebral arterin dallaridir. Beyne kan saglar.

Posterior Serebral Arter

Willis poligonunun posteriér segmentinin bir kismini olusturan
baziler arterin dalidir. Beyin ve beyin sapinin posteriér kismina
kan saglar.

Baziler Arter

iki vertebral arterin birlesmesinden olusur. Beyincik, beyin
sapl ve posterior serebral arterlere dallar goénderir. Beyin
sapinin ana kan kaynadidir.
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2.2 - Beyin Bariyerleri

Merkezi sinir sisteminde ndéronlar, kimyasal ve elektriksel sinyaller
yoluyla iletisim kurmaktadir; bu nedenle saglikli bir néral sinyalizasyon icin
sinaps ve aksonlarin lokal iyonik mikrocevresinde hassas bir regilasyon s6z

konusudur. Bu regilasyonda,

kan ve noral

doku arasinda vyer alan

arayulzeylerdeki bariyer tabakalari 6nemli role sahiptir (Abbott, Patabendige,

Dolman, Yusof & Begley, 2010).

Yetiskin ve gelismekte olan beyinde kan, néral doku ve dokunun sivi
iceren bosluklari arasinda molekiler degisimleri kontrol eden ve sinirlandiran
6 araylizey bulundugu belirtilmektedir. Bu araylzeyler Kan-Beyin Omurilik
Sivisi (BOS) Bariyeri, Meningeal Bariyer, Sirkumventrikiler Organlar, Eriskin
Beyin Ependimi, Fetal Noéroependim ve Kan-Beyin Bariyeri (KBB) olarak
adlandinimistir (Sekil 2.3) (Saunders, Ek, Habgood & Dziegielewska, 2008).
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Sekil 2.3. Beyinde bariyer araylizey bélgeleri (Neuwelt vd., 2011; Sounders vd., 2008).




Kan-BOS Bariyeri, beynin 3. ve 4. ventrikdlli ve lateraldeki Koroid
Pleksus'ta bulunur; toplam yuzey alani insanlarda KBB'nin yaklasik %10'u
kadardir (Abbott vd., 2010). Diger serebral kan damarlarinin aksine, koroid
pleksus kan damarlarini olusturan endoteliyal hicreler fenestralara sahiptir,
bir bariyer teskil etmezler; bariyer olusturan hicreler, apikal bdlgede siki
baglantilart bulunan epiteliyal hicrelerdir. Koroid pleksus hicreleri apikal
boélgelerinde internal BOS alis-veris ylzeylerini arttiran mikrovillus yapilarina
sahiptir (Engelhardt & Sorokin, 2009).

Meningeal Bariyer, tim beyin bariyerlerinin yapisal olarak en kompleksi
olup, meninkslerde (pia, araknoid, dura mater) yer alir. Bariyer olusturan
hicreler, araknoid membranin dis tabakasidir. Subaraknoid bosluktaki kan
damarlari, serebral kan damarlarina benzer bariyer o6zellikleri olan siki
baglantilara sahiptir (Neuwelt vd., 2011), ancak damarlarin gevresinde perisit
ve astrosit uc-ayaklari bulunmaz. Aksine, dura materdeki kan damarlari
fenestralara sahiptir. Bariyerin diger 6nemli bilesenleri Bazal Membran ile
astrosit uzantilarindan olusan Glia limitans'tir (Saunders vd., 2008).

Sirkumventrikiler Organlar median eminens, pineal bez, area postrema
ve subfornikal organi kapsar. Kan damarlari, vicutta diger damarlara benzer
permeabilite 6zelliklerine sahiptir ve hipotalamik-hipofizer eksen tarafindan
kontrol edilen peptit hormonlarinin geri-bildirim penetrasyonunu midmkudn
kilan islevsel 0Ozellige sahiptir. Bu peptit ve diger molekillerin, bu beyin
bélgelerinin apeksleri arasinda siki baglantilarla bagh 6zellesmis ependimal
hlicreler olan tanisitler tarafindan BOS'a girmesi engellenir. Beynin geri kalan
kismina giris, astroglial hicreler arasindaki siki badglantilarla &nlenir
(Saunders vd., 2008).

Eriskin Beyninde Ependima: Ozellesmis tanisitlerin bulundugu alanlarin
yani sira, ependimal hlcreler, BOS ve beyne ait bosluk arasinda proteinler
gibi buyik molekillerin alis-verisini kisitlamayan gap baglantilariyla birbirine
baglidir (Saunders vd., 2008).

Fetal néroependim (Embriyonik BOS-beyin bariyeri): Ventrikller alanda
BOS ve beyin parenkimi arasinda gecici bir bariyer bulunur. Erken beyin
gelisiminde, bitisik noroepitelyal hicreler arasinda 'strap'" baglantilari
bulunur. Bunlarin kiglk molekiller icin dedil, proteinler gibi daha biyik
molekdllerin  hareketini kisitlayan fiziksel bir bariyer olusturdugu
disinulmektedir (Neuwelt vd., 2011). Gelisimin ilerleyen asamalarinda ve
yetiskin beyninde, bu araylizey ependim haline geldiginde, strap baglantilari
artik mevcut dedildir (Saunders vd., 2008).



2.2.1. Kan-beyin bariyeri

Kan-Beyin Bariyeri, kan ile beyin arasindaki karmasik ve dinamik bir
arabirimdir ve beyin interstisyumunu serebral damar sisteminin |Uminal
iceriginden ayiran bir hiicre kompleksini ifade eder (Stokum, Gerzanich &
Simard, 2016).

KBB, siki badlantilar yoluyla serebral kapiller endotel hicreleri
diizeyinde olusturulan bir bariyerdir. Yetiskin insanlarda 12-18 m? arasinda
bir ylzey alanina sahiptir. Beyin hlcreleri kapillerden 25 um'den daha kisa
mesafede bulundugundan, ilaglarin beyin dokusunun tim hicrelerine global
olarak ulastirilmasinda KBB uygun bir yol olarak goérulmektedir (Abbott vd.,
2010).

KBB'nin bilesenleri ile beyin parenkiminde yer alan hlcreler arasindaki
iletisimi yansitmak igin Nérovaskdler Birim terimi kullaniimaktadir (Jessen,
Munk, Lundgaard & Nedergaard, 2015) (Sekil 2.4). Noérovaskuler birim, bazal
lamina ile cevrili kapiller endoteliyal hicreler, astrositik perivaskller ug-
ayaklar, perisitler, néronlar, mikroglial hlcreler ve diz kas hicrelerinden
olusan (Sekil 2.5); noéronal aktiviteye gore hemodinamik yanitlarin
tetiklenmesi, noéronal metabolizmayr destekleyen besin  akisininin
dizenlenmesi ve ndéronal yeniden bigcimlenmenin modulasyonu gibi islevleri
olan bir sistemdir (Stokum vd.,2016).
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Endoteliyal hiicre Duz kas Virchow-Robin boslugu ph(1crelerg
| L h

Pial arter

Arter
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LR
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».
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: Néron
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Siki baglantilar

hicre ’
Q\*_,_:_;

Gap baglantilar Bazal lamina

Astrosit

Oligodendrosit

Sekil 2.4. Norovaskdiler birimin yapisi (Jessen vd., 2015).
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Perisit

Bazal membran

Siki baglantilar

Gekirdek Mitokondri Endoplazmik retikulum Kaveol Siki baglantilar

Sekil 2.5. KBB'nin anatomik yapisi. A) Izole sican beyninin faz kontrast mikroskobu
gorintlsd; B) Sican beynindeki kapillerin enine kesitinin transmisyon elektron mikroskop
gorintlleri; C) kdltirde sican beyin endoteliyal hicrelerinin ultra yapisinin elektron
mikroskop goéruntileri. ER, endoplazmik retikulum. Barlar A: 20 ym; B: 1 pym; Kuguk sekil:
500 nm; C: 500 nm (Veszelka, Kittel & Deli, 2011).

2.2.1.1. Endoteliyal hiicreler

Kan ve beyin arasindaki araylzeylerde bulunan beyin kapillerinin
endoteliyal hicreleri, periferal vaskiler sistemde bulunan tlrlerinden ayirt
edilebilen, benzersiz nitelikteki morfolojik, biyokimyasal ve islevsel
Ozelliklerinden dolayl, KBB'nin anatomik temeli olarak kabul edilmektedir
(Engelhardt & Sorokin, 2009; Sa-Pereira, Brites & Brito, 2012). Beyin
kapillerinin i¢ ylzeyinde tek tabaka halinde siralanan, ince ve duz sekilleri ile
birbirine sikica bagli, kan ile dogrudan temas eden bu hiicreler, kromatin
maddesinin dlzensiz dagildigi pirizstz oval cgekirdekler, liminal tarafta
kaveol ve benzeri invaginasyonlar, ve sirekli bir bazal membrana; ayrica,
enzim ve transport sistem aktiviteleri igin enerji potansiyellerini artiran buyuk
miktar ve hacimde mitokondriye sahiptir (Sa-Pereira vd., 2012) (Sekil 2.5).
Mitokondri ve enerji potansiyelindeki bu artis, besinlerin kandan beyne aktif
transportu sirasinda gereklidir; serebral fizyolojik fonksiyonlar ve enerji
bagimli transkapiller madde tasinimi ile yakindan iliskilidir (Gultark, Imir &
Tuncer, 2007).
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Sirkumventrikller organlarda fenestrasyonlu kilcal damar yataklar
haricinde, omurgali serebral endoteliyal hicreleri, siki baglantilarla (tight
junction, TJ) birbirine baglanarak KBB'nin fiziksel bariyerini olusturur; beyin
kapillerinin periferal mikrodamarlardan 50-100 kat daha siki olduklan
belirtilmektedir (Abbott, 2002). Interendoteliyal siki baglantilar fiziksel olarak
beyinde endotel plazmalemmasini liUminal ve abliminal membran ylzeylerine
bolerek, sekretuvar epitele benzeyen kanallarin ve transporter molekdullerinin
kutuplasmis halde lokalizasyonuna olanak saglar (Stokum vd., 2016). Beyin
kapillerini olusturan endoteliyal hiicreler arasindaki bu yogun siki baglantilar,
ylksek bir elektrik direnci olusturur ve bu direncg diger dokularda 3-33 Q/cm?
iken, KBB'de 1500-2000 Q/cm? dir; bu nedenle paraselliiler permeabilite
dusuktar (Galturk vd., 2007).

Beyin mikrovaskiler endoteliyal hicrelerinin periferal dokulardakilerden
bir diger farkhldi, fenestralarin bulunmayisidir. Normal fizyolojik slrecte,
beyin damarlanmasi erken embriyonik donemde olusur ve bu dbénemde
endotel hicreleri vicudun diger kisimlari gibi fenestralara sahiptir. Ancak
endoteliyal dokunun néral doku ile penetrasyonundan kisa bir slre sonra,
fenestrasyon giderek azalmaya baslamaktadir. Bu nedenle endoteldeki KBB
ozelliklerinin, noral doku kaynakli bir sinyal ile baslatildigina inaniimaktadir
(Yilmaz, 2006).

Endoteliyal hcrelerin sitoplazmasinda pinositik vesiklller oldukca
azdir; fenestra yapilarinin olmamasi nedeniyle, KBB'yi gececek olan bir
madde Oncelikle kapiller endoteli, internal sitoplazmik alani, daha sonra
abliminal membrani, perisit veya bazal laminayl asmak zorundadir. Patolojik
durumlarda bazal membran strekliligi bozulur, vesikll sayisi artar, bdylece
iyon ve proteinler beyin dokusuna gecer (Gultirk vd., 2007).

Beyin mikrovaskiler endotel htcrelerinin daha sinirli pinositik vesikiler
transport yapmalarinin yani sira islevsel yonden diger farkliliklari, tasiyici ve
transport proteinlerinin ekspresyonunu artirabilmeleri ve gap badglantilar
icermemeleridir (Salameh & Banks, 2014). Bu farkhliklar, sinirh paraselller
gecirgenlik ve makropinositotik transport ile sonuclanir. Bu 6zelliklerinden
dolayi proteinleri MSS'nin interstisyel bosluguna sizdirmazlar (Nag, 2011).

Endoteliyal hicreler arasindaki bosluklari elimine etmek ve kan yoluyla
tasinan maddelerin beyin parenkimal bosluguna serbest olarak paraseliiler
difizyonunu 06nlemek igin, kilcal damarlarin ve post-kapiller vendallerin
endoteliyal hiicreleri, yalnizca primer yalitim 6zelligi saglayan TJ)'leri degil,
ayni zamanda adherens badglantilarini (Adherens junction; AJ) da iceren
komplekslere sahiptir. Bu badglantilar, hidrofilik molekullerin paraselliler
akislarini sinirlar ancak O, ve CO, gibi kiguk lipofilik molektllerin gegisini
sinirlamaz, bdylece bu molekiller konsantrasyon gradiyentleri boyunca
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plazma membranlarindan serbestge diflize olabilirler. Bunun yani sira
endoteliyal hlcreler, beyin fonksiyonu icin gerekli olan besin maddeleri ve
hormonlarin alinmasini kolaylastiran 6zel transport sistemleri ve reseptoérleri
ile donatilmistir (Sa-Pereira vd., 2012). KBB'den beyin hicrelerine madde
gecisi, bu fiziksel (siki baglantilar) ve metabolik (enzim) bariyerler sayesinde
siki bir kontrol altindadir (Gultark vd., 2007).

Endoteliyal hicreler, bircok molekdli degistirebilen ve modifiye
edebilen ¢ok sayida enzim ekspresyonu gerceklestirmektedir, aksi halde bu
molekuller KBB'yi dogrudan gecerek néronal fonksiyonu etkileyebilir (Witt &
Sandoval, 2014). Ozellikle bazi ndrotransmiterler ve ilaglar, kapiller
endotelinin luminal vylzeyinden sitoplazmaya girdiklerinde, buradaki
enzimlerle inaktif fomlarina donustUrdlir ve beyne gegisleri engellenir.
Dolayisiyla serebral endotelde besin ve ilaglari metabolize edebilen enzimatik
bir bariyer vardir. Kan ile tasinan bu tir maddeleri metabolize eden Gama
Glutamil Transpeptidaz (GGT), Alkalen Fosfataz ve Aromatik Asit
Dekarboksilaz gibi enzimler serebral kapillerde yuksek konsantrasyonlarda
mevcut iken, ndéronal olmayan dokularda ise daha azdir veya bulunmazlar
(Gulturk vd., 2007).

Noérovaskuller birimdeki endoteliyal htcreler, liminal ve abliminal
membran yulzeylerindeki farkli integral membran proteinleri ile ylksek
dizeyde polarizedir (Neuwelt vd., 2011). Transport sistemleri genellikle
KBB'nin Iiminal ylzeyinde; beyinden kana gecise olanak sadlayan sistemler
ise abliminal yldzeyinde bulunur (Gulturk vd., 2007). GGT ve alkalen fosfataz
enzimleri liminal tarafta yer alirken, Na*/K"-ATPaz ve sodyum bagimli nétral
aminoasit tasiyicilar abliminal ylzeyde bol miktarda bulunur. Ayrica l[iminal
membran ylizeyinde, istenmeyen maddelerin disari cikisini saglayan P-
glikoproteinler (PGP) yer almaktadir (Gulturk vd., 2007).

Bazi maddelerin KBB'inden gegisi ve beyne girigleri primer ve sekonder
olmak Uzere bircok faktére baghdir (Abbott vd., 2010). Primer (KBB'ye ait)
faktorler; maddenin molekdl agirligi, molekilin konformasyonel olarak
degisebilme yetenegi, hicrenin enzimatik sabitligi, hiicresel sekresyon, akisa
kars! afinite (PGP), hidrojen badlayici potansiyeller, tasiyicilara karsi afinite
ve mevcut patolojik durumlarin etkisi olarak sayilabilir. Sekonder veya
periferik faktorler ise serebral kan akisi, sistemik enzimatik stabilite, plazma
protein badlayicilarin afinitesi ve mevcut patolojik durumlarin etkisidir.
KBB'den transport sekilleri; basit difizyon, kolaylastirimis diflizyon, aktif
transport, vesikuler transport olarak siniflandinilabilir (Sekil 2.6). Madde
transportunda maddenin lipidde ¢ozanurlagu, difizyon yetenedi, molekdl
agirligi, elektrik ytukd onemlidir. Dolayisiyla KBB, cesitli molekil ve terapdétik
ilaclarin beyin dokusuna gecisinde hiz sinirlayan bir faktérdtr (Gualturk vd.,
2007).

13



(a)rasif  (b) aBc (¢) cozinen  (d) Transitoz (e) Mononiikleer
Diftizyon Efflux Madde Reseptor-aracili hiicre migrasyonu
Transporter Tasltyicilari Adsorbtif-aracili
(SLC)
RMT AMT
! & .
J PP S °
Pgp
1 2 3 4 : TJ
Lipidde Lipidde Glukoz Transferrin Katyonize albumin
¢oziinen ¢oziinen Amino asitler Melanotransferrin  Histon
non-polar non-polar Nukleosidler Lipoproteinler Avidin
molekiiller molekiller Monokarboksilatlar Amiloid beta Transkripsiyon transaktivatori
ve Kticlik peptidler Glikozile proteinler (Hlcreye penetre olan peptidler)
konjugatlar ~ Serbest yag asidleri IgG
Organik anyonlar Instlin
Organik katyonlar  Leptin
TNF-alfa

Sekil 2.6. Kan-beyin bariyerinden transport vyollari. a) Co6zinen maddeler hicre
membranindan pasif diflizyonla endotele gecer. Ylksek lipid ¢ozUnurliglu ve dider bazi
fizikokimyasal faktdrler bu slirece yardimci olur. b) Aktif tasiyicilar (ABC transporterlar)
pasif olarak gegen bazi ¢6ziinen maddeleri engeller ve endotelden disari pompalar. c)
Coziinen madde tasiyicilan (SLC) yoluyla gegis pasiftir ya da primer veya sekonder olarak
aktiftir; glukoz, amino asit ve ntkleosidler gibi polar molekilleri MSS'ye transport edebilir.
Bu tasiyiclar gift yonlt (1), tek yonli (2,3) veya karsilikli dedisimi sadlayan (4) 6zellikte
olabilir. d) RMT ve AMT vesikiiler bazl sistemlerdir. RMT ligandin reseptériine baglanmasini
gerektirir; peptid ve proteinler gibi gesitli makromolekdilleri serebral endotelden transport
edebilir (transitoz). AMT ise pozitif ylkli makromolekillerle non-spesifik olarak indiklenir
ve endotelden transportunu sadlar. e) Lokositler endotelden diapedez siireciyle veya siki
baglantilarin tamamen yada kismen agilmasi yoluyla KBB'yi asabilir (Abbott vd., 2010).

2.2.1.2. Bazal membran

Endotelin i¢ ylzeyi perisitler tarafindan cevrelenmistir; kollajen,
laminin, heparin suilfat proteoglikanlari, fibronektin, vitronektin, nidojen,
perlekan ve agrin gibi birbirine sikica baglanmis ekstraselliler matriks
proteinlerinin yan yana (¢ lamine halinde organize edildigi bir bag dokusu
yapisi olan Bazal Membran (Bazal Lamina) Uzerine yerlesmistir (Kurt &
Tuncer, 2015). Bazal membran olusumu ve korunmasi endoteliyal hucreler,
perisitler ve astrositler tarafindan saglanmaktadir. Bazal membran, kiglk
molekdllerin difizyonunda 6nemli bir bariyer olusturmaz ancak tutunma
islevi, serebral mikrovaskdler sistemin bittnligline ve dolayisiyla doku/hiicre
organizasyonuna, kararliiga ve farklilasmaya katki saglayarak, KBB yapisi ve
stabilitesi Uzerinde énemli rol oynar (Engelhardt & Sorokin, 2009).
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Bazal membrana hiucrelerin tutunmasi ve ekstraselliler matriks ile
hicre iskeleti arasindaki baglanti, endoteliyal hcrelerin matrikse yakin
yuzeylerinde bulunan adezyon molekdllleri ve matriks adezyon reseptoérleri
olarak bilinen proteinler tarafindan saglanmaktadir. Serebral iskemi sirasinda
hicresel adezyon reseptérlerinde ve bunlarin matriks ligandlarinda 6nemli
degisiklikler meydana gelmesi nedeniyle, bu adezyon reseptorlerinin KBB
batinliganin korunmasi icin gerekli oldugu ve beyin hasarn slrecinde bu
reseptorlerin modtllasyonunun bariyerdeki degisikliklerde fonksiyonel olarak
onemli rol oynadigi ileri sirtlmustir (Sa-Pereira vd., 2012).

Matriks metalloproteinazlar (MMP), bazal membrani parcalama
Ozelligine sahip olan enzimlerdir; beyin endoteliyal hicrelerinin
capalanmasini azaltir ve TJ butinligini etkileyerek KBB'nin yapisinda
dedisiklige yol agarlar. MMP-2 ve MMP-9 tip IV kollajen, elastin, fibronektin
ve agrekan gibi bazi bazal membran bilesiklerini proteolize edebilen iki
jelatinazdir. Serin proteazlar, sistein proteazlar ve heparanaz, bazal
membrani etkileyebilen diger proteaz aileleridir (Sa-Pereira vd., 2012).
Aktive olan proteazlar ayrica, sitokin ekspresyonunu tetikleme 6zelliklerinden
dolayi inflamatuar mediyatorler olarak énemli rol oynamaktadir.

Kilcallardan daha buyuk damarlardaki endoteliyal bazal membran,
perivaskiler Virchow Robin Boslugu tarafindan dis taraftan sinirlandiriimistir
(Sekil). Virchow Robin boslugu, subaraknoid boslugun BOS ile dolu bir
uzantisidir. Bu uzanti, iceriden endotel bazal membrani ile disaridan ise glial,
ikinci bir bazal membranla sinirlandiriimistir. Virchow Robin boslugu, beyin
parenkimi icerisine giren penetran arteriyolleri izler, kapiller yataga yakin
fenestre olur ve astrosit ug-ayaklarinin dogrudan damar duvariyla temas
ettigi yerde beyin kapilleri seviyesinde gézden kaybolur (Stokum vd., 2016).
BOS pulsasyonu veya vaskiler genislemenin neden oldugu mekanik travma,
damar duvari gecirgenligindeki bozukluklardan dolayr sivi sizintisi ve
perivaskller dokuda iskemik hasar olusumu gibi nedenlerle Virchow Robin
boslugunda dilatasyon meydana gelebilecegi ve anormal dlzeydeki
dilatasyonun yaslanma, demans, hipertansiyon gibi vaskdller risk faktorleriyle
iliskili oldugu belirtilmektedir; bu dilatasyonun serebral mikrovaskiler
hastaliklarin duyarh bir go6stergesi ve biyobelirteci olabilecegi ileri
suruilmektedir (Patankar vd., 2005).

Bazal membran, stres uyarilarina yanit olarak ve bazi patolojik
durumlarda kalinlasabilir veya daha da incelebilir. Bazal membranin
karakteristik 6zelliklerinin kaybedilmesi, KBB yapisinin bozulmasina neden
olan faktorlerden biri olarak gértlmektedir (Sa-Pereira vd., 2012).
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2.2.1.3. Noronlar

N6éronlar cekirdek, organeller, akson ve ¢ok sayida dendritler iceren bir
hiicre gévdesi ile karakterizedir. Insan beynindeki neredeyse her néronun
kendi kapillerine sahip oldugu tahmin edilmektedir; bu durum saglikh bir
beyin fonksiyonu igin yakin bir ndéronal-vaskiler iliskinin énemini ortaya
koymaktadir (Sa-Pereira vd., 2012).Néronlarin enerji ve oksijen ihtiyaclari
dogrultusunda kan temininin mekansal ve zamansal olarak ayarlanmasinda,
nérovaskuler birimdeki ndéronlar, astrositler ve serebral damarlar arasinda
kompleks komunikasyon mekanizmalarn bulunmaktadir. Bu nedenle, normal
kosullarda bélgesel ve lokal akisin kontroli ve modullasyonu, ndérovaskuler
kenetlenmeye baghdir. Iskemide néron hasari ve mikrodamar yanitin
temporal ve topografik eszamanlligi nedeniyle, néron-mikrodamar
etkilesimlerinin iki yonll olabilecegi disinitlmektedir (Sa-Pereira vd., 2012).

2.2.1.4. Astrositler

Astrositler MSS’de 6nemli gdrevleri olan, 6zellesmis glial hlcreler olup,
uc-ayaklari KBB endotelinin dis yuzeyi Uzerinde bazal membranin {zerini
kaplar; hucre iskeletinin ara filamentini ve glial fibriler asidik proteini (GFAP)
iceren ¢ok sayida cikinti ile karakterizedirler. Soma'dan tUm yoénlerde radiyal
ve simetrik olarak uzanan 40 bilylk GFAP-pozitif cikinti varligi ve bes farkh
kan damarinin bir kortikal insan protoplazmik astrositi tarafindan kapsandigi
belirtilmistir. Bu hlicreler, endotelin % 99'undan fazlasini kaplamakta ve KBB
yapisina, gelisimine ve 6zgln endoteliyal fenotipine katkida bulunmaktadir.
Bu rollerinin, ¢ozinebilir faktorlerin ekspresyonu ve salinimi aracihidiyla ve
endoteliyal hulcrelere anatomik olarak yakin olmalari nedeniyle midmkin
oldugu disltnilmektedir (Sa-Pereira vd., 2012).

Endoteliyal hucrelerle etkilesen astrositler, TJ'leri guglendirir ve gap
baglanti alanini azaltir, bu ydnlyle KBB'nin sinirh permeabilitesi ve
bltinliglinde 6nemli bir role sahiptir. Bazi galismalarda astrosit varliginin,
transendoteliyal elektrik direncini artirdigi ve KBB endotelinin gecirgenligini
azalttigi belirtilmistir (Minami'den aktaran Sa-Pereira vd., 2012). Astrositler
ile endoteliyal hicreler arasindaki etkilesimler, fizyolojik ve patolojik
durumlarda beyinde su ve elektrolit metabolizmasinin dlizenlenmesinde
dnemli gortlmektedir.

Serebral damarlarin parenkimal ylzeyi, yaklasik 20 pm acikhklarla
(gap) ayrilmis astrosit ug-ayaklarinin bir mozayiki ile tamamen kapldir
(Stokum vd., 2016). Astrositler, KBB matirasyonu ve korunumu igin blylime
faktorleri Uretir ve lokal su transportunu dlzenler. Bunun yani sira, var olan
cok sayida cikintilarinin, kemirgen korteksi ve hipokamplste 300-600
ndronal dendrit ve 10° sinaps ihtiva ettigi diisiiniilen tek bir astrositik domen
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olusturdugu disiinilmektedir (Sa-Pereira vd., 2012). Insan korteksinde ise,
aktiviteyi tek bir astrosit algilayabilir ve domeninde bir milyondan fazla
sinaps fonksiyonunu dlizenleyebilir. Bu nedenle, astrositlerin nérovaskdiler
birim icerisindeki dinamik sinyalizasyon icin merkezi éneme sahip olduklar
ve norovaskuler kenetlenmenin koordinasyonunda o6nemli rol oynadiklari
kabul edilmektedir (Koehler, Roman & Harder, 2009).

Astrositler, lokal ndronal aktivitenin anhk degisimlerine yanit olarak
serebral kan akisini dizenlemek icin, vaskller diz kas hucrelerini
uyarabilmelerinin yani sira, sinaps olusumu ve esnekligi, enerjetik ve redoks
metabolizmasi, iyonlarin ve glutamat gibi ndérotransmitterlerin sinaptik
homeostazi gibi, ndronlarin cgesitli islevlerine katkida bulunurlar (Salmina,
2009). Elde edilen veriler, noéron-glia etkilesimlerindeki degisimlerin
nérodejeneratif hastaliklarin gelisimiyle iliskili oldugunu disliindlirmektedir.

MSS’nin mikrovaskiler yapisinin; néronal aktiviteye bagli olarak iyon
ve diger maddelerin MSS mikrocevresine gegisinin kontroli ve de néronal
aktivitenin ihtiyacina gére hizla bélgesel kan akiminin regulasyonu seklinde
iki 6nemli gbérevi bulunmaktadir. Bu iki gérev de Glia limitans adi verilen 6zel
bir yapinin yardimiyla, astrosit sinyalleri araciligiyla kontrol edilmektedir. Glia
limitans astrosit uzantilarindan olusmus olup, beyin ve spinal kordun tim
ylzeyini kaplamaktadir. Dis ylzeyde subaraknoid araliga dogru uzanan kismi
"glia limitans superficialis"; i¢c ylzeyde damarlarin etrafinda olan kismi ise
"glia limitans perivascularis" olarak adlandirilmaktadir (Kurt & Tuncer, 2015).

Astrositler nitrik oksit, prostaglandin, arasidonik asit gibi mediyatorler
salgilar, boylece bdlgesel kan akimini yakin temas halinde oldugu kan
damarlarina etki ederek dlzenler. Ayrica kan damarlarini ¢evreleyen astrosit
uc-ayaklari Akuaporin-4 adi verilen, MSS’nin su homeostazini dizenleyen su
kanallarinin ekspresyonunu gerceklestirmektedir. Ranvier bodumlarini ve
sinapslari uzantilari ile saran astrositler, bélgeye 6zgl kan akiminin néronal
aktiviteye gore dlizenlenmesi amaciyla, arteriyel kontraksiyon ve dilatasyonu
kontrol eder; sinapsin ihtiyaci olan iyon ve noérotransmitter homeostazini
saglar (Kurt & Tuncer, 2015).

2.2.1.5. Mikroglialar

Mikroglialar, beyindeki immin yetenege sahip hicreleri olusturan glial
hicrelerin bir sinifidir; cesitli hasar ve hastaliklar ile énemli dlzeyde
iligkilidirler. MSS'nin diger hucrelerinin aksine, mikroglialarin ontogenetik
olarak mononikleer fagosit kokenli hcrelerle iliskili oldugu kabul
edilmektedir. Monositler, embriyonik gelisim sirasinda beyin icine girer ve
makrofajlarin ylzey antijenlerini sergileyen beyin yerlesimli mikroglialara
farklilagirlar (Kim & de Vellis, 2005).
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Mikroglia, beyin kosullarina uygun olarak iki temel form ile
karakterizedir. Fizyolojik durumda, dinlenme halindeki mikroglialar, MSS'de
homeostatik bozuklugu hemen taniyabilen bir model olusturan, dallanmis
morfoloji olarak da bilinen uzun ince c¢ikintilara sahiptir. Patolojik bir durum
sirasinda mikroglia aktive olur; kisa cikintilari olan amoeboid morfoloji ile
karakterize edilen fagositik bir morfolojiye birinebilir. Bir formdan digerine
dénlisim oksijen radikalleri, proteazlar ve proinflamatuvar sitokinler gibi
sitotoksik potansiyeli olan maddelerin saliniminda ve ylzey antijenlerinde
degisikliklerle baglantihdir (Kim & de Vellis, 2005). Hasara karsi mikroglial
reaktivite komplikedir, ¢cinkld bu hilcreler zamanla hatta eszamanli olarak
farkli fenotipler gdsterebilir. Fagositik bir fenotip, genellikle beyin
parenkiminden ndorotoksik maddeleri elimine etme mekanizmasidir (Sa-
Pereira vd., 2012). Bunun yani sira, mikroglialar perivaskiler boslukta
lokalize oldugundan, endoteliyal hicrelerle olan etkilesimleri nedeniyle KBB
yapisini etkileyebilmektedirler. Aktive formlarindan salinan yuksek dizeyde
TNF-a'nin, KBB disfonksiyonuna yol actigina dair calismalar mevcuttur
(Nishioku vd., 2010).

2.2.1.6. Oligodendrositler

Oligodendrositler, MSS'de miyelin tabakalarinin olusumundan sorumlu
glial hucrelerdir. Kuguk bir hicresel gévde ve farkli néronlarin aksonlarini
saran bazi gikintilar ile karakterizedirler. Oligodendrositler, lipidleri ve miyelin
spesifik proteinleri iceren ve MSS'deki aksonlarin etrafina sarilan ¢ok sayida
miyelin membran bilesenleri sentezler; sonucta sitozolik ve dis ylzeylerine
sikica tutturulmus cok tabakali bir zar yigini meydan getirerek aksonu izole
eder, bilginin hizli bir sekilde islenmesine zemin hazirlayan hizli bir aksiyon
potansiyeli iletilimi saglar (Sa-Pereira vd., 2012).

Miyelinlenecek olan ndéronlarin gelisimsel programina uygun olarak,
oligodendrosit 6ncul htcreler (OPC'ler) terminal farklilasmaya girerler ve
miyelin-olusturan oligodendrositler haline donustrler. Ancak bazi patolojik
kosullarda, OPC'lerin olgun oligodendrositlere farklilasmasinda yetersizlik,
oligodendrositlerin yodun bir yikimi ve kaybi olabilir. Bu kosullarda,
aksonlarda miyelin kilifi olusumu tamamlanamaz ve bunlar stres olusturan
cevresel faktérlere karsi daha hassas ve savunmasiz hale gelir (Sa-Pereira
vd., 2012). Bunun yani sira, saltatorik iletim devre disi kalir ve néronal
fonksiyon kayiplarina yol acar. Bu tlr noérodejeneratif durumlarin, KBB
batlnligdnin bozukludu ile karakterize olabilecedi belirtimekte ve bu 6nemli
etkileri nedeniyle, miyelinasyon ile iligkili bu htcrelerin, nérovaskuler
birimdeki hicre tipleri kapsamina dahil edilmesi gerektigi ileri slrtlmektedir
(Sa-Pereira vd., 2012).
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2.2.1.7. Perisitler

Beyin perisitleri normalde yildiz seklinde polimorfik hlicrelerdir; kiresel
veya oval bir hicre govdesi ve belirgin bir yuvarlak cekirdege sahiptirler.
Perisitlerin, kan damarinin ekseni boyunca konumlanan uzun sitoplazmik
cikintilari bulunur ve daha kliguk ¢gembersel kollarla vaskiler duvari kusatan
sekonder ve tersiyer cikintilar verir. Kapiller uzunlugunun 100 um'si basina
300-800 nm genisliginde 90'a kadar cikintisi olabilir. Cikintilarin morfolojisi
heterojen olma egilimindedir ve perisitlerin fonksiyonel farklilasmalarini
ortaya koyar. Perisitler, endoteliyal hcrelerin aksine blylk vakuoller ve
lizozomlar igerir; nikleer ve sitoplazmik matrikslerinde elektron yogunlugu
daha fazladir. Sitoplazmik lizozomlarin genisligi grandlldlik goérinimu verir;
ozellikle insan beynindeki perisitler ylksek bir asit fosfataz icerigine sahiptir
(Sa-Pereira vd., 2012).

Perisitlerde kontraktil ve sitoskeleton proteinleri bulunmaktadir; ayrica
tanimlanmalarini saglayan yizey antijenlerinin ekspresyonunu gercgekles-
tirirler. Bunlarin arasinda, MSS perisititlerinde mikrofilament demetlerinde
lokalize olan baskin kontraktil protein a-diz kas aktini (a-SMA)'dir. Son
yillarda, basta hicre kdltira olmak lzere gesitli calismalar ile perisitlerin
kontraktil, immun, fagositik, gb¢ etme ve anjiyogenik islevleri belirlenmistir.
Ayrica fibroblast, adiposit, kondrosit, diz kas, endotel ve makrofaj/dendritik
hiicrelere farkhlasabildikleri bildirilmistir (Sa-Pereira vd., 2012).

Serebral kan akiminin dizenlenmesine katkida bulunan ve KBB'nin
sizdirmazhdini glglendiren perisitler, damar boyunca dedisen araliklarla
endotel bazal membraninda gomaualuadidr (Stokum vd., 2016). Endoteliyal
hicreler ile aralarindaki yaklasik 20 nm kadar olan kisa mesafe, MSS igindeki
ylksek yogunluklari, gap baglantilari araciligiyla yakin iliskileri, vida-ve-yuva
iliskisi (peg-and-socket) ve endoteliyal hiicreler ile adezyon plak baglantilari,
perisitleri KBB'nin korunumu ile stabilizasyonunda ve TJ'lerin gelisiminde
onemli kilarak, disik paraselliler permeabiliteye katki saglamaktadir. Gap
baglantilari, iyonlarin ve kiglk molekillerin degisimi yoluyla iletisime olanak
saglar; adezyon plaklari, perisitlerden diger hicrelere kontraktil kuvvetlerin
iletilmesini destekler; vida-ve-yuva temas noktalar ise perisitlerin bazal
membrandan penetre olmalarini, diger hicreler ve damarlarla temas
etmelerini engeller (Sa-Pereira vd., 2012).

Perisitler, kapiller kan akisini engelleyen bir stireg olan iskemi sirasinda,
kapiller capi modlle edebilmektedir. Dolayisiyla, perisitler beyin vaskiler
sisteminin korunmasinda ve beyin homeostazinda &énemli fonksiyonlara
sahiptir. Perisitin kapladigi alandaki % 20'lik bir kaybin vaskiller hasari
baslatabilecegi; bu alandaki iki kat yani % 40'lik bir kaybin ise ciddi bir
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norovaskller yetmezlige, no6ronal vyapida degisikliklere ve davranis
bozukluklarina neden olabilecedi belirtilmistir (Sa-Pereira vd., 2012).

Yapilan bir arastirmada, iskeminin fare beyin mikrodamarlarinda yer
alan perisitlerin kasilmalarini indikledigi bildirilmistir (Yemisci vd., 2009). Bu
calismada, 2 saat boyunca surdurllen orta serebral arter okllizyonu sirasinda
perisitlerin kasildiklari ve hatta okllzif arter yeniden acildiktan sonra dahi
kasilmalarini strdirdikleri gézlemlenmistir. Bunun yani sira, perisitlerin kilcal
damarlarin segmental olarak daralmalarina, kilcal konstriksiyonlarda sikisan
eritrositlerin yonlerini degistirmelerine ve mikrosirkilasyonun engellenmesine
neden oldugu; bu anormalitenin peroksinitrit tarafindan da taklit edildigi,
peroksinitrit olusumunun, oksidatif ve nitrosatif stresin baskilanmasi ile bu
durumun tersine doéndurebilecegi ileri slrilmustir. Elde edilen bu veriler,
akut strese yanitta kapiller kan akisinin fokal regulasyonunda perisitlerin
rolleriyle ile iliskili dnemli bilgiler saglamaktadir.

Mikrovaskiler yapidaki subendoteliyal lokasyonlarindan  dolayi
perisitlerin, serebrovaskiler lezyon olusumu sonrasinda meydana gelen
koaglllasyon olaylarinin  dlizenlenmesinde islevleri olabilecedi ileri
surulmektedir (Bouchard, Shatos & Tracy, 1997).

Perisitlerin, in vitro beyin endoteliyal hicre fibrinolizini negatif yonde
reglile ettigi, boylece prokoaglilan aktiviteyi destekledigi; bunun yani sira,
antitrombin etkileri oldugu bilinen serpin proteaz neksin-1'in baslica in vitro
kaynagi olduklari ve bu 6zelliklerinden dolayl endojen antikoagtilan aktivite
gOsterebilecekleri ileri strilmektedir (Kim vd., 2006). Bu bilgiler 1siginda,
perisitlerin pro-ve anti-koagulan etkilere sahip oldugu anlasiimaktadir.

Sonug olarak, KBB oldukga frajil olan beyin hicrelerinin fizyolojik
kosullarda butinligint ve homeostazini saglayarak, hem yapisal hem de
metabolik bariyerler ile beynin kandaki degisimlerden korunmasi, selektif
transport, kan ve beyindeki maddelerin metabolize edilmesi ve
modifikasyonu ile néronlara optimum bir ortam saglamaktadir (Gultirk vd.,
2007). KBB permeabilitesinin artmasi, hlicre hasari, ndéronal inflamasyon ve
beyin 6demi gelisimine neden olmasi bakimindan klinik acidan énem teskil
etmektedir.
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2.3. Serebral Iskemi
2.3.1. iskemi ve Inme

Iskemi, arteriyel ya da venéz kan akiminin azalmasi veya tamamen
kesilmesi sonucu dokunun oksijen ve besinden yoksun kalmasi seklinde ifade
edilmektedir. Iskemi sirecinde hasar géren bdlgede damar vyataginin
otoregllasyonunun bozulmasi 6énemli bir sorundur. Etkilenen alanin tekrar
kanlanmasi durumu olarak belirtilen Reperfiizyon sirasinda, serebral damar
yataginin hidrostatik basinci artmaktadir ve bu durum KBB'nin ani bir sekilde
acilmasina neden olmaktadir (Kumral, 2001). Odem ve beyin hasarina neden
olan zincirleme olaylarin meydana geldigi Reperfiizyon Hasari denilen bu
slirecte, beyin dokusunda, hasar mekanizmalarinin devam ettigi, iskemiye
gore cok daha ciddi hasarlarin olustugu belirtiimektedir.

Fokal ve Global olmak Uzere iki tip serebral iskemi tanimlanmaktadir.
Fokal Iskemi, beynin belirli bir bolgesindeki; Global iskemi ise beynin tamami
ya da 6nbeyin boélgesindeki kan akisinin azalmasidir (Bacigaluppi & Hermann,
2010). Fokal serebral iskemide 6zellikle Iskemik Cekirdek (Ischemic Core) ve
Penumbra olarak adlandirilan iki alan gézlenmektedir. Bu iki alan esasen
beyne 6zgiu anatomik alanlar degildir. iskemik cekirdek iskemiden ciddi
dlzeyde etkilenen, nekrotik néronlarin fazlaca bulundugu, kan dolasiminin
yeterli diizeyde saglanamadigi, geri dondirilmesi olanakli gorilmeyen bir
alan iken; penumbra iskemik c¢ekirdedin distalinde yer alan ve kollateral
dolasim tarafindan beslenebildigi igin infarktlis sonrasi saatlerce canhligini
koruyabilen, klinikte terapétik acidan hlicresel ve molekiler bir hedef olarak
degerli gorilen, umut vadeden bir alandir (Harukuni & Bhardwaj, 2006).
Iskemik alan icinde bulunan bir diger alan Benign Oligemi'dir. Penumbranin
periferinde yer alan bu alanda serebral kan akisi normalin altindadir; doku
perfiizyonundaki ani kan basincl disidkliglu gibi hemodinamik yetersizlik
durumlarinda infarkt tehlikesi s6z konusudur (Kutluk, 2004).

Serebral iskeminin patofizyolojisi ve tedavisinin sistematik olarak
incelenmesinde kontrollli, tekrarlanabilir ve kraniektomi gerektiren ya da
gerektirmeyen, cesitli serebral iskemi hayvan modelleri gelistirilmistir. Bu
modeller Iskemik Inme Modelleri olarak da tanimlanmaktadir (Traystman,
2003; Durukan & Tatlisumak, 2007). Insanlarda iskemik inmenin
nedenlerinin, anatomik vyerlesimlerinin ve klinik tablosunun cesitlilik
gbstermesi; histopatolojik, biyokimyasal ve fizyolojik acidan detayl
incelemelerin yapilabilmesi igin invaziv cerrahi islemlerin gerekebilmesi;
iskemik hasarin ilk saniyelerinden itibaren gerceklesen olaylarin kontrolli
olarak yalnizca laboratuvar ortaminda incelenebilmesinin mimkdn olmasi gibi
nedenlerden dolayi, hayvan modellerinden yararlanilmasi dederli ve gerekli
goriulmektedir (Ginsberg & Busto, 1989).
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Bu hayvan modelleri gecici ve/veya kalici fokal ve global olmak Uzere
baslica iki grupta incelenmektedir. Fokal modeller arasinda proksimal ya da
distal orta serebral arterin okllizyonu; tromboembolik model; endotelin
modeli; fototromboz modeli ve serebral ven6z tromboz modeli gibi érnekler
yer almaktadir. Global modellerde ise 6zellikle ana karotis ve/veya vertebral
arterlerin okllzyonlari yapilmaktadir. Ancak iskemik inme klinigi ile hayvan
modelleri arasinda, tedavide kullanilan ajanlarin insanlarda beklenen etkiyi
gbstermemesinin 6nemli nedeni olan gesitli farkhliklar bulunmaktadir. Hayvan
iskemi modellerinde, fizyolojik degiskenlerin ve tedavinin kontrolli olarak
izlenebildigi homojen kosullar olusturularak, risk faktorleri bulunmayan, geng
ve genetik yapilari uniform olan hayvanlarla calisiimaktadir. Erken donemde
histolojik analizler yapilabilmesi mimkindir. Insanlarda ise inme heterojen
yapida olup, risk faktorleri ve eslik eden baska patolojileri bulunan, ézellikle
yash hastalarda gérilmektedir. Bununla birlikte, hastalarda iskemik hasarin
baylkliga ve dagihmlar farklihk gosterebilmektedir. Acil servise basvuru
zamani blUyudk 6nem tasimaktadir. Tedavinin etkileri ancak ge¢ ddnemde
dederlendirilebilir ve klinik skalalardan daha direkt bir yontem genellikle
kullanilamamaktadir (Kutluk, 2004).

Vaskuller sistem ile iligkili patolojik slreglerin neden oldugu
Serebrovaskiiler Hastaliklar genis bir beyin hastaliklari grubudur. Ozellikle
gelismis Ulkelerde major 6lUm nedenlerinden biridir; nérolojik morbiditenin
en sik nedenidir. U¢ ana patojenik mekanizma sdz konusudur: (1) Trombotik
tikanma, (2) embolik tikanma ve (3) damar yirtiimasidir. "Inme" (strok),
belirtiler akut olarak ortaya ciktiginda, bu durumlarin timu icin kullanilan
klinik bir tanimlamadir (Tuzlali, Gillioglu, Cevikbas, 2014, syf 814).

Diinya Saglik Orgiti'niin tanimina goére Inme; vaskiler neden disinda
gbérundrde baska bir neden olmaksizin, aniden yerlesip, fokal (veya global)
serebral fonksiyon kaybina yol acan, 24 saat veya daha uzun slrebildigi gibi
O6limle de sonucglanabilen klinik bir durumdur. Ancak bu inme taniminin
kullanimina, Uluslararasi glncel klavuzlarda son verilmistir. Modern beyin
géruntileme teknikleri kullanimiyla elde edilen verilere dayanilarak, serebral
infarktls icin 24 saate dahil edilme kriterinin dogruyu yansitmadigi
belirtilmektedir, c¢linkl kalict hasar cok daha erken gergeklesebilmektedir
(Sacco vd., 2013). Ayrica MSS iskemisi olan hastalarin tedavisinin ise,
yalnizca infarkt gelisip gelismedigine goére dedil, dogrudan nedene
yonlendirilmesi  gerektigi; infarktislin lokasyonu ve bayUkligindn,
uygulanacak tedavinin seciminde dikkate alinacak bir degisken oldugu ileri
surulmektedir (Sacco vd., 2013).

Diinya Sadlik Orgiiti tarafindan inme ile iligkili 2012 yilina ait 6lamlerin
6,7 milyon oldugu aciklanmistir (World Health Organization, 2014). Olim
nedenleri arasinda kalp hastaliklari ve kanserden sonra UglnclU sirada yer
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almakta; inme sonrasinda hastalarin %15-30u kalici sekel ile ve yaklasik %
20’si ise bakima muhtag halde yasamini strdirmek durumunda kalmaktadir
(Rosamond vd., 2007). Bu durumun neden oldugu 6énemli dlglideki ekonomik
ylike ragmen glnimizde akut iskemik inmeye karsi etkinligi kanitlanmis
olan uygulama, erken tromboliz (doku plazminojen aktivatdrt; tPA) islemidir.
Uygulanan gincel tedavilerin ¢ogu son felcin komplikasyonlarini azaltmak
veya tekrarini engellemek amaciyla tasarlanmistir. Bununla birlikte bu alanda
yapilan ¢ok sayida arastirma calismalarindan basari saglanamamistir.

Klinikte serebrovaskiler olay sonucu acil servise basvuran ve
kontrastsiz beyin tomografi gorintilemede hemoraji gbzlenmeyen hastalar
Akut Iskemik Inme tanisi almaktadir ve bu hastalara tikali damari agma
(rekanalizasyon) islemleri uygulanmaktadir. Hastalarin durumlar ve
kontraendikasyonlari dogrultusunda uygun goérilen islemler intravendz
tromboliz (rtPA), endovaskller tedavi ya da her ikisi seklinde olmaktadir
(Sekil 2.7). Bu islemler sonrasinda gerekli gorildiglu hallerde hastalara
intraven6z Mannitol ve sodyum takviyesi yapiimaktadir.

‘ AKUT iSKEMIK iNME ’

[ I |
4,5saaticinde Intravendztedavi igin Anteriorsirkiilasyon 4,5-6 saat
kontraendikasyonyoksa kontraendikasyon varsa Posterior sirkiilasyon 4,5-8 saat

Intraveniz Tedavi Sadece Endovaskiiler Tedavi Sadece Endovaskiiler Tedavi
[ | ]
Belirgin klinik diizelme var Belirgin klinik diizelme yok,
(NIHSS>8p) 40 dakika iginde

Sadece Intraveniz Tedavi { Endovaskiiler Tedavi

Sekil 2.7. Klinikte akut iskemik inme tanisina uygulanan protokol.

Akut iskemik inmede, yeterli diizeyde kanlanma saglanamadigi icin besin
ve oksijenden yoksun kalan serebral ve sistemik dokularda olusan hasarin
siddeti ve 6dem olusma riski, rekanalizasyonla birlikte reperflizyon stlirecinde
daha da artmaktadir; bu durum koétld prognoz ile sonuglanabilmektedir.
Bunun disinda, hastalara, olusan hasara ve noéroinflamasyona Kkarsi,
rekanalizasyon islemi &éncesinde ya da sirasinda uygulanan, Beyin Krizi
Protokolli ve Ulusal ve Uluslararasi (Tirk Beyin Damar Hastaligi Dernedi ve
American Hearth Association) Klavuzlar dahilinde etkinligi kanitlanmis hali
hazirda herhangi bir ilag tedavisi ve medikal inflizyon uygulanmamaktadir.
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Akut Iskemik inmede, olayin hangi arteriyel alanda gelistiginin
saptanmasi oldukca o6nemlidir; bununla ilgili gesitli inme topografilerinin
oldugu belirtiimektedir (Kumral, 2001). Karotis alani infarktlari bunlardan
biridir. Her iki karotiste gelisen aterosklerotik lezyonlar veya diseksiyonlardan
sonra, akut olarak ipsilateral hemisferde infarktlar meydana gelmektedir.
Karotisin tam tikanmasinda, ayni hemisferde % 80 oraninda infarkt olustugu
belirtiimektedir. Burada en o6nemli etken, pial-pial (Orta serebral arter-
Anterior serebral arter arasi, Orta serebral arter- Posterior serebral arter
arasi) ve Willis kollateral dolagiminin mevcut olup olmamasidir. Tikanma veya
embolizasyon sonucu, gegiciden kaliciya kadar dedisen noérolojik bozukluklar
ortaya ciktigi vurgulanmaktadir (Kumral, 2001).

2.3.2. Serebral Iskemi Patofizyolojisi

Beyin dokusu bazi koruyucu mekanizmalara sahiptir. Bunlardan biri,
MSS icerisine hicre ve makromolekillerin hareketinin engellenmesi ya da
kisitlandiriimasidir. Bir digeri, beyni koruma ve destekleme gorevi olan
endoteliyal hucreler, mikroglialar, astrositler ve oligodendrositler gibi kendi
immun-dlzenleyici hlcrelere sahip olmasidir (Gendelman, 2002). Vicutta
her dokunun hasara yaniti ve hasara karsi korunma yetenedi birbirinden
farkh olmakla birlikte, dokusunu olusturan htcrelerin membran lipidlerince
zengin olusu, noéronlarin membran/sitoplazma oranlarinin diger hicrelere
gbre daha bilyuk olusu, oksidatif metabolik aktivitenin yuksek ancak
antioksidan enzim aktivitelerinin distk olmasi gibi nedenlerden dolayi, beyin
dokusu iskemi ve oksidatif hasara karsi oldukca hassastir ve korunma ihtiyaci
diger dokulardan daha fazladir. Néronlar, iskemik kosullara karsi en duyarli
hiicrelerdir ve bu sirecte yapisal dedisikliklere ugrarlar. Ornedin, hipokampus
noéronlarinda golgi ve endoplazmik retikulum sayillarinda azalmalar,
poliribozomlarda ayrilmalar, mitokondrilerde gecici siskinlikler, ani ve yogun
hicre 6liumleri meydana gelmektedir.

Beyin dokusunda, serebral kan akisinin kritik esik dederin altina
dismesi sonucu olusan iskemi ve bunu takiben reperflizyon sirasindaki hasar
slirecinde mitokondri disfonksiyonu ve ATP (retiminin yetersizligi, sitozolik ve
mitokondriyel Ca*? artisi ve bununla birlikte hiicrede cesitli enzimlerin asiri
dizeyde aktivasyonu, oksidatif ve nitrosatif stres, endotel disfonksiyonu,
bozulan KBB permeabilitesi gibi nedenlerle, MSS'ye immun hicrelerin
transendoteliyal gécl, asir immun-yanit gibi olaylar, dokuda yapisal ve geri
donisimslz fonksiyon bozukluklarina neden olmaktadir (Sener & Yegen,
2009; Gobel vd., 2011; Durukan & Tatlisumak, 2007) (Tablo 2.2). Serebral
iskemide gerceklesen bu patofizyolojik olaylardan higbiri, kendi sirasi gelince
oraya cikip cizgisel bir progresyon gdstererek sona ermez. Mekanizmalar ardi
sira ya da ayni anda geliserek karmasik interaksiyonlar gdstermektedir.
Bunlardan bazilari iskemik dokuyu korurken, bazilari olusan hasari daha da
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adirlastirmaktadir. Ayni olay bile, erken ya da geg donemde ortaya cikisina
gbre, iskemik néronlar tzerine zit etki gésterebilmektedir (Kutluk, 2004).

Iskeminin ilk dakikalari icerisinde hizla ve énce glial hiicrelerden
baslamak Uzere, hicre ici enerji mekanizmalari bozulur. Na*/K*-ATPaz ve
iyon pompalarinin islevlerinde aksamalar meydana gelir (Durukan &
Tatlisumak, 2007) (Sekil 2.9). N-metil-D-aspartat (NMDA) tipi glutamat
reseptorlerinin etkilenmesi ile hizla eksitatér amino asitler salinir ve
ekstraseliler Ca*™? hiicre icine girer. NMDA reseptérleri néronlar ve 6zellikle
endoteliyal Nitrik Oksit Sentaz aktivitesini uyararak nitrik oksit (NO)
salinimini artirir. Ayrica serbest radikaller, serbest yag asitleri, sitokinler,
peroksinitrit ve laktat dlzeylerinde artis goraltr. Glial hicreler bu maddeleri
ekstraselller bosluktan temizlemeye calisirken kendileri sismeye baslar. Bu
erken olusum sitotoksik édemdir. Artan NO ve benzeri molekullerin etkisi
sonucu, endotel hicreleri arasinda badlantilar c¢o6zilir ve plazma
ekstraselller araliga sizar; daha sonra gelisen bu durum vazojenik édemdir.
Iskemik beyin 6demi hasarli bélgede 6zellikle penumbra alaninda
mikrodolasimda kompresyona yol acgar; perifokal bélgede doku basinci artar
ve kan dolasimi azalir (Kumral, 2001). Endoteliyal sisme, kan damarinin ig
capinin daralmasina yol acarak, iskemi baslangicinda dakikalar ve saatler
icerisinde ciddi bir enerji yetersizligine neden olabilir (Glltirk vd., 2007).
Odem ileri derecede oldugunda intrakraniyal basing (IKB) yikselir. Cok ileri
dizeylerdeki 6dem, herniasyon ve beyin sapi kanamalarina yol acgarak
mortaliteyi etkiler (Kumral, 2001; Kempski & Volk, 1994).
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Sekil 2.8. Serebral damar okliizyonu ve reperflizyondan sonra gerceklesen temel olaylar
(Durukan & Tatlisumak, 2007).

iy No-reflow Fenomem_|
— Kan Akisinin ——» Kan-Beyin Bannyerr———  Likosit Gégii
Rediiksiyonu T Yikum ve Odem
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Tablo 2.2. MSS iskemik Hasarina Katilan Siiregler (del Zoppo, 2010).

Metabolik Olaylar

Serbest Radikallerin Olusumu
(NO Olusumu; Protein Oksidasyonu; Lipid Peroksidasyonu)

Néronlarin Gelisen Enfarktiis ve Peri-infarkt Alandaki Depolarizasyonu
(Laktik asidoz; Ca*? aracili hiicre 8limii; Ca*? atilim mekanizma yetmezIi§i;
Sitozolik Ca*? artisi)

Lipolitik Yolaklarin Aktivasyonu

Protein Fosforilasyonundaki Degisimler

Glukoz Metabolizmasinin Baskilanmasi ile ATP Depolarinin Tikenmesi

Mitokondriyal Disfonksiyon

Proteoliz

Protein Sentezi

Hiicresel Olaylar (Akut)

Hlcre Sinyal Yolaklarinin Aktivasyonu

Endoteliyal Hiicre Matriks-Adezyon Reseptdr Ekspresyonunda Azalma

Astrosit Matriks-Adezyon Reseptér Ekspresyonunda Azalma

Astrositik Ug-Ayaklarin Vaskiler Bazal Lamina Matriksinden Ayrilmasi

VaskUler Bazal Lamina Matriks Bilesenlerinin Degredasyonu

Matriks Proteaz Ekspresyonu
(Matriksmetalloproteinaz; Katepsin; Heparanaz; Serin proteazlar)

Mikrovaskuler Permeabilite Artisi

Astrositik Sisme

Noéronal Sisme

Noronlardan Glutamat Salinimi

Néronlarin Gelisen Enfarktiis ve Peri-Infarkt Alanindaki Depolarizasyonu

Sitokinlerin Ekspresyonlari

Platelet Aktive Edici Faktdrin Olusumu

Inflamasyonun Ortaya Cikmasi ve Aktivasyonu

(Endoteliyal hiicre |6kosit adezyon reseptérlerinin aktivasyonu; PMN l6kositlerin
ve monositlerin aktivasyonu; PMN |6kositlerin adezyonu ve transmigrasyonu;
Platelet aktivasyonu)

Mikroglial Hlicre Aktivasyonu, Sekil Dedisimleri ve Migrasyonu

Doku Hasari

Odem Olusumu

Hlcresel Sisme

iskemik Alanlarda Fokal "no-reflow"

Mikrovaskiler Permeabilitenin Artisi

Kapiller Tomurcuk Olusumu ile Anjiyogenez

Hicre Olim

Hemorajik Transformasyon

Akiskanlasma ve Kavitasyon
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2.3.3. Serebral iskemi ve Inflamasyon

Inflamasyon, dodal ve adaptif immuniteye ait mekanizmalarin birlikte
yer aldigi bir immun reaksiyon olup, hiicre hasarini baslatan zararl etkenlerin
azaltilarak, yok edilerek veya ndtralize edilerek ortamdan uzaklastiriimaya
calisildigi; bu etkenler sebebiyle hasara ugrayan hicre ile dokularin onarim
ve temizlenme sirecinin baslatildigi koruyucu bir yanittir (Kumar, Abbas &
Aster, 2014). Néroinflamasyon ise enfeksiyon, travma ve iskemi gibi
eksternal yolla uyarilan beyin hasarindan, yaslanma ve metabolik anomalileri
iceren sistemik degisikliklere kadar cesitli inflamatuar uyaranlara yanit olarak
beyin dokusunda gerceklesen molekiler ve hicresel degisiklikleri
kapsamaktadir (Cai, 2013).

Inflamasyon siirecinde gérev alan hiicreler ve mediyatérler, normalde
yalnizca zararli uyaranlara yanit vermek igin kisa sireli olarak aktive olurlar;
uyaran uzaklastirildigi zaman inaktive olmalari ya da parcalanmalari
saglanarak yanit kontrol altinda tutulmaya calisilir. Ancak bu inflamatuar
reaksiyonlarin siddetli olmasi veya uzun surmesi halinde, bazi kronik
enfeksiyon ve inflamatuar hastaliklarda oldugu gibi, kendi inflamatuar yaniti
dokuya daha fazla zarar verebilmektedir (Kumar vd., 2014; Uyar, 2009).

KBB ndro-immun eksenin integral kismi olup (Banks & Erickson, 2010);
beyin homeostazini korur ve dizenler; sistemik dolasimdaki dalgalanmalari
dengeler. Menenjit, Multiple Skleroz, Alzheimer ve Parkinson Hastaligi,
Epilepsi ve Inme gibi MSS ile iliskili pek cok hastaligin, fonksiyonel bozukluga
yol acan KBB yikimi ile iliskili oldugu disltnilmektedir. KBB yikimi ile iliskili
mekanizmalar her ne kadar multi-faktériyel olsa da, inflamasyon genellikle
pre-dominant bir role sahiptir (Witt & Sandoval, 2014).

Post-iskemik néroinflamasyon aracili KBB yikimi, ilerleyici ve interaktif
bir slrectir. Bu sureg, serebral ve periferal hilcrelerden kaynaklanan
sitokinler gibi pro-inflamatuar mediyatérlerin ekspresyonuna, salinimina ve
aktivasyonuna baghdir (Amantea vd. 2014).

Sitokinler, hedef hlicrelerin aktivitelerini dlizenleyen polipeptid, protein
ve/veya glikoprotein yapida immuinomodulatérler olarak tanimlanan,
pikomolar veya nanomolar konsantrasyonlarda etki gdsterebilen kiguk sinyal
molekdlleridir (Ramesh, MaclLean & Philipp, 2013; Dembic, 2015). Hedef
hicrelerdeki kendilerine ait spesifik ligandlara baglan sitokinler, sinyal
transdiksiyonu ve ikinci haberci sinyal iletimi yoluyla hematopoezin
dlizenlenmesi, hlcre bélinmesi ve farklilasmasinin kontrolid, kemik
formasyonu ve hicresel metabolizmanin dizenlenmesi gibi fizyolojik
olaylarda; dzellikle immun ve inflamatuvar cevabin etkin mekanizmalarinin
bldyuk bir cogunlugunda 6nemli rol oynarlar.
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Oksidatif stres; mikroglia, l6kositler ve ndrovaskuler birimin beyinde
yerlesik hucreleri tarafindan proteaz salinimi ve inflamatuar sitokin tretiminin
temel bir uyaricisidir. Deneysel arastirmalarda, inme ile iligkili KBB yikiminda
roli olan anahtar patolojik mekanizmanin, ¢ogunlukla erken artis gosteren
sitokinler, I6kositlerin dolasima salinimi, hasar géren serebrovaskiler sisteme
I6kositlerin  adezyonu ve beyne infiltrasyonu, proteazlarin salinmi ve
aktivasyonu vasitasiyla gerceklesen noéroinflamasyon-aracili ekstraselller
matriks proteolizi oldugu 6ne sirilmektedir (Lo, Wang & Cuzner, 2002).
Baskin bir rol oynayan bu I6kosit-mikrodamar etkilesimleri ve iskemik beyine
l6kositlerin infiltrasyonu ile salinan serbest radikaller, sitokinler, kemokinler,
lipid-tUrevi mediyatérler, histamin, bradikinin, serotonin ve proteazlar édem,
mikrovaskuller permeabilizasyon ve hemorajik transformasyon ile sonuglanan
sekonder ndrodejenerasyona aracilik etmektedir (Acosta, Tajiri, Hoover,
Kaneko & Borlongan, 2015; Lo vd., 2002).

Kisaca, oldukga komplike bir slire¢ olan néroinflamasyonda néronlar,
mikrogliyalar, astrositler, |6kositler ve serebrovaskuller endotel hlcreleri gibi
cesitli hicre tiplerinde, ayrica ilgili reseptdérler ve hicresel adezyon
molekdlleri gibi c¢esitli faktorlerde farklilasmalar ve/veya aktivasyonlar
meydana gelerek, baslangicta noérotoksik olan ortam ilerleyen sureclerde
noéroprotektif bir ortam haline doénustirilmeye calisiimaktadir (Lakhan,
Kirchgessner & Hofer, 2009). Olusan norotoksisitenin blytkligld bu noktada
onem tasimaktadir. Bu nedenle, ndrotoksik etkiye neden olan faktdrlerin
erken dénemde tespitinin ve kontrol altina alinabilmesinin, tedavi slirecinde
onemli katkilar saglayacagi agiktir.

2.3.3.1. Miyeloperoksidaz

Miyeloperoksidaz (MPO), 140 kDa molekil agirligina sahip hem-igeren,
homodimer yapida, gulcli pro-inflamatuar ve pro-oksidatif 6zellikleri ile
karakterize, mikrobisidal bir enzimdir; hidrojen peroksit oksidorediktaz (EC
1.11.1.7) olarak siniflandiriimistir (Ray & Katyal, 2016). MPO glikolize yapida,
arjinince zengin, oldukca katyonik bir hemoproteindir (pI>10) ve negatif
yUkli kompleks molekillere badlanabilir (Ray & Katyal, 2016). Her bir
monomeri, bir agir (55-64 kDa; 466 amino asit) ve bir hafif (10-15 kDa;
108 amino asit) alt Uniteden meydana gelir; 5 a-heliks yapisindan olusan
merkezi bir ¢ekirdek ve kovalent bagl bir hem grubu icerir (Lau & Baldus,
2006). MPO aktivitesi icin optimum pH 5.5'tir, ancak yluksek hidrojen peroksit
(H20,) ve tirozin konsantrasyonlarinda genis bir pH araliginda aktif kalabildigi
belirtilmistir (Ray & Katyal, 2016).

Insan polimorfoniikleer nétrofillerinde (PMN) bulunan en bol miktardaki
proteinlerden biri olan MPO, hlcre toplam proteinin % 5'ini olusturur; ayrica
monositler, makrofajlar ve mikroglialar tarafindan da eksprese edilir (Lau &
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Baldus, 2006). Enzim, PMN ve monositlerin azurofilik grandllerinde depolanir;
notrofil aktivasyonu Uzerine ekstraselliler bosluga ya da fagozom igerisine
salinir (Faurschou & Borregaard, 2003). MPO, NADPH oksidaz tarafindan
olusturulan H,0, ile reaksiyona girerek, bu oksidanin toksik potansiyelini
arttirnir. H,0,-MPO sistemi klorlr, tirozin ve nitritin oksidasyonu yoluyla
mikroorganizmalarin membran yulzeylerine zarar verebilen hipokloréz asit
(HOCI), diger klorinasyon urinleri, tirozin radikalleri ve reaktif azot ara
drdnlerinin  olusumunu indldkler (Faurschou & Borregaard, 2003). MPO
kaynakli bu oksidanlar, enzimin katalitik aktivitesi aracihidiyla, doku hasarina
neden olan hlicresel disfonksiyonu tetikler.

HOCI, beyinde MPO tarafindan uretilen stabil fakat ylksek dizeyde
reaktif, nérotoksik bir oksidan molekildir (Ray & Katyal, 2016). HOCI, H,0;
ve 0, (slUperoksit radikali) ile reaksiyona girerek, sirasiyla, oldukca reaktif
olan singlet oksijen ve hidroksil radikalini verir; bunun yani sira nitritle
reaksiyona girerek, reaktif nitril klorid olusturur. Boylece daha genis dlgiude
doku hasarlarina neden olabilir. YUksek kimyasal reaktivitesinin yani sira,
plazma membranlarindan difiize olarak Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrojenaz,
Laktat Dehidrojenaz, Kreatin Kinaz, Hekzokinaz gibi gesitli hiicre ici enzimleri
inaktive edebildigi; ATP ve NAD kaybi, laktat olusumunun ve O, tiketiminin
inhibisyonu gibi etkiler goésterdigi bildirilmistir (Schraufstatter vd., 1990).
Cesitli noéropatolojik kosullar altinda, ©6nemli miktarlardaki toksik HOCI,
surekli olarak periferal |6kositler ve yerlesik makrofaj/mikroglialardan
salinarak, beyin parenkimine difliize olmaktadir.

Hem damar duvarn ile yakin etkilesimleri hem de subendoteliyal bosluk
boyunca dagdilimi  nedeniyle, vaskller hastaliklarda serbest MPQO'nun
proinflamatuar 6zellikleri 6nemli goérilmektedir. Damar duvarinda HOCI ve
NO,  gibi MPO-kaynakli reaktif oksijen tirleri, NO'nun katalitik tdketimi
araciligiyla gercgeklesen endoteliyal disfonksiyon ve ayni zamanda MPQO'nun
sitokin benzeri 6zellikleri, bu enzimin kardiyovaskiler olaylarla yakin
iliskisinden sorumlu tutulmaktadir. MPO'nun, oksidatif etkisi UGzerinden
yalnizca damar duvari hasari olusturmayip, ayni zamanda lokal vaskller
redoks durumunda ve hicresel sinyal mekanizmalarinda 6nemli dedisikliklere
yol actigi, boylece vaskiler inflamatuar hastaliklarin fenotipi ile iliskili oldugu
belirtilmektedir (Lau & Baldus, 2006).

2.3.3.2. Tumor Nekroz Faktor Alfa

Iskemik inme sirasinda, lezyon bdlgesindeki iskemik c¢ekirdekten
penumbra alanina, lokal dokunun hasarina neden olabilen ve pro-inflamatuar
yanitl artiran, cgesitli hasar-iliskili molekuller salinmaktadir (Zhao vd., 2015a).
Bu molekillerden biri olan Tumoér nekroz faktér (TNF, TNF-a) cesitli biyolojik
aktiviteler gosteren pleotropik pro-inflamatuar bir sitokindir. T-hlicre reseptor
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aktivasyonu, lipopolisakkarit, ultraviyole isinlar ve viral enfeksiyonlar gibi
aktive edici uyarilara yanitta, cesitli immun sistem iliskili hicreler tarafindan
Uretilmektedir. Dustk TNF dlzeylerinin, metabolik ekzitotoksik hasarlari
takiben gerceklesen ndronal oluimleri 6nledigi, astrositlerin ve ndéronal
progenitér hicrelerin proliferasyonunu indukleyerek, MSS'de hasar gbéren
dokunun tamirinde ve rejenerasyonunda kritik bir dneme sahip oldugu
belirtilmektedir (Wang, Czura & Tracey, 2003).

TNF ekspresyonu siki kontrol altindadir ancak gesitli sistemik inflamatuar
hastaliklarda kontrolsiiz diizeyde sentezlendigi belirtiimektedir. Yiksek TNF
dizeylerinin hasara yaniti aktive ettigi; hipotansiyona, diffiiz koagllasyona
ve doku hasarina aracilik ettigi bildirilmektedir (Wang vd., 2003).

Beyindeki TNF-a duzeylerinin, beyin hasari ya da iskemi sonrasinda,
ayrica norodejeneratif hastaliklari olan kisilerde artis gosterdigi ve bu artisin
blylk oranda aktive edilmis mikroglialardan kaynaklandigi disiinilmektedir.
Fare beyin mikrovaskuler endoteliyal hlcrelerinin mikroglialar ile ko-kultdre
edildigi bir in vitro calismada, beyin hasarina ya da néroinflamasyona yanit
olarak, aktive mikroglialardan salinan TNF-a dizeylerindeki artisin, KBB
yikimini indikledigi ve ilerlettigi ileri strtlmuastir (Nishioku vd., 2010).

TNF'nin, bir blyiime faktéri oldugu belirtilen Interlékin-15 (IL-15)'in
post-translasyonal sirecini hizlandirdigi yoninde bilgiler mevcuttur (Pan, Yu,
Hsuchou, Khan & Kastin, 2009; Pan vd., 2013).

2.3.3.3. Interl6kin-15

Interl6kin-15 (IL-15), immun sistemde ve disinda cesitli etkiler
gbsteren noéroprotektif bir sitokin olarak tanimlanmaktadir (Patidar, Yadav &
Dalai, 2016). Insanlarda IL-15 geninin serebellum, hipokampiis, plasenta,
iskelet kasi, bdbrek, akciger, karaciger ve pankreas dokularinda; diger
sitokinlerden farkli olarak T hicreleri haric olmak Uzere; monositler,
makrofajlar, dendritik hlcreler, epiteliyal ve iskelet kasi hucreleri gibi pek ¢ok
hicre tipinde IL-15 gen ekpresyonunun gergeklestigi belirtiimektedir (Patidar
vd., 2016). Yapilan galismalarda IL-15'in beyinde 6zellikle ndéronlardan; glial
hicrelerden ise inflamatuar yaniti takiben donidsime udradiklarinda ya da
aktive olduklarinda, IL-15 eksprese ettigi yoninde veriler bulunmaktadir
(Gomez-Nicola, Valle-argos, Pita-Thomas & Nieto-Sampedro, 2008).

Interlékin-15'in pro-apoptotik faktdrlerin down-regiilasyonu ve anti-
apoptotik faktorlerin ise up-reglilasyonu yoluyla apoptozu 6nledigi, immun
sistemle iliskili gesitli hlcrelerin homestazi, gelisimleri ve fonksiyonlarinda
gerekli oldugu belirtilmektedir (Patidar vd., 2016). IL-15 ayni zamanda
noérogenez, proliferasyon, farklilasma ve ndronlarin kendilerini yenilemeleri,
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notrofil aktivasyonu gibi slireclerde de dnemli rol oynamaktadir. Arastirmalar
IL-15'in, TNF sinyalini artiran ve dizenleyen yeni bir mediyatér oldugunu
ortaya koymaktadir (Pan vd., 2009; Pan vd., 2013). Ancak MSS'deki roll ile
ilgili henlz yeterli bir bilgi bulunmamaktadir (Ransohoff & Benveniste, 2006).

2.3.3.4. Interlokin-35

Interlékin-35 (IL-35), 2007 vyilinda anti-inflamatuar ve immun-
baskilayici 6zellikler tasidigi belirtilen, yeni bir sitokin olarak tanimlanmistir.
Kodlayan gen transkripsiyonunun proinflamatuar sitokinler ile aktive edilen
monositlerde, vaskiler endoteliyal hilcrelerde ve diz kas hilcrelerinde
gerceklestigi bildirilmektedir (Banchereau, Pascual & O’'Garra, 2012).

Baslangicta IL-35'in yalnizca regllator T hiicreleri tarafindan Gretildigi
disinmiustur, ancak daha sonraki calismalarda, IL-35 Ureten ve iTr35 olarak
adlandirilan yeni bir T hicre popllasyonunun gelisimini indlkledigi
gbsterilmistir (Sun, He, Nair, Yeung & Egwuagu, 2015). Son yillarda yapilan
bazi calismalarda, B hicrelerinin de IL-35 Ureterek 6zellikle otoimmun ve
enfeksiydéz hastaliklarda duzenleyici bir fonksiyon gdésterdikleri (Sun vd.,
2015) ve IL-35'in cesitli hastaliklarda immunmodilatér olarak rol oynadidi
bildirilmektedir (Vignali & Kuchroo, 2014).

Literatlirde, iskemik inme hastalarinda, IL-35 dlizeylerine dair herhangi
bir bilgi yer almamaktadir.

2.3.4. Serebral Hasar ve Progranulin

Yaklasik 6 kDa molekll agirhginda peptidler olan Granulinler, ylksek
oranda korunmus, sistein iceren bir yapisal motife sahiptirler (Bateman &
Bennett, 1998; Ong & Bateman, 2003). Bilinen butlin memeli granulinlerinin,
593 amino asitten olusan, yaklasik 68.5 kDa agirliginda, glikoprotein yapida
bir biyume faktérli olan ve Progranulin (PGRN) olarak adlandirilan, ortak
oncill bir molekilden meydana geldigi belirtiimektedir (Ghidoni, Paterlini &
Benussi, 2012; Priyanka vd., 2013).

Progranulin gen ekspresyonunun, memelilerde ve kemirgenlerde beyin,
dalak, plasenta, over, epididim, adrenal bez, akciger, karaciger, kalp, iskelet
kasi, adipoz doku gibi cesitli organ ve dokularda gergeklestigi bilinmektedir
(Jian, Konopka, Liu, 2013; Daniel vd., 2000).

Yapilan cesitli calismalarla embriyogenez, yara iyilesmesi, kanser ve
inflamasyon gibi slreclerde rol oynadigi gosterilen PGRN’nin (He, Ong,
Halper, Bateman, 2003; Jian vd., 2013; Gbébel vd., 2013), gucli nérotropik
ve anti-inflamatuar 06zelliklere sahip oldugu, cesitli hasar tilrlerinde
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noroprotektif etki gosterdigi ve KBB'nin gelisiminde rol oynayan bazi
yolaklarla iliskili olduguna dair bulgular elde edilmistir (Jian vd., 2013;
Jackman vd., 2013; Gass vd., 2012). inflamasyonla iliskili olarak, PGRN'nin
makrofajik hicrelerde, TNF-a ve IL-1B gibi bazi sitokinlerin ekspresyonlarini
artirdigi yoninde bilgiler mevcuttur (Okura vd., 2010).

Endojen PGRN eksikliginin serebral mikrodamarlarin yapi ve islevlerinde
degisikliklere neden oldugunu ve beynin KBB yikimina olan hassasiyetini
artirdigini destekleyen calismalar bulunmaktadir. Ornegin; PGRN knock-out
farelerde yapilan bir orta serebral arter oklizyonu calismasinda, farelerin
iskemik beyin hasarina karsi ylksek hassasiyet gésterdikleri gézlemlenmistir
(Jackman vd., 2013). Ayni calismada, farelerde iskemik bdlgedeki hemoraji
alaninda, kontrol grubuna goére 6nemli Olglide artis oldugu; endoteliyal
baglanti komplekslerinin morfolojisinde belirgin degisimler meydana geldigi;
siki baglanti yariklarinin gelisimsel olarak daha kisa oldugu ve bu durumun
siki baglantilar araciligiyla saglanan fiziksel bariyerin blylkliglinde azalma
ile sonuglandigi bildirilmistir.

Son yillarda, PGRN'nin serebral hasar ile iliskisine yoénelik calismalara
agirhk verilmistir, ancak inme slirecindeki roli ve etki mekanizmasi heniiz
aciga kavusturulamamistir.

2.3.5. Serebral Hasar ve Noron Spesifik Enolaz

Enolaz (2-fosfo-D-gliserat hidrolaz) (EC 4.2.1.11), glikolitik yolakta 2-
fosfo-D-gliseratin fosfoenolpiruvata dehidrasyonunu katalizleyen, sitozolik bir
metalloenzimdir. Omurgalilarda enolazin farkli genlerden eksprese edilen 3
izoenzimi bulunmaktadir; enolaz o yaygin bulunan formudur; enolaz f
kaslara ve enolaz vy ise ndronlara spesifiktir. Bilinen tim o6karyotik enolazlar
dimerik yapidadir (Isgro, Bottoni & Scatena, 2015).

Beyinde, Non-Néronal Enolaz (NNE; aa-dimer) ve Noéron-Spesifik Enolaz
(NSE; yy- ve ay-dimer) izoenzimlerinin ekspresyonlari gergeklestiriimektedir.
NNE'nin, immunositokimyasal calismalar sonucunda, sinir dokusunda glial
lokalizasyon gosterdigi saptanmistir ve bu nedenle non-néronal (néronal
olmayan) enolaz olarak adlandiriimistir. NSE, her biri 39.000 bagil molekdiler
kltleye sahip iki y-alt biriminden olusan en asidik beyin enolazidir; NNE ise
her biri 43.500 bagil molekdler kitlesi olan iki a-alt biriminden olusan, en az
asidik enolaz izoenzimidir (Marangos, Zis, Clark & Goodwin, 1978). NNE'nin
klorir iyonlarina, Ure ve sicakliga oldukca duyarh oldugu; buna karsin
NSE'nin, klortr-indlklld inaktivasyona karsi daha stabil kaldigi belirtiimektedir
(Isgro vd., 2015).
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Immun-boyama teknikleri kullanilarak yapilan analizlerle, NSE'nin
granul hcreleri, purkinje hicreleri, projeksiyon ndronlari, duyusal ve
otonomik ndronlar gibi ndron tiplerinde bulundugu; ayrica pinealositler, hipofiz
bezinin peptid-salgilayan hicreleri, tiroid parafolikliler hicreleri, adrenal
medulla kromafin htcreleri, Langerhans adaciklari hlicreleri, deride Merkel's
hicreleri, akciger néroendokrin hicreleri ve eritrositler gibi cesitli hiicrelerde
varhgi gosterilmistir (Isgro vd., 2015). Kicik hicreli akciger kanseri ve
noéroblastoma gibi néroendokrin malignitelerin bir belirteci olarak kullaniimasi
nedeniyle, sinir dokularina 6zgulligtne stpheli yaklasiilmaktadir (Sahu, Nag,
Swain & Samaddar, 2017). Malign proliferasyonda NSE ekspresyonunun
arttigi ve serum dlzeylerinin ylkseldigi tespit edilmistir. Bu nedenle ilgili
kanser teshis, evreleme ve tedavisinde dederli bir timor belirteci olarak da
kullanilabilecedi ileri sirtlmektedir. Sitoplazmik bir enzim olmasi; spinal sivi,
serum ve idrar gibi biyolojik sivilarda bulunmasi ve yarilanma émrinin uzun
olmasi gibi nedenlerden dolayi, hiicrelerin turnover ve degisen metabolizmasi
Uzerinden hastaliklarla iliskili diagnostik bilgiler vermesi agisindan, énemli bir
klinik belirteg oldugu vurgulanmaktadir (Isgro vd., 2015).

Serebral doku hasarinin gdstergesi olarak, NSE'nin iskemik inmeyi
takiben ndéronlardan kan dolasimina salindigi bilinmektedir. Akut iskemik
inmeli hastalarda infarkt hacmi ve inmenin siddeti ile NSE dlzeyleri arasinda
pozitif korelasyon oldugu ve iskemik inmenin ilk birkac ginl icinde serum
NSE dlzeylerinin takibinin, erken fonksiyonel nérolojik sonlanim igin prediktif
acidan degerli olabilecegi distnltlmektedir (Zaheer vd., 2013; Oh vd., 2003).
NSE dlizeylerinin hemoraji ve travmatik beyin hasari gibi diger noérolojik
bozukluklarin teshisi ve sonlanim agisindan degerlendiriimesinde yararl bir
biyobelirte¢ olabilecegini bildiren arastirmalar bulunmaktadir (Cunningham
vd., 1996; Cheng, Yuan, Yang, Wang & Liu, 2014).

2.4. Beyinde Klirens Sistemi

Lenfatik sistem, protein homeostazinin korunmasi ve immun sistemin
dizenlenmesinde, gerekli fizyolojik islevleri yerine getiren; interstisyum,
lenfatik damarlar, lenfatik organlar ve gé¢ eden cesitli hiicrelerden olusan bir
sistemdir (Iliff, Goldman & Nedergaard, 2015). Bu sistem ile, interstisyuma
gecen ve kan kapillerine gecemeyen plazma proteinleri ve blylk molekulld
maddeler, blyldk venlere aktarilarak, kan dolasimina geri déndurtlmektedir
(Arifoglu, 2017). Genel olarak, lenf sivisinin dokulardan vendz sisteme
iletilmesi; lenf sivisindan yabanci maddelerin ve bakterilerin fagositozu;
antikor Uretimi, lenfosit Gretimi ve depolanmasi; sindirim sisteminden yag ve
diger besinlerin emilimi gibi islevleri olan lenfatik sistem, vicutta 6zellikle bir
drenaj sistemi olusturmasi bakimindan énem tasimaktadir (Arifoglu, 2017).
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Lenfatik sistem, kardiyovaskiler sistem gibi sivi hareketini saglayan bir
sistem olmasina ragmen, merkezi bir pompaya sahip olmamasi ile farklidir
(Aktimsek, 2015). Bunun yerine, lenf sivisinin lenf nodillerine ve venéz
dolasima akisini etkileyen cesitli faktorler bulunmaktadir. Ornedin; lenf
damarlar etrafindaki cizgili kaslarin kontraksiyonu; kan kapillerinden sizilen
sivinin doku araliklarindaki filtrasyon basincini yukseltmesi; lenf damari
etrafindaki arterlerin pulsasyonu ve baskisi; solunum hareketleri; lenf
damarlarinin acildigi venlerdeki negatif basing ve sempatik etki ile lenf damar
ceperindeki diiz kaslarin kasilmasi, gibi (Arifoglu, 2017).

Beyin dokusu, ylksek metabolik hiz ile karakterize olmasina ve sinaptik
iletim mikrogevresindeki degisikliklere ytksek duyarliigina ragmen, MSS
klasik lenfatik damarlardan yoksundur. Uzun yillar, BOS dolasiminin, MSS'de
Uretilen KBB'den kolaylikla elimine edilemeyen metabolik atiklar igin bir atik
kanal islevi gordtiga kabul edilmistir. 1914 yilinda Weed tarafindan yapilan
bir calismada, ginimiize kadar blylk oranda dedismeden kalmis bir BOS
geri emilim modeli ortaya konulmustur. Bu modele gore BOS, subaraknoid
bosluktan araknoid villuslar vyoluyla dural sinlUslere, kraniyal sinirleri
cevreleyen perinéral bosluklar boyunca boyna ve nazal mukozanin periferal
lenfatik damarlarina gidebilmektedir (Weed, 1914; Iliff vd., 2015). Ayni
calismada, BOS'un serebral venlere veya kapillere kactigina dair herhangi bir
kanit bulunamadigi bildirilmistir.

Yeni arastirmalar, bu uzun zamandir devam eden inancin aksine
beyinde, beyin ylzeyi ile kafatasi arasindaki membranda bulunan venéz
yapilar olan dural sinlslerle iliskili lenfatik damarlarin rol oynadigini
gostermektedir (Iliff vd., 2015). Serebral arterleri gevreleyen perivaskuler
alanlar boyunca, subaraknoid BOS'un beyin interstisyumu igine ve lzerinden
resirklle edildigini; buna karsilik interstisyel ¢6ziinen maddelerin, biyilk
kapasiteli drene eden venleri cevreleyen perivaskiler kanallar boyunca
beyinden temizlendigi belirlenmistir. Perivaskiler BOS resirklilasyonu ve
interstisyel ¢ézunur madde klirensi, kismen astroglial aracilar tarafindan
saglandigindan ve astroglial su kanali akuaporin-4'i gerektirdiginden dolayi,
interstisyel ¢d6zinir madde klirensi icin bu yol Gilenfatik Sistem (Glymphatic
System) olarak adlandinlmistir (Iliff vd., 2015).

Gilenfatik Sistem, MSS'den ¢6zUunur proteinlerin ve metabolitlerin etkili
bir sekilde yok edilmesini kolaylastirmak icin astroglial hlicreler tarafindan
olusturulan, benzersiz bir perivaskdller tlinel sistemini kullanan, 6zellikle uyku
sirasinda aktif olan ve yakin zamanda kesfedilen makroskopik bir atik
temizleme sistemidir. Bu sistem, atik eliminasyonun yani sira glukoz, lipidler,
amino asitler, buylime faktdrleri ve néromodulatdrler gibi cesitli bilesiklerin
beyinde dagihimini kolaylastirmaktadir (Jessen vd., 2015).
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Gilenfatik akisi yénlendiren konvektif kuvvetlerin, sadece hidrostatik
basing farkhliklarindan degdil, ayni zamanda elektrokimyasal, termal ve yer
cekimi ile ilgili gradiyentlerin bir sonucu olarak ortaya ciktigi belirtiimektedir
(Thrane, Thrane, Plog & Nedergaard, 2015). Gilenfatik akisi yénlendirebilecek
diger kuvvetler, BOS ve ISS arasinda var olan biiyiik dogrudan akim ve
degisen kafa pozisyonu ile birlikte yer c¢ekiminin etkilerini kapsamaktadir.
Ayrica, BOS kompartman basincini dlsurerek veya BOS Uretimini
baskilayarak, gilenfatik akisi ve endojen ¢éziinen maddelerin klirensini 6nemli
Olclide azalttigi icin, sirekli BOS salgilanmasi ve BOS basinci dalga bigiminin
de etkili olabilecegi distnidlmektedir (Thrane, 2015).

Son yillarda yapilan bazi galismalarla, gilenfatik modelin su homeostazi
ve beyin 6demindeki roltne iliskin &nceki modellerden olasi farkhhklari
aciklanmaya calisiimistir (Thrane vd., 2015). Buna gdre gilenfatik modelde,
¢bzinen madde ve su akisinin astrosit ug-ayaklari boyunca, konveksiyon
olarak adlandirilan yonelimli blyldk hacimli sivi hareketini kapsadigi
onerilmektedir. Dolayisiyla, gilenfatik akis, paravaskiler bosluktan tuz ve
suya oldukga gecirgen olan astrosit ug-ayak membrani boyunca ilerlemekte
ve beyin interstisyumuna hareket eden bazi itici glglerin ya da gradiyentlerin
net sonucunu yansitmaktadir (6rnegin hidrostatik, ozmotik, elektrostatik gibi)
(Sekil 2.9A). Odem sirasinda gilenfatik modelde, beyne net sivi ve ¢bziinen
madde girisinin vaskller (kan) vyerine, paravaskuler (BOS) kaynakli
olabilecegi; bazi ydnlendirici glglerin su girisini kolaylastirabilecedi veya
disari yonde gilenfatik akisi azaltabilecedi one sirtlmektedir (Sekil 2.9B).
Gilenfatik sistemin beyin 6deminde 6nemli rollere sahip oldugu, diagnostik
goruntileme ve terapdtikler igin yeni hedef yollar agabilecegi diisiiniilmektedir
(Thrane vd., 2015). Ancak gilenfatik sistem ile iliskili mekanizmalar henulz
netlige kavusmamistir.
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Sekil 2.9. Gilenfatik modelin énceki modellerden farkliliklari.

Cozunebilir atiklarin beyinden uzaklastiriimasi ile ilgili, birbiriyle kesisen
cesitli klirens sistemleri tanimlanmistir (Tarasoff-Conway vd., 2015). Bu
sistemler arasinda Degredasyon Klirensi, KBB-Klirensi, BOS Absorbsiyon
Klirensi ISS ve Biiyiik Hacim Akisi Klirensi yer almaktadir (Tablo 2.3).
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Degradasyon Klirensi, proteinlerin ekstraselller ve intraselller
enzimatik degredasyonu ile iliskilidir. ISS proteinlerinin ekstraseliiler
degredasyonu, astrositler gibi hticreler tarafindan salgilanan ve eksprese
edilen proteazlar tarafindan gergeklestiriimektedir. 1SS proteinleri,
noronlarda veya glialarda intraselller olarak vyikilarak, ekstraselller
bosluktan alinabilir. Proteinlerin intraseliler degredasyonu ubikuitin-
proteazom, otofaji-lizozom ve endozom-lizozom vyolaklari aracilidiyla
gerceklesmektedir.

KBB-Klirensi, interstisyel proteinlerin beyin endotelinde lokalize olan
o0zel transport sistemleri aracilidiyla, KBB'den  dogrudan kana
temizlenmesidir.

ISS Bliyiik Hacim Akisi Klirensi, ISS proteinlerinin, BOS atik kanalina
veya perivaskiler bosluga giren blylk hacim akisi aracihidiyla, dogrudan
BOS'a temizlenmesidir; perivaskller drenaj ve gilenfatik vyolaklar
kapsamaktadir (Tarasoff-Conway vd., 2015). Molekll gdginlin, statik bir
substrat icinde molekilin hareketi tarafindan yoénlendirildigi difizyondan
farkh olarak, buyuk hacim akisinin gbégu, sivi substratin kendisinin hareketi
tarafindan yonlendirilir. Blylk hacim akisinin énemli bir 6zelligi, siispanse
partiklllerin gé¢ hizinin yalnizca sivi substrat gécuniu yonlendiren kuvvetler
tarafindan belirlenmesidir. Bu nedenle diftizyondan farkli olarak ¢&zlinen
maddenin hidrodinamik yaricapindan bagimsizdir. Ekstraseliller 6dem Uzerine
yapilan calismalarda, 6édem sivisinin da parenkimden difizyon yerine blyuk
hacim akisi ile yayildigi; kitle etkisi ve iyon transportundaki dizensizlikler
yoluyla meydana getirilen hidrostatik ve ozmotik kuvvetler tarafindan
yonlendirildigi belirtilmistir (Stokum vd., 2016).

BOS Absorbsiyon Klirensi ise proteinlerin beyinden, 1SS'den BOS'a
klirensi takip ederek temizlenmesidir (Tarasoff-Conway vd., 2015).
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Tablo 2.3. Beyindeki Klirens sistemleri (Tarasoff-Conway vd., 2015)

Klirens Sistemini

Klirens Sistemi Kaynak Hedef Etkileyen Faktorler Klirens Yolaklar
. Transporter ekspresyonu ve aktivitesi, Efflux tasiyicilari ve mediyatérieri
KBB Klirensi Interstisyel sivi Kan Ligand aktivitesi ve yarisma, ; 3y 'yato -
b PR Influx tasiyicilari ve mediyatérleri
Vaskdler butinluk
Degradasyon Klirensi
Enzim ekspresyonu ve aktivitesi, Ubikitin-proteazom yoladi
Intraseliler Intraseliler bosluk  Degradasyon LigaRgatinites! veNjgiigma, Otofaji-lizozom yolagi
Intraselller degredasyon yolaklarinin Endozom-lizozom yolagi
baslamasi Proteazlar
Degradasyon/ Enzim ekspresyonu ve aktivitesi, Proteazlar

Ekstraseliler Interstisyel sivi

Hlcresel alim

Ligand afinitesi ve yarisma,
Hicresel alimin aktivasyonu

Glial fagositler

Interstisyel Sivi Biiyiik Hacim Akisi Klirensi

BOS Atik Kanali Interstisyel sivi

BOS atik kanali
(subaraknoid
bosluk, ventrikuller)

Intrinsic interstisyel sivi akis hizi

Interstisyel, BOS atik kanali icerisine
efflux

Perivaskiler Drenaj Interstisyel sivi

Periarteriyal bosluktan
periferal lenfe

Apolipoprotein E €4 aleli,
Immun kompleks depozisyonu,
Arteriyel yas,

Arteriyel pulsasyon (hipopetik)

Kapiler ve arteriyel duvarlarin bazal
membranina ISS disa atimi

Perivaskller

Gilenfatik Interstisyel sivi

Perivendz bosluktan
periferal lenfe veya
ventrikullere

Molektler blyuklik,

Arteriyel pulsasyon,

Aquaporin-4 ekspresyonu-lokalizasyonu,
Uyku

Periarteriyel bosluga BOS ice alimi
Interstisyum icerisinde BOS-ISS degisimi
Perivendz bosluk boyunca BOS-IiSS disa
atimi

BOS Absorbsiyon Klirensi

BOS Uretimi, Araknoid villus btunlagu
Sirkdlatuar BOS Kan Kan-BOS bariyeri transportirlari, Kan-BOS bariyeri disa atimi
Araknoid villus resistansi Transporter ve mediyatorlerin ice alimi
Lenfatik BOS Periferal lenf BOS'un lenfatik absorbsiyonu Per!v?skuler bosluk
Perindral bosluk
Lenfatik Damarlar BOS Lenf Bilinmiyor Meninjeal lenfatik damarlara subaraknoid

BOS
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2.5. Beyin Odemi ve Tipleri

Beyin 6demi, beyin dokusunun volimetrik blylimesine yol acan, beyin
parenkimindeki anormal dizeyde sivi birikimi olarak tanimlanmaktadir
(Klatzo, 1994). Beyin hidromineral dengesi, KBB ve hiicre membranlarindan
sivi alisverislerine dayanmaktadir; parenkimde hicre membranlarindan
ozmotik gradiyentlerle yonlendirilen gift yonlU bir sivi aktarimi s6z konusudur
(Jia, 2016). Bu ozmotik gradiyentlerin, su transportunu saglayan temel gicu
olusturdugu ve regllasyonlarinin ¢ok sayida iyon transportirin koordineli
faaliyetini gerektirdigi belirtilmektedir. Bu transportirlar arasinda 1) Voltaj
kapili Na* ve K* kanallari, Epiteliyal Na* kanallari, Gegici reseptdr potansiyel
kanallari, Ca*™® salinmiyla aktive edilen Ca*™® kanallari; 2) Na'/Cl-ko-
transportirlari, Na*/K*/2CI" ve su ko-transportirlari (NKCC), Na*/H* dedistiriciler
(NHE), Na*/glukoz ko-transportirlari, Glutamat transportirlari (GLT) ve 3)
Na*/K"-bagiml ATPaz yer almaktadir. Bu iyon transportirlarin aktivitelerinde
meydana gelen disfonksiyonlarin, hidromineral homeostazin bozulmasina yol
actigi ve bu durumun iskemik inmede beyin 6édemi olusumunun temelini
olusturdugu ileri strtlmektedir (Jia, 2016).

Sicanlarda iki saat sure ile orta serberal arter okllizyonu yapilan bir
calismada, iskemi-reperfiizyon hasari slreci ile iliskili analizler sonucunda
elde edilen verilere gore, AQP4 ekspresyonunun upregllasyonu (2 saat),
astrositik ucg-ayaklardaki sisme sonucu olusan mikrovaskiler daralma (2-6
saat), infarkt ve &dem progresyonu, KBB yikimi (6-24 saat), notrofil
infiltrasyonu ve mikroglia aktivasyonu (24 saat) gibi hasarla iliskili olaylarin
meydana geldigi gosterilmistir (Kurisu vd., 2016). Bunlar arasindaki en
dramatik ve kritik olan olay, beyin su igeriginin artmasidir. Bu durum, IKB'nin
artmasina, serebral kan akisinda azalmaya, serebral herniasyona ve délime
yol acabilmektedir (Jia, 2016).

Odem olusumu sirasindaki kapiller endoteliyal hiicreler boyunca
gerceklesen sivi hareketinde, hidrostatik ve ozmotik kuvvetlerin rold,
1896'da Ingiliz fizyolog Ernest Starling tarafindan aciklanmistir (Starling
Denklemi) (Simard, Kent, Chen, Tarasov & Gerzanich, 2007; Stokum vd.,
2016). Bu modele gore, 6dem olusumu iki faktére ihtiya¢c duymaktadir: 1)
dokularin icine ya da disina "iten" ya da "geken" ydraticd bir kuvvet; 2) bu
maddelerin transkapiller akisina aracilik eden bir "gegirgenlik poru" (Stokum
vd., 2016). Starling denklemine gbére, sivinin hareketi: Kapiller hidrostatik
basing (Pc), Interstisyel hidrostatik basing (Pi), Kapiller ozmotik basing (nc),
Interstisyel ozmotik basing (ni) ve bir Filtrasyon katsayisi (K¢) (kapiller
membran igin gegirgenlik sabiti) olmak Uzere bes dediskene baghdir (Simard
vd., 2007).
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Starling'in bu ilkesi, serebral 6dem olusum mekanizmalarini yansitmak
icin, 2007'de yeniden formiule edilmistir ve gecirgenlik katsayisi (K), suyun
transkapiller cikisini (Jy) hesaba katmak icin, net hidrolik gegirgenlik (Ky) ve
net ozmotik gecirgenlik (K,) olmak Uzere iki sabite ayriimistir (Stokum vd.,
2016).

JV=K0(T[C_"5)+KH(PC_P,') (Starling Denklemi)

Denklem, net filtrasyon veya net sivi hareketini (Jy) verir; disari ydnde
kuvvet pozitiftir, bu da sivinin kapillerden ayrilma egiliminde oldugu anlamina
gelmektedir (Simard vd., 2007). Filtrasyon katsayilari olan Ky ve Ko, 6dem
olusumunu belirler. Sivi hareketi icin itici glglerin iskemik beyin tarafindan
olusturulmadigi; bunun vyerine, hidrostatik basincin (P) kalp tarafindan
meydana getirildigi ve ozmotik basincin (n) ise iskemi baslangicindan énce
varolan elektrokimyasal gradiyentlerde depolanan potansiyel enerjiden
kaynaklandigi ileri strilmektedir (Simard vd., 2007).

Starling'in prensibine gére, itici glicin, hidrostatik ve ozmotik basing
gradiyentlerinin toplami oldugunu belirtilmektedir. Doku basinc (P;), ISS
hacminin ve doku kompliyansinin bir fonksiyonu iken; kapiller hidrostatik
basing (Pc) ise pre-kapiller arterioler basing, post-kapiller veniler basing ve
kapiller direnci belirler (Stokum vd., 2016). Ozmotik kan (=) ve ISS (=)
basinglari, her biri icindeki stspanse partikdl miktarinin bir fonksiyonudur.
Itici kuvvetlerin bir sivi akisi olusturabilme yetenedi, KBB'nin net hidrolik (Ky)
ve net ozmotik (Ko) iletkenliklerine (gecirgenlik porlarina) baghdir. Saglikli
dokularda hem ozmotik terim [Ko (mi-nc)] hem de hidrostatik terim [Ky (Pc-
Pi)] sifira yakindir ve net su akisi minimaldir (Stokum vd., 2016).

Altinda yatan patolojileri ile karakterize edilen Sitotoksik, Transvaskdler
(Iyonik ve Vazojenik) ve Peri-Hematomal olmak lizere gesitli serebral 6dem
tirleri tammlanmigtir. Iskemi sirecinde ézellikle sitotoksik ile vazojenik édem
Oon plandadir (Wykes & Vindlacheruvu, 2015).

Sitotoksik 6dem (onkotik hicre sismesi), her ne kadar éddem olarak
adlandirilsa da, hucre disindan ziyade hicre igi sivi birikimi ile sonuglanir ve
hicre disi iyonik éddem icin premorbid bir prekirsér olarak kabul edilir.
TransvasklUler serebral 6dem hasar vericidir; ¢inkd beyin dokusunun sismesi
ile kendini gdsterir. Sisme, belirli bir doku kitlesinin hacimsel olarak
blyimesi olarak tanimlanir ve timdr, 6édem veya kan birikimi yoluyla
olusabilir (Stokum vd., 2016).

Inmede sitotoksik ddem, beyinde hidromineral denge bozuklugunun en
erken klinik tablosudur. Ozmolitlerin (Na*, CI" gibi) iceri ydénde akisi ve
interstisyel bosluklardan suyun hicre ici kompartmana akmasi nedeniyle,
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hiicre sismesi ve ekstraselller boslugun azalmasi ile sonuglanan premorbid
bir sdrectir (Jia, 2016, Stokum vd., 2016). Serebral édemin ve sismenin
meydana gelebilmesi icin, dokunun bir sivi kaynadi ile perfize edilmesi
gerektigi belirtiimektedir (Stokum vd., 2016). Dolayisiyla sitotoksik 6dem,
parenkimal su kitlesinin yeniden dizenlenmesini temsil ettigi ve beyne yeni
bir su kitlesi ilavesi icermedigi icin, esasen doku sismesi olusturmaz. Bununla
birlikte, sismeye, neden olan iyonik ve vazojenik gibi 6dem tdrlerinin
gelisimine yol acan itici glici olusturdugundan dolayi, serebral 6dem ve
sisme olusumunda o©6nemli bir baslangic basamadi olarak goridlmektedir
(Stokum vd., 2016).

Ozmolitlerin hicresel iceri yonde akisi, primer aktif veya sekonder aktif
transport yoluyla olusabilir. Primer aktif transport, Na*/K*-ATPaz ve Ca**-
ATPaz gibi pompalar icin enerji saglamak Ulzere, sirekli bir ATP temini
gerektirir. Sekonder aktif transport, daha ©once primer aktif transport
vasitasiyla Uuretilen ve transmembran iyonik gradiyentlerde depolanan,
potansiyel enerjiden yararlanir. Sekonder aktif tranporterlar, Na*/K*/Cl-ko-
transporter ve Na*/Ca*? degistirici gibi iyon kanallari ve kotransporterlerini
kapsar (Stokum vd., 2016).

Astrositler, ekstraseliiler sivi kompozisyonunun kabul edilebilir deger
araliliklarinda tutulmasini saglayan, gigli homeostatik mekanizmalara
sahiptir. Hasar olusumunu takiben, normal olarak ISS'de mevcut olan baz
molekuller, blyUk 0&lgide konsantrasyon artisi goésterir. Bunun ({zerine
astrositler, ¢6zlinen madde transportunu ydnlendiren ve normalde vyararl
olan cesitli sekonder aktif transporterleri aktive ederek, ISS homeostazini
korumaya c¢alisirlar. Ekstrem kosullarda, bu sekonder aktif transport
mekanizmalarinin asiri dizeyde aktivasyonu meydana gelerek, Na* ve suyun
iceri yonde kitlesel akisina ve sitotoksik 6deme yol acar. Sitotoksik éddemin
tim mekanizmalari asiri Na* ylklenmesini kapsar. Bu durum, astrositlerdeki
hacim regilasyonunu bozmak igin yeterlidir (Stokum, Kurland, Gerzanich &
Simard, 2015; Stokum vd., 2016).

ISS'de K* konsantrasyonu normalde 2.7-3.5 mM arasinda dedisir. Bircok
tipteki MSS hasarini takiben, ekstraseliler K*, Na*/K"-ATPaz yetmezligi,
enerji tikenmesi, hiicre zarinin riptlri veya glutamat eksitotoksisitesinin bir
yan Urdnd olmasi gibi nedenlerden dolayi, bazen yaklasik 60 mM gibi tehlikeli
dizeylere ulasabilir (Gido, Kristian & Siesjo, 1997). Sadlikli beyinde
astrositler, benign astrosit sismesile iliskili bir fonksiyon olan, asir dizeydeki
ekstraseliler K* iyonunu temizlemeye calisirlar. Buna ilaveten, ekstrasellller
K* iyonunun 6nemli olglide arttigi kosullarda, K* klirensi sitotoksik 6dem
olusumunu tetikler (Stokum vd., 2016).
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Sitotoksik Odem'de, KBB bozulmadan hiicre sismesi meydana
gelmektedir. iskemi sonrasi olusan hipoksi (kan akimi<12mL/100gm/dk) ve
buna bagli Na/K-ATPaz pompasinin bozulmasi sonucu olusmaktadir. Bu
sirecte hicre icine sodyum girisi, hlicre disina potasyum cikisi olmaktadir ve
bunu pasif difiizyonla hiicre icine su girmesi takip etmektedir. Ekstraseliler
alanda su miktarinda azalma ve beynin tim hlcresel elemanlarinda (glia,
noron, endotel) sisme meydana gelmektedir (Kumral, 2001).

Sitotoksik serebral 6dem, en sik, travmatik beyin hasari veya inmeye
sekonder serebral iskemiyi takiben gorilmektedir ve blylk cogunlukla gri
cevheri etkilemektedir (Wykes & Vindlacheruvu, 2015). Normal fizyolojik
kosullar altinda, enerji bagimh Na*/K*-ATPaz pompas! hiicre disi yiksek ve
hiicre ici disik Na* iyonu konsantrasyonundan sorumludur. Iskemi
hasarindan sonra, hicreler bu iyon pompalarininin sirekliligini saglayamaz
ve hicrelerde Na* iyonlari birikir. Ortaya gikan ozmotik gradiyent, hiicre disi
bosluktan suyu cekerek, htlcre ici 6deme ve hlcrenin sismesine neden olur
(Kumral, 2001). Eksitatdér nérotransmitter glutamat salinarak, kalsiyum akisi,
eksitotoksisite ve sonucta hicre 6limune neden olan kalsiyum iyonuna
gegirgen NMDA reseptdr aktivasyonuna yol agar (Wykes & Vindlacheruvu,
2015). Bu nedenle iskemi etkisi altinda, noérovaskiler birimdeki endotel,
néron ve astrosit gibi hucreler, hicre ici yuksek ozmolaliteye sahiptir ve
reperfiUzyon ya da reoksijenasyon sirasinda hicresel sisme yasarlar. Bu
hicrelerin sismesi, daha sonra olusan, ani hlcre disi sisme olayinin temelini
olusturur (Jia, 2016).

Iyonik édem sirasinda, sitotoksik édem sonucu meydana gelen trans-
endoteliyal Na® gradiyentinin icerdigi potansiyel enerji, ozmolitlerin ve suyun
ekstravazasyonunu yénlendirir. Na*, beyin endoteliyal hicreleri tarafindan
konsantrasyon gradiyenti boyunca iceri dogru tasinir. Bu durum beyin
parenkiminde Na® birikmesi ve bir ozmotik itici kuvvetin olusumuyla
sonuglanir. Na™ girisi, kan perflizyonunu gerektirir. CI” ve su, elektriksel ve
ozmotik tarafsizligi korumak icin iceri dogru Na® 'yi takip eder ve bu da
iyonik 6dem olusumu ile sonuclanir. Iyonik édem esas olarak, kapiller
yatagin oldukca ince duvarlari ve genis ylzey alani nedeniyle, kapiller
dlizeyde olusabilir (Stokum vd., 2016).

Iyonik édem olusumu icin Na*, CI" ve su beyin kapiller endoteliyal
hicrelerinin  lGminal membranlari boyunca o6nce iceri dogru ve sonra
abliminal membrani Gzerinden tasinir. Bu nedenle, iyonik 6dem esas olarak
iki basamakli bir transport slrecidir. Birgok beyin endoteliyal kanallari ve
transporterleri, bu membran yilzeylerinde polarize bir dagilim goésterdigi igin,
iyonlarin ve suyun alindigi transmembran vyollar, liminal ve abliminal
membran arasinda farklilik gosterir (Stokum vd., 2016).
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Iyonik édem, kismen iyonlarin ve suyun beyin endoteliyal hiicreleri
tarafindan alinmasini agisindan sitotoksik ddem ile benzerdir, ancak iyon ve
su akiglarinin polarize olmasi bakimindan farkhlik gdésterir. Beyin endoteliyal
hicrelerinin liGminal membranindaki kanallar, vaskdller iyonlarin ve suyun
hicrelere alinisini yonlendirir ve bu durum endoteliyal hicre sismesi ile
sonuclanabilir. Endoteliyal sisme, abliminal membran Uzerindeki kanallar
yoluyla rahatlatilir; bu kanallar iyonlarin ve suyun beyin interstisyumuna
cikisina izin verir, bdylece transkapiller akis tamamlanir (Stokum vd., 2016).

Vazojenik 6dem, KBB'nin yikimi ile karakterize edilen bir hicre disi 6dem
seklidir. Transendoteliyal bir permeabilite poru, interstisyel kompartmana
albumin ve IgG gibi plazma proteinlerinin ve suyun ekstravazasyonuna izin
verir. Hemorajiden farkli olarak, kapiller yapisal butlnlik vazojenik 6dem
sirasinda muhafaza edilir; bodylece eritrositlerin gegisi 6nlenir. Bu nedenle
vazojenik 6dem hucresiz kan ultrafiltratidir, yani plazmadir (Stokum vd., 2016).

Vaskller ve interstisyel kompartmanlar arasinda fiziksel iletisim
saglandiktan sonra, mikrodamarlar fenestrali kapiller gibi davranir; bu
nedenle hidrostatik basing vazojenik ddem olusumu igin primer itici gtcu
olustursa da, hem hidrostatik hem de ozmotik basing gradiyentleri 6dem
olusumunu etkileyebilir. IKB, sistemik kan basinci, kapiller okliizyon ve
vazospazm gibi hidrostatik basing gradiyentinin belirleyicileri, vazojenik 6dem
dinamikleri icin dnemli goérilmektedir (Stokum vd., 2016).

Iyonik édem ve vazojenik édem, dnemli diizeyde farklilasan hiicre dis
0dem formlaridir. Vazojenik 6dem damar disina ¢ikan serum proteinleri igerir,
ancak iyonik ddem icermez (Stokum vd., 2016). Vazojenik ddem, sitotoksik
odemi izleyerek, 6zellikle reperflizyon hasarina bagh olarak salinan sitokinler
ve serbest radikaller gibi etkenlerle, damar duvarindaki endoteliyal hticreler
arasindaki siki baglantilarin ¢ozllerek, KBB bitinliginin bozulmasi sonucu
gelisir. Bu durumda damar ici hidrostatik basing, plazma turevlerini hicreler
aras! bosluga gecirir ve suyu da beraberinde sirikler. Bu durum o6zellikle
beyaz cevherde gorilir ve bolgesel su igerigi artar. Bununla birlikte, bolgesel
doku kompliyansi da vyukselerek, makromolekullere kapiller permeabilite
artar ve ekstraseliler bosluk genisler. Doku sitotoksik 6demde sertken,
vazojenik 6demde yumusaktir. Vazojenik 6édem, steroidlere yanit verebilen
tek serebral 6dem turudir (Wykes & Vindlacheruvu, 2015).

Hemorajik konversiyon veya hemorajik transformasyon olarak da
adlandinlan Intraserebral Hemoraji, eritrositler ve diger hiicreler de dahil
olmak Uzere kanin tim bilesenlerinin ekstravazasyonuna olanak sadlayan,
kapillerin yapisal butinliginin kaybedildigi bir durumdur. Iskemik inme
hastalarinin yaklasik % 30-40 kadari hemoraji gecirmektedir. Vazojenik
6demde oldugu gibi, hidrostatik basing, hemorajik transformasyonun baslica
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itici glctdur. Ancak ekstravaze olan kan, lokal doku hidrostatik basincini
arttinr ve bu nedenle daha fazla hemorajiye neden olmaz. Bu durumun
neden oldugu kitle etkisi, doku distorsiyonu ve ayni zamanda methemoglobin
gibi kan drunleri tarafindan tetiklenen gl inflamatuvar cevap, daha agir
basmaktadir (Stokum vd., 2016).

Fokal MSS hasarinin bir sekli olan hemoraji, kendiliginden hemorajiyi
hizlica cevreleyen doku kabugunda (perihematomal bosluk) Perihematomal
Odem olarak adlandirilan bir serebral édem olusumunu tetikler. Bu dédem
tardntn iyonik 6dem, vazojenik édem ve gecikmis vazojenik ddem olmak
Uzere 3 asamada gergeklestigi belirtiimektedir (Urday vd., 2015).

Perihematomal édemin ilk basamadi olan Perihematomal Iyonik Odem,
iki sirec tarafindan olusturulan transendoteliyal ozmotik kuvvetler tarafindan
yonlendirilir. Birincisi, sitotoksik 6dem, glutamat bu bdlgede birikmeye
edilimli oldugu icin, perihematom boslugunda olusur ve iyonik édemin igeri
yénde akisl icin itici bir gic olusturur. Ikincisi, hematomdaki pihtilasma
kaskadinin aktivasyonunun, serum proteinlerinin ekslda olusturmasi ve
perihematomal boslugun artan koloidal basinciyla sonuclandigi yerde pihtin
geri gekilmesi, suyun igeri dogru akisini yonlendirir (Stokum vd., 2016).

Perihematomal 6demin ikinci evresi olan Perihematomal Vazojenik
Odem, kan Urinlerinin ve eritrositlerin ekstravazasyonu olmaksizin, serum
proteinlerinin  ekstravazasyonu olarak goérlilen, beyin endotelindeki
degisiklikler tetiklendiginde ortaya gikar. Hemorajik kanla ekstravaze edilen
ve hasar yerinde dretilen bir protein olan trombin, bu 6dem tardnin
olusumuna bilylk katkida bulunur. Trombin, bazi reseptorler araciligiyla
mikroglialari aktive ederek, endotel hiicrelerinde siki baglanti proteinlerinin
down-regilasyonuna ve KBB'nin acgilmasini saglayan TNF ve IL-1B'nin
salgilanmasina neden olur (Stokum vd., 2016). Ayrica trombin, endoteliyal
retraksiyon ve kemokinler ile adezyon molekullerinin endoteliyal up-
regllasyonunu tetikleyerek, dolasimdaki Iékositlerin transmigrasyonuna
olanak sadlar. Infiltre olan I6kositler, reaktif oksijen tirleri gibi molekdillerin
salgilanmasi yoluyla, perihematomal &édeme katkida bulunur. Trombine
ilaveten, kompleman kaskadi perihematomal vazojenik éddemin &nemli bir
mediyatoértidir. Kompleman kaskadinin aktivasyonu, anafilatoksinlerin
dretimi, membran atak kompleksi (MAC) aracili kirmizi kan hicrelerinin
parcalanmasi, demir-indukli 6dem ve nétrofillerin infiltrasyonu ile sonuglanir
(Stokum vd., 2016).

Perihematomal 6demin Uglncl ve son asamasi olan Gecikmis Vazojenik
Odem, ekstravaze olan ve parcalanmis eritrositlerden kaynaklanan, demir
gibi hemoglobin degradasyon (rinleri araciligiyla olusur (Urday vd., 2015).
Interstisyumda, hemoglobin methemoglobine hizla okside edilir; hem grubu
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spontan olarak salinabilir ve hem oksijenaz enzimleri tarafindan serbest
demire degrade edilebilir. Bir hemoraji olayindan yaklasik 3 glin sonra
serbest demir, dokuda maksimum dizeye ulastigindan, eritrosit lizisi ve
hemoglobin degradasyonu goriniste nispeten yavas bir islemdir. Cogu
hemoglobin degradasyon drinid, perihematomal gecikmis vazojenik 6dem
Uzerine bagimsiz olarak katkida bulunur. Demir selasyonu, intraserebral
hemoraji modellerinde iceri yonde 6dem akisini azaltirken; serbest demir
ROS dretimi, MMP-9 aktivasyonu ve KBB yikimini tetikler. Hlcre disi
methemoglobin ayrica mikroglial TNF salgilanmasini ve néroinflamasyonu
tetikleyebilen bir etki gosterir (Urday vd., 2015).

Iskemik Odem, baslica hiicre membranina enerji saglayan Na*/K'-
ATPaz pompasinin disfonksiyonu sonucu olusur. Bu durum hiicre icinde Na*
ve su, hicre disinda ise K™ artisina neden olur. Kapiller endotel hiicreleri
iskemiye karsi direncglidir ve KBB baslangicta saglamdir. Sonrasinda damar
yatagindan hicreler arasi siviya Na* gecisi devam eder. Bu arada glial hiicre
zarinda iyon alisverisi durmustur. Bu durum hucrelerarasi boslukta giderek
Na* birikimine neden olur. Sonugta hiicre ici sivi artisina ilaveten, hiicreler
arasi boslukta da su birikimi tabloya eklenir. Dolayisiyla, iskemik &dem,
sitotoksik ve vazojenik ddemle iliskilidir (Klatzo, 1987).

Iskemik ddem baslica serebral korteksi etkiler. Biriken édemin miktari,
kan akimindaki azalmanin derecesine baglidir. Akim 20 mL/100 g/dakika'dan
daha az oldugunda o6dem olustugu ve o6demin akim azaldikca arttigi
belirtilmektedir. Bir saatlik iskemiden sonra akimin 10 mL/100g/dakika'dan
daha az miktarlarda azaldidi alanlarda 6¢demin kayboldugu ancak daha ileri
derecede iskemiye ugramis (7mL/100g/dakika) alanlarda hizlandigi yéniinde
bilgiler mevcuttur (Kdksel ve Glleryiz, 2001).

Beyin hacmi su igerigi agisindan geometrik bir fonksiyon gdsterdigi igin,
beyin su icerigi ylzdesindeki cok kiclk dedisimler, hacimde oldukga biylk
degisiklikler olusturarak, olumlu yénde etkiler gosterebilir (Bhardwaj, 2007).
Néronal hasari olmayan/olan (KBB bozulmamis/bozulmus) sicanlarda
hipertonik solisyonlarla yapilan deneysel calismalarda, 350 mOsm/L'nin
Uzerindeki serum ozmolalitesinin, mortalite veya sonlanim Uzerinde olumsuz
bir etki godstermeksizin, beyin ve ekstraserebral organlarda su igerigini
iyilestirdigi gosterilmistir (Toung, Chen, Lin, & Bhardwaj, 2007).

KBB batlnliglinin bozulmasi ve mikrovaskiler hasar sonrasinda
meydana gelen kan bilesenlerinin sizintisi, beyin hacmini dogrudan artirir ve
ayni zamanda alblimin kolloidal ozmotik etkisi nedeniyle, beyne daha fazla su
gektirir. Bu nedenle, iskemik hasarlar KBB'nin fonksiyonel ve vyapisal
bitiinliguni bircok yolla bozabilir; beyin hacmini ve IKB'yi ani bir sekilde
artirabilir. Beyin sismesi, hlcre ici ve hlicre disi 6dem bakimindan ayri ayri
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analiz edilebilmesine ragmen, asil beyin 6demi olusumu, yogun hicre ici ve
hicre disi iyon ve su alis-verisi olan kesintisiz bir strectir (Jia vd., 2016).
Odemin erken klinik kétiilesmenin ve 6élimiin ana nedeni oldugu ve tim
serebral infarktlarin yaklasik %30 kadarinin fatal sonlandigi distntlddginde,
akut evrede gelisen ddemin dnlenebilmesi ya da hizla tedavi edilebilmesi, iyi
bir klinik sonlanim acgisindan buyutk bir 6nem tasimaktadir.

2.5.1. Intrakraniyal Basing (IKB) ve Odem

Mekanik ve sivi dinamigi acgisindan, beyin dokusu diger dokulardan
farkhdir. Beyin parenkimi, ekstraseliler sivi, BOS ve intravaskiler kan
normalde 15 mmHg'dan daha az bir IKB meydana getirir. Monro-Kellie
doktrinine gbre, bu intrakraniyal bilesenlerin (beyin, kan, BOS) hacimleri
toplaminin sabit oldugu kabul edilir (Wykes & Vindlacheruvu, 2015). Beyin
timorl, spontan hematom veya travmatik beyin hasarinda oldugu gibi,
kompartmental hacimdeki herhangi bir artis, diger bilesenlerin hacminde bir
azalma ile telafi edilmelidir. Ayrica beyindeki bosluklar ve subaraknoid aralik
BOS ile doludur. Subaraknoid aralik, bliyldk ve orta caplh arter ve venlerin
etrafindaki pia mater icinde, beyin dokusunun derinliklerine kadar ilerledigi
icin, IKB ve BOS basincl artisi dogrudan beyin dokusuna yansir. Kafatasi
esnekliginin yetiskin bir insanda sifira yakin olmasi nedeniyle, IKB ve BOS
basinci artisina yol acan her olayda, beyin dokusu ve ISS basinci dogru
orantili olarak yukselir ve doku perflizyonu énemli 6lgide bozulur (Kumral,
2001; Koksel & Gileryliz, 2001; Kutluk, 2004) (Sekil 2.10).

Batln vicut dokular arasinda beyin, iskemiye en az toleransi olanidir
ve sabit bir serebral kan akimina ihtiya¢g duyar. Serebral kan akimindaki 5
saniye slren bir kesinti dahi biling kaybina yol acabilir; 3 dakikadan daha
uzun sireli bir iskemi ise geri déondurilemeyen beyin hasari ile sonuglanabilir
(Wykes & Vindlacheruvu, 2015; Berne, Levy, Koeppen, Staton, 2008, s.426).
Ancak diger dokulardan farkl olarak, beyindeki dolasim esas olarak beynin
kendi kontroll altindadir (Berne vd., 2008, s.426).

Otoregiilatér kompensatuar mekanizmalar, IKB'nin normal sinirlar
icinde kalmasini saglamak tzere, BOS'un spinal intradural bosluga dogru yer
degistirmesi ve serebral venler ve vendz sinlslerin sistemik vendz dolasima
drenajinin artmasina neden olan vaskiuler direncteki degisiklikler, gibi yollarla
hacim artislarini tamponlayabilir (Wykes & Vindlacheruvu, 2015). Ancak bu
mekanizmalar yetersiz kalirsa, dekompensasyon sonucu IKB yukselir. IKB
ylUkseldiginde, sekonder beyin hasari ve daha fazla sisme seklinde bir kisir
déngl meydana gelir. IKB, arteriyel basinca esit olursa arteriyel kan beyin
icerisine girmez ve kitlesel infarktliis meydana gelir. Sisme ile iliskili lokalize
bir kitle, beyin kaymasi ve herniasyona dahi neden olabilmektedir (Wykes &
Vindlacheruvu, 2015).
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Serebral otoregiilasyon vaskiler direnci degistirerek genis bir serebral
perflizyon basinci Gzerinden, yaklasik 50 mL/dk/100g beyin seklinde bir akim
hizina sahiptir. Arteriyal kan basinci 50 ila 140 mm Hg arasinda oldugunda,
beyin dolasimi mikemmel bir otoregllasyon gdsterir. Normal fizyolojik
kosullar altinda, ortalama arteriyel kan basinci 60 mm Hg'nin altina indiginde
Oksijen Ekstraksiyon Fraksiyonu (OEF) artirilarak normal metabolizma devam
ettirilmeye calisilir. Ancak sistemik hipokside ya da kan basincinin ileri
derecede dismesi durumunda, OEF artisina ragmen bazal metabolizmanin
gereksinimi karsilanamaz ve beyin infakti gelisir (Kutluk, 2004). Bunun yani
sira, ortalama 140 mm Hg Uzerindeki basinglar ise KBB'de gecirgenlik artisina
neden olarak 6édem olusumu ile sonuclanabilir (Berne vd., 2008, s.426).

OAB OAB > SVB > IKB kosulunda: SVB
SPB = 0OAB - SVB

OAB , OAB > IKB > SVB kosulunda: SVB
b SPB = OAB - IKB 7

OAB| ~ JKB>OAB > SVB kosulunda: | SVB
>
Akim yok

Sekil 2.10. Serebral Kan Akiminda Basing-Hacim 1iliskisi. a) Normal
durumda serebral perfizyon basinc (SPB), ortalama arter
basincindan (OAB) venotz basincin (SVB) cikarilmasiyla hesaplanir.
b) Intrakraniyal basincn (IKB) arttigi durumda (serebral vendz
basinci asarsa) serebral perflizyon basinci, ortalama arter
basincindan intrakraniyal basincin c¢ikarilmasiyla bulunur. ¢)
intrakraniyal basing ortalama arter basincina esit ya da daha
yuksekse, serebral perflizyon durur (Kutluk, 2004).

IKB artisina neden olabilen beyin ddemi, akut beyin hasari ve inme
hastalarinda en yikici komplikasyonlardan biridir (Lin vd., 2015); acil tani ve
tedavi gerektirir. Inmenin baslangicinda beyin édemi, KBB yikimi, azalan
serebral kan akimi ile baglantili IKB artisi gibi patofizyolojik yanitlar, iskemik
beyin hasarini daha da ilerletir (Zeynalov, Jones, Seo, Snell & Elliott, 2015).
Bu nedenle makro- ve mikro-sirkillasyondaki dedisimlerin normal fizyolojik
kosullar altinda tutulabilmesi amaciyla, ylksek kafa ici basincini kontrol altina
alabilmek; dokunun daha ileri dlzey hasarlardan ve komplikasyonlardan
korunabilmesinde, iyilesme potansiyeli olan hucreler icin en uygun biyolojik
kosullarin saglanabilmesinde, 06zellikle tedavi siresi ve klinik sonlanim
acisindan hayat kurtarici nitelikte blylik énem tasimaktadir.
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2.5.2. Odem Tedavisi
2.5.2.1. Mannitol

Ozmoterapi, akut beyin hasari olan ¢ocuk ve yetigkinlerde, etiyolojiden
bagimsiz olarak, yiiksek IKB'nin tedavisi amaciyla yillardir kullaniimaktadir.
Ancak ozmoterapinin sonlanim Uzerindeki etkilerini analiz eden yeterli
dizeyde guvenilir sistematik bilimsel calismalarin bulunmamasi ve yapilan
meta-analizlerde beyin ddeminde agir sonlanim riski tasidigi gerekgesiyle,
son yillarda rutin kulllanimina slipheyle yaklasiimaktadir. Buna ragmen,
ornegin mannitol uygulamasinin, yetiskinlerde ve ¢ocuklarda travma sonrasi
beyin 6deminde, intrakraniyal hipertansiyonun rutin tedavisi igin mevcut tim
kilavuzlara dahil edilmistir (Grande & Romner, 2012).

1961 yilinda piyasaya surilen, mannoz sekerinin bir alkol tlrevi olan
Mannitol, beyin édemi ve yiliksek IKB tedavisinde en fazla tercih edilen
ozmotik dilretik bir ajandir (Grande & Romner, 2012); yiksek IKB
yonetiminde Mannitol uygulamasini altin standart olarak kabul goérdigu
belirtiimektedir (Marko, 2012). Kan akiskanhgini duslrerek ve eritrositlerin
elastikiyetini artirarak, kan reolojisini iyilestirmek Gzere hizh bir etki gosteren
plazma genigsleticisi (plasma expander) olarak da tanimlanmaktadir (Wykes &
Vindlacheruvu, 2015). Molekidl agirhigi 182 Da olan nispeten kiglk bir
moleklldir; metabolize edilmez, bdbrek tlblllerinde reabsorbe edilmez ve
idrarla degismeden atilir (Grande & Romner, 2012).

Her bir mannitol molekilld beraberinde 5 su molekilin atilmasini saglar
(Castillo, Bugedo & Paranhos, 2009). IKB'yi distriicl etkisinin baslamasi 1-5
dakika arasindadir. Ozmotik etkisi 30 dakikaya kadar baslar ve 1,5-6 saat
kadar devam eder (Wykes & Vindlacheruvu, 2015). Onerilen bolus dozu ise
0,25-1g/kg vicut agirhgi dizeylerindedir.

Ozmotik ajanlarin glcl icin Refleksiyon Katsayisi (o) kavrami dikkate
alinmaktadir. Bir maddenin refleksiyon katsayisi, molekilin mikrovaskuler
duvar boyunca pasif olarak gecme zorlugunu yansitir; =0, molekllin
serbestce permeabl ve o=1 ise impermeabl oldugu anlamina gelir (Grande &
Romner, 2012). Saglikli beyinde mannitol icin 0=0.9, hasarli beyninde ise
daha az oldugundan, mannitol hem saglam hem de bozulmus KBB'den
gegebilir. Hipertonik mannitole maruz birakilan astroglial hicrelerle yapilan
bir in vitro calismada, 5 dakika icinde intraselller ve ekstraseliler mannitol
konsantrasyonlarinin ayni oldugu goésterilmistir (McManus & Soriano, 1998).
Bu sonug, mannitoliin hiicre membranlarindan kolaylikla nifuz edebildigini
gbstermektedir.
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Mannitolin kesin etki mekanizmalari bilinmemekle birlikte, 6zellikle
ozmotik ve hemodinamik olmak Uzere, baglica iki ana mekanizma Uzerinde
durulmaktadir (Rabinstein, 2006). Ozmotik etkisi ile, kilcal damarlar ve hicre
membranlari boyunca ozmotik gradiyentlerden sivi transferini indlkleyerek,
doku hacmini azalttigi distnilmektedir. Bu durum interstisyumda plazmadan
daha ylksek ozmolalite oldugu stlirece, interstisyel bosluktan intravaskiler
bosluga; ekstraseliler ozmolalite intraselliiler ozmolaliteden daha ylksek
oldugunda ise, intraselller bosluktan ekstraselliler bosluga sivi transferi
gerceklesecedi anlamina gelir (Grande & Romner, 2012). Bdylece, mannitol
intravaskuler tondsu artirirarak, KBB boyunca ddemli beyin dokusundan
intravaskiler bosluga suyun hareketini zorlayan bir konsantrasyon gradiyenti
olusturur; bunu mannitol ve suyun hizli bir renal atilimi izler (Rabinstein,
2006). Mannitolin hemodinamik etkilerine ise, serebral kan akisinda artisa
ve bunu takiben gerceklesen pasif vazokonstriksiyon nedeniyle kan hacminde
disise vyol acan, kan Vviskozitesindeki azalmanin aracihk ettigi ileri
stridlmektedir. Reolojik degisiklikler kan dilisyonu ve eritrositlerin artan
deformabilitesinden kaynaklanmaktadir. Oldukga hizli bir sekilde gerceklesen
bu dedisikliklerin, beyin su iceriindeki azalma oncesinde gériilen IKB'deki
erken disisten sorumlu olabilecedi dislinilmektedir (Rabinstein, 2006).

Ozmoterapinin, vaskuller endoteliyal hlcreler ve eritrositlerde de, sivi
transferini indlkledigini, ayni zamanda doku hacmini azaltici ve plazma
hacmini arttirici etkiye katkida bulundugu disltnidlmektedir (Grande &
Romner, 2012). Ozellikle endoteliyal hiicrelerin buzilmeleri, toplam
hacimlerinin oldukga blylk olmasi nedeniyle, hem saglikh hem de hasarl
beyinde hacim azalmasina gegici olarak katki saglayabilir. Eritrositlerin
blzulmesi ise, intravaskiler beyin hacmini dusurur, eritrositlerin rijiditesini
ve yapiskanhgini azaltir. Distk hematokrit dlizeyi esliginde, bu durumun kan
reolojisini degistirebilecedi, kan akiskanliginda azalma ve mikrosirkiilasyonda
iyilesme saglayabilecedi ileri strilmektedir (Grande & Romner, 2012).

Mannitolln ileri strtlen diger mekanizmalari serbest radikal temizleme,
apoptozun inhibisyonu, immun modulasyon, otoregullatdér vazokonstriksiyon
ve neticede serebral kan hacminde azalmaya yol acabilen serebral perflizyon
basincinin artirllmasidir (Rabinstein, 2006).

Standardize mannitol dozaj rejimi 1-1,5 g/kg bolus iginde % 20'lik
mannitol ve ardindan 4-6 saatte 0,25-0,5 g/kg uygulanmasi seklindedir
(Rabinstein, 2006). Ancak mannitoliin, IKB'de "rebound" yikselmelerine yol
acarak zarar goren beyin dokusuna muhtemel sizinti olasihidi da kaygi verici
olarak goérulmektedir (Rabinstein, 2006). Rebound fenomeni, ozmotik bir
ajanin inflizyonu kesildikten sonra 6demdeki artis anlamina gelir ve bu da
tedavi 6ncesindeki seviyesine dogru veya daha yiiksek bir IKB'ye neden olur.
Rebound fenomeni, inflzyon kesildikten sonra kan ile interstisyel ve
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intraseltler bosluklar arasindaki ozmotik gradiyentin tersine cevrilmesiyle,
ajanin beyinde interstisyel ve intraselller birikimi seklinde aciklanmistir. Bu
nedenle, rebound etkisi 6zellikle KBB bozulan bir beyinde ortaya cikabilir
(Grande & Romner, 2012).

Bir ozmotik ajanin ilk dozu en etkili olanidir; sonraki dozlarin etkisi ard
arda etkisiz hale gelene kadar daha da azalacaktir. Bu durumun,
maksimumuna ulasan cgesitli hicrelerin blazidlmesiyle, ozmotik ajanin kapiller
ve hicresel membranlar boyunca ard arda azalan bir konsantrasyon farki
Uzerinden aciklanabilecedi duslinidlmektedir (Grande & Romner, 2012). Bu
nedenle, bu ozmoterapi her baslatildiginda, daha sonraki rebound artisina ve
sonucta kontrolsiiz derecede yiiksek bir IKB'ye neden olabilecek benzeri
durumlari geciktirmek icin, bir digerinin devam etmesi gerekli gérilmektedir.
Ancak literatlirde goklu mannitol dozlarinin 6dematéz bdlgelerde su iceriginde
daha da artisa neden olduguna dair veriler de bulunmaktadir.

KBB'nin bozuldugu veya uzun sireli mannitol inflizyonunun igeri daha
fazla sivi gekerek, beyin parenkiminde mannitol birikimine yol acabildigi
durumlarda olusan intrakraniyal hipertansiyon reboundu; bunun yani sira
asidoz, elektrolit dengesizligi, nobetler, akut kalp yetmezligi, akut bdbrek
hasari, pulmoner édem, hipotansiyon, hiponatremi, hipovolemi (Rabinstein,
2006), letarji, konflizyon, bas dénmesi, bulanti, kusma, polidipsi gibi yan
etkileri olmasi nedeniyle (D6kmeci ve Ddkmeci, 2007) hastalarda nérolojik
durum, elektrolitler, serum ozmolaritesi, idrar ozmolaritesi ve sivi dengesinin
izlenmesi 6nemli gorilmektedir; serum ozmolalitesinin 320 mOsm/kg Uzerine
cikmasina izin verilmemesi gerektigi vurgulanmaktadir (Rabinstein, 2006).

Literatlirde, risklerinin daha az olmasi sebebiyle, mannitol yerine
hipertonik salin, dekstran, albumin, sodyum bazli hipertonik sollsyonlar ve
gliserin uygulamalarinin etkinligini arastiran cesitli calismalar yer almaktadir
(Bentsen, Breivik, Lundar & Stubhaug, 2006; Forsyth, Liu-DeRyke & Rhoney,
2008; Kamel, Navi, Nakagawa, Hemphill & Ko, 2011).

Yan etkileri nedeniyle, mannitol lehine olan arastirmalarin yaniltici
oldugu gorist yaygindir ve 6zellikle son yillarda yapilan meta-analizlerde bu
tlr ozmoterapilerin rutin kullanimina destek verilmemektedir. Ancak alan-
isgal eden lezyonlarin bosaltiimasi veya dekompresif kraniyotomi gibi diger
Onlemler uygulanincaya kadar, beyin sapi kompresyonunu akut bir sekilde
engellemek igin, osmoterapinin gegici bir 6nlem olarak kullaniimasina olumlu
yaklasiimaktadir (Grande & Romner, 2012).
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2.5.2.2, Antidiuiretik Hormon Antagonistleri
2.5.2.2.1. Antidiuiretik Hormon ve Etki Mekanizmasi

Arjinin vazopressin olarak da adlandirilan, 9 amino asitlik klcuk bir
noropeptid olan Antidiiretik hormon (ADH), hipotalamusta sentezlenerek
posteridr hipofizde depolanmaktadir. Vicutta ylksek plazma ozmotik basinci
ve hipovolemi gibi uyaranlara yanit olarak salinmaktadir. ADH serbest suyun
reabsorbsiyonu, vicut sivi ozmolalitesi, kan hacmi, kan basinci, hlcre
kontraksiyonu ve hiicre proliferasyonunun dizenlenmesinde; adrenokortiko-
tropik hormon (ACTH) sekresyonunda aktif olarak rol oynamaktadir
(Thibonnier, Coles, Thibonnier & Shoham, 2001). Bu hormonun en 6nemli
fonksiyonu, bobrekteki reseptorleriyle etkileserek su homeostazini
korumaktir (Greenberg & Verbalis, 2006). Reseptdrleri, beyin ve omurilik
boyunca yaygin sekilde dagilmistir; noronlarda, astrositlerde ve bunlarin
perivaskller cikintilarinda, kan damarlarinin endoteliyal ve diz kas
hicrelerinde ve koroid pleksusta bulunmaktadir. ADH'nin bu histolojik
Ozellikleri, hicre membranlarindaki hidromineral dengeyi ve KBB'nin
gecirgenligini modlle etdebilmesine olanak saglamaktadir (Jia, 2016).

Antididretik hormon ¢ hipotalamik nukleusta sentezlenmektedir:
Bunlar Supraoptik Nukleus, Paraventrikiiler Nukleus ve Suprakiazmatik
Nukleus'tur. Supraoptik nukleustaki néronlar ve paraventriktler nukleustaki
magnoselller néronlar, hipertonisite ve volim azalmasina yanitla iliskilidir.
Paraventrikller nukleustaki parvoseliler néronlar, hipotalamik salgilatici
faktorleri salgilar, belirli durumlarda ADH da salgilar, aksonal uzantilarini
hipotalmik-hipofizyal portal sistem yoluyla adenohipofize tasinan sekrete
peptidlerin bulundugu yer olan Medyan Eminans'a gonderir (Palmer, 2015).
Suprakiazmatik nukleustaki ndéronlar ise, aksonlarini Gglncl bir ventrikile
goénderir ve ADH'In BOS'a sekresyonundan sorumludur.

ADH sekresyonu, plazma ozmolalitesindeki artis ve kan basincindaki
azalma gibi uyaranlara yanit olarak, ADH iceren sekretuvar grandullerin
egzositozu ile saglanmaktadir (Yakaryilmaz & Ozden, 2009). Hormon
karaciger ve bobrekte hizlica metabolize olur; dolasimdaki yarilanma omrU
yaklasik 15-20 dakika kadardir (Costello-Boerrigter & Boerrigter, 2009).
Insanlarda ADH salinimi icin esik osmotik deder yaklasik 280-290 mOsm/kg
(mmol/kg)'dir. Siganlarda plazma ozmolalitesindeki her ©%1’lik artis ile
birlikte ADH dlizeyinin de 2-4 kat arttigi bildirilmistir (Dunn, Brennan, Nelson
& Robertson, 1973).

Antiditretik hormon etkilerini G-protein iliskili V14 (vaskduler), V> (renal)
ve V1p (hipofizer, V3) olmak lzere Ug¢ alt tip membran reseptori Uzerinden
gbsterir; bu reseptorlerin lokalizasyonlarinda, sinyal ileti sistemlerinde ve
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etkilerinde farkliliklar bulunmaktadir (Aditya & Rattan, 2012; Kantarci &
Demiran, 2011; Yakaryilmaz & Ozden, 2009; Decaux, Soupart & Vassart,
2008).

Via reseptérieri MSS, karaciger, bobrek, reprodiktif organlar, dalak,
adrenal korteks, adipositler, trombositler ve vaskiler diz kas hicrelerinde
bulunur. Via reseptéri beyinde en cok bulunan ADH reseptoéri olarak
belirtilmektedir; serebral vaskulatir, serebral korteks, stria terminalisin
yatak (bed) nukleusu, nucleus accumbens, amigdala'nin merkezi nukleusu,
sigmoid hipotalamik nukleus, suprakiazmatik nukleus, hipokampus, koroid
pleksuslar ve hipofiz bezi gibi cesitli alanlarda ekprese edildigi belirtilmektedir
(Amelie vd., 2014).

Antidiliretik hormonunun Vi reseptorlerine baglanmasi fosfolipaz C, D
ve A, aktivasyonuna; inozitol 1,4,5-trifosfat ve diacilgliserol Uretimine;
protein kinaz C, p42/p44 MAP kinaz, PI-3-kinaz ve kalsiyum/kalmodulin-
bagimh kinaz II'nin simultan aktivasyonuna, hicre ici kalsiyumun
mobilizasyonuna, ekstraseliler kalsiyumun reseptér bagimhi Ca*™™ kanallari
yoluyla hicre igine akisina ve Na*/H'-antiporter aktivasyonuna vyol
acmaktadir. Via reseptérid aktivasyonunun vasktler diz kas htcreleri, renal
mezengiyal htcreler, hepatositler ve adrenal glomeruloza hucrelerinde
mitojenik yanitlara yol actigi belirtiimektedir (Thibonnier vd., 2001; Palmer,
2015). Via reseptor aktivasyonu yoluyla tetiklenen sekonder ntkleer sinyal
mekanizmalari; gen ekspresyonunun erken yanitinin ve hucresel hipertrofi,
hicre protein icerigi artisi ve hilcre proliferasyonuna yol agan protein
sentezinin indlksiyonunu kapsamaktadir (Thibonnier vd., 2001).

V> reseptoérleri primer olarak kortikal ve medduller toplayici kanallarin
bazolateral membranlarinda (distal nefronun prinsipal hicrelerinde), vaskuler
diz kas ve vaskuler endotel hlcrelerinde bulunmaktadir. Bdbrek toplama
kanallarindaki prinsipal hlcrelerin bazolateral membranlarinda bulunan bu
reseptorlere hormonun baglanmasi, adenilat siklazi aktive eder ve ATP'den
siklik AMP (cAMP) olusmasini saglar. cAMP, protein Kinaz A'yl aktive eder;
enzim akuaporin su kanallarini (AQP-2) fosforiller ve bunlarin [Gminal
membrana tekrar lokalize olmalarini indukler (Rondon-Berrios & Berl, 2016).
Boylece tubdller sividan suyun kana reabsorbsiyonu saglanir ve tibuler sivi
daha konsantre hale doénusur (idrar ozmolalitesi artar). Bir ADH Antagonisti
varliginda bu sinyal yolagi aktif degildir; bunun sonucunda hicrelerin su
permeabilitesi dlser ve su geri absorbe edilmez. Bdylece dille idrar atilimina
neden olur; idrar ozmolalitesi azalir ve kan sodyum duzeyi artar (Berl, 2015)
(Sekil 2.11).
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A) ADH'nin hidroozmotik etkisinin hiicresel yolagi
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Sekil 2.11. ADH'nin hicresel etkileri ve antagonizm mekanizmasi. A) ADH'nin

hidroozmotik etkisinin hlicresel yoladi; B) ADH antagonizmm mekanizmasinin sonuglari
(Berl, 2015).

V. reseptorlerine baglanarak etki godsteren ADH antagonistleri, bu
mekanizma sonucu idrar c¢lkisinda artisa neden olacak sekilde su
reabsorbsiyonuna engel olmalari; Uriner elektrolit atiliminda bir degisiklige
neden olmadan serbest suyun atilimini saglamalarn ve idrar ozmolalitesini
distrmeleri sebebiyle Akuaretik olarak da adlandirilirlar. Serbest suyun
atihm derecesine ve sivi alimina bagh olarak, plazma sodyum ve plazma
ozmolalitesi artabilmektedir (Costello-Boerrigter vd., 2009) (Tablo 2.4). Bu
mekanizmanin, hipofizden hizli sekresyonu ve vyarilanma omrinun kisa
olmasi nedeniyle ADH'nin, neden bdbrek su atiliminin en belirgin regulatéri
ve serum ozmolalitesi ile iyon homeostazinin édnemli bir belirleyicisi oldugu
gorisltine aciklik getirdigi ileri sirtlmektedir (Amelie vd., 2014).
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Tablo 2.4. Akuaretik ve diliretiklerin farklar (Narayen & Mandal, 2012; Verbalis vd., 2007)

Etkiler Akuaretikler Diiiretikler
Serbest su atilimi Daha fazla Az
Serum potasyum dizeyi Degisiklik yok DusUrar
Serum ozmolalitesi Degisiklik yok Dusuriar
Kan akis hizi Degisiklik yok Dustrar
Glomeriiler filtrasyon hizi Degisiklik yok DusUrar
Orostatik hipotansiyonu baslatma Hayir Evet
Norepinefrin ve plazma renin aktivasyonu Hayir Evet
BUN ve serum kreatinin artisi Hayir Evet

Vis (veya Vs3) reseptérleri ise en c¢ok anteridor hipofiz kortikotrop
hicrelerinde ve daha az olarak da beyin, bdbrek, pankreas ve adrenal
medullada bulunmaktadir (Yakaryilmaz & Ozden, 2009; Costello-Boerrigter
vd., 2009; Jagadeesh, Muthiah & Muniappan, 2014; Thibonnier vd., 2001;
Narayen & Mandal, 2012). Yapilan c¢alismalarda Vig reseptoérlerinin
aktivasyonunun fosfolipaz C ve protein kinaz C aktivasyonunu, hlcre igi
serbest kalsiyum mobilizasyonunu, miristoil-bagli alanince zengin C kinaz
substratinin fosforilasyonunu ve ACTH sekresyonunu tetikledigi bildirilmistir.
Vg reseptorleri, fosfolipaz C ve adenilat siklaza baglanma calismalarinda,
hipofiz reseptéru icin 6zgun bir farmakolojik profil gostermesi nedeniyle Via
ve V; alt tiplerinden ayr olarak siniflandiriimistir (Thibonnier vd., 2001).

Iskemiyi kapsayan herhangi bir etyolojide beyin hasari, ADH ve
kortikotropin salgilatictc hormon gibi stres hormonlarinin salinmasina neden
olur ve her ikisi daha sonra kortizolin salinmasi yoluyla strese yaniti baslatir
(Chang vd., 2006; Stevens vd., 2003). Akut beyin hasarinda ADH'In rollnln
gucla bir kaniti olarak, serebral iskemi ve reperfiizyon sonrasi hipotalamusun
supraoptik ve paraventrikller nukleuslarinda ADH gen ekspresyonunun up-
reglle oldugu belirtilmistir (Amelie vd., 2014; Liu vd., 2000).

Iskemik inmenin ortaya cikmasini takiben, ADH seviyesi plazmada,
BOS'ta ve cesitli beyin bdlgelerinde artis gdstermektedir (Jia, 2016). Inme
sonrasinda yukselen ADH dlizeylerinin, hem kilcal damarlarda hem de glial
hicrelerdeki su gecirgenliginin gelismesinden (Chang vd., 2006), BOS
Uretiminin reglilasyonu ve serebral iyon homeostazindan sorumlu oldugu
belirtilmektedir (Amelie vd., 2014).

ADH yuksekliginin dlzeyi, hastalarda beyin hasarinin ciddiyeti ile pozitif
yonde iliskilidir. Hayvan calismalarinda da, 6rnedin orta serebral arter veya
bilateral ana karotid ligasyonu olan sicanlarda, ADH seviyesinin arttigi
gbézlenmistir. Mongolian gerbillerde, unilateral karotid arterin okllizyonu,
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korteks 6demine neden oldugu ve ilk 6 saatte iskemik alanda ADH
dizeylerini artirdigi, 6dem dizeyinin lokal ADH dizeyleri arasinda pek c¢ok
negatif iliski oldugu bildirilmistir (Zhao vd., 2015b). Sicanlarda, travmatik
beyin hasarindan 1-2 saat sonra olusan hasarli parenkimdeki serebrovaskdiler
endotelde, ndronlarda ve astrositlerde Via reseptorlerinin ekspresyonu
anlaml dizeyde arttigi gosterilmistir (Szmydynger-Chodobska vd., 2004).
Artan Vian reseptdr ekspresyonunun, AQP4 ekspresyonu ile yuksek
korelasyona sahip oldudgu; reseptor ekspresyonunun AQP4 ile iliskisinin,
ADH'nin beyin 6demini ilerletmesine temel olusturdugu belirtiimektedir (Jia,
2016). Dolayisiyla ADH'nin, hicre membranlari ve KBB (zerinden
hidromineral dengeyi degistirerek, beyin ddemi olusumuna neden olabilecegi
disinulmektedir. Bdylece, ADH hipersekresyonunun merkezi ve periferal
reseptorleri aktive ederek, beyin ddemini kolaylastirmak igin intraselller ve
ekstraselller hidromineral tutulumunu artirabilecedi disintlmektedir (Jia,
2016).

ADH'nin hidromineral denge lzerine dogrudan etkisi ile paralel olarak,
asirt ADH beyin 6demini gesitli yollarla artirabilmektedir (Jia, 2016): (1)
Beyin lateral ventriktline uygulanan ADH, Via reseptdrlerinin aktivasyonu ile
sempatik aktivasyonu indlkler; sempatik aktivasyon, NKCC1'i aktive eden
adrenerjik aktiviteyi artirabilir; (2) Sicanlarda ADH hipertansiyonu arttirirken,
arteriyel kontriksiyon ve doku hipoksisine neden olabilir; bu durum KBB'de
bozulma ve kan damarlarinda sizintiya neden olabilir; (3) Via reseptérindn
aktivasyonu, fare serebral kan damarlarinda endotelin-1'i arttirir ve oksidatif
strese ve vazomotor disfonksiyona yol acarak serebral iskemiye hassasiyeti
siddetlendirir; (4) ADH hasarli kortekse inflamatuvar hucrelerin akisini
arttinir; ve (5) domuz pial arterinde, ADH bir protein kinaz C'ye bagimli
sekilde O, Gretimini arttirir ve bu nedenle KBB'nin bitlnliglini bozar.

Dolayisiyla, inme sonrasi ADH hipersekresyonunun, K* ve glutamatin
su ile birlikte ko-absorpsiyonunu arttirmak ve eksitotoksik hasari 6nlemek
icin, AQP4 ekspresyonunu upregiile edebilecegi; AQP4'Un Via reseptorl ile
birlikte down-regllasyonunun, astrositlerde asiri su yuUklenmesi ve islev
bozuklugunu onleyebilecegi; bu etkilerin uzun slren iskemi/reperflizyon
sirasinda ADH hipersekresyonu beyin hasarini indUklese dahi, iskemik
inmenin baslangic asamasinda beyin fonksiyonlarini maksimum dlzeyde
korumaya yardimci olabilecedi ileri stirilmektedir (Jia, 2016).

Inme siireci kontrolsiiz ADH salinimi ve beyin (izerinde zararl etkileri
olabilen hiponatremi ile daha da karmasiklasan bir strece girmektedir (Zhao
vd., 2015b). Antiditretik hormon, Vian ve V» reseptorlerini aktive ederek
vazospazm, trombosit agregasyonu, su retansiyonu, dilisyonel hiponatremi
ve dlusuk plazma ozmolalitesine yol agmaktadir (Thibonnier vd., 2001). Bu
olaylar, sodyum dizeyi dizeltilemezse, inmenin neden oldugu beyin 6ddemini
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hizla daha da kétulestirebilir ve mortalite oranini artirabilir (Jia vd., 2016).
Bunun yani sira, sadece tek bir ADH reseptérinidn blokajinin, ADH'yi kendi
reseptdriinden cikarmasi ve ADH sekresyonunu daha fazla uyarmasi olasiligi
sebebiyle, plazma ADH konsantrasyonunun artabilecegi; bdylece bloke
olmayan diger reseptorlerin uyariminda artisinin séz konusu olabilecegi
distnidlmektedir (Costello-Boerrigter vd., 2009). Bu nedenle iskemik beyin
hasarindan sonra Via ve V, reseptdrlerinin birlikte bloke edilmesinin
vazokonstriksiyon, trombosit agregasyonu ve hiponatremi gibi zararh
patofizyolojik olaylari 6nleyebilecegi distnlilmektedir (Zeynalov vd., 2015).

Antididretik hormon hipersekresyonunun kontrol altina alinmasina
yonelik olan yaklasimlardan biri, reseptér antagonistlerinin kullanimidir. ADH
reseptorlerinin bloke edilmesi amaciyla son yillarda cesitli ADH-Reseptor
Antagonistleri Uretilmistir (Tablo 2.5). 1970'lerde peptid yapida Uretilen bu
ajanlar, insanlar Uzerinde yapilan arastirma calismalari sonucunda agonist
etki gosterebilmeleri, biyo-yararlanimlarinin disik olmasi ve parenteral
uygulamada sinirhliklari nedeniyle, sonraki yillarda non-peptid yapidaki
formlar seklinde Uretilmeye baslanmistir (Greenberg, & Verbalis, 2006; Peri,
2013). Bu amacla uretilen yeni bir ilag grubu Vaptan'lardir.

Tablo 2.5. ADH reseptor antagonistleri (Brunton, 2006, s.707).

I. Peptid Yapida ADH Antagonistleri
V;a selektif d(CH,)s[Tyr(Me)?]AVP
. des Gly-NH, °-d(CH,)s[D-Ile?, Ile*]AVP
V2 selektif d(CH,)s[D-TI€2, TIe*, Ala-NH,’JAVP
V; selektif dP [Tyr(Me)?]AVP
II. Non-Peptid Yapida ADH Antagonistleri

OPC-21268

SR 49059 (Relcovaptan)
SR 121463A

VPA-985 (Lixivaptan)
OPC-31260 (Mozavaptan)*
OPC-41061 (tolvaptan)*
Vs selektif SSR 149415

YM-471

JTV-605

CL-385004

YM 087 (conivaptan)*
AVP, Antidiliretik hormon; * Klinik amacl kullanilabilir

V;a selektif

V, selektif

Via Ve V, selektif/non-selektif
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2.5.2.2.1.1. Vaptanlar

Vaptanlar, oral ve/veya intravendz olarak aktif, non-peptid ADH
reseptdér antagonistleri olarak tanimlanmaktadir; bu molekdlller plazmada
potasyum dlizeyindeki degisikliklerini minimalde tutarak, elektrolit icermeyen
serbest suyun bdbreklerden atilmasini indikler ve Na* dazeylerini normal
dizeylere getirme egilimindedir (Krishnankutty & Rajan, 2016; Aditya &
Rattan, 2012). Klinik ve deneysel calismalarda 0&zellikle 6volemik ve
hipervolemik hiponatremi tedavisindeki etkileri arastinlmaktadir. Bu non-
peptid ADH reseptdr antagonistleri arasinda tolvaptan, lixivaptan, satavaptan,
mozavaptan ve conivaptan gibi ajanlar yer almaktadir (Tablo 2.6).

Tablo 2.6. Bazi ADH V, reseptdr antagonistlerinin 6zellikleri (Decaux vd., 2008).

OPC-41061 VPA-985 SR-121463-B OPC-31260 YM-087
Genel Adi Tolvaptan Lixivaptan Satavaptan Mozavaptan Conivaptan
Ticari Adi - - Aquilda Phyuline Vaprisol
R . . . N-arilsilfonil- . .
Tlrevi Benzazepin Benzodiazepin oksindol Benzazepin Benzazepin
Uygulama Yolu Oral Oral Oral/intravendz Oral Intravenoz
15-60 mg 50-100 mg 5-25 mg 30-60 mg _
el Giunde 1 defa | Gunde 2 defa Ginde 1 defa Glnde 1 defa 40-80 mg
Proteine Baglanma % 99 % 99 % 88-90 - % 98.5
LrIB0Y 00 RS 0.43 0.60 4.1 25.4 1.11
(nmol/L)
Selektivite indeksi
29 100 112 10 0.15
(V1/V2)
ML Ol 6-8 7-10 14-17 - 3.1-7.8
(saat)
. . Hepatic . .
. Hepatic Hepatic Hepatic Hepatic
Metabolizmasi (CYP3A4-%90)
(CYP3A4) (CYP3A4) (CYP2D6-%10) (CYP3A4) (CYP3A4)
Eliminasyonu Feges Feges Feges Feges Feges

2.5.2.2.1.1.1. Conivaptan

Conivaptan (Conivaptan hidroklorid) FDA tarafindan 2005 vyilinda
klinikte yatan 6volemik ve hipervolemik hiponatremi hastalarinin intravendz
tedavisi icin onay alan ve kendi sinifinda piyasaya surulen ilk ilactir (Palmer
vd., 2016; Alavi, 2004). Bir benzazepin tlrevi olan conivaptan hidrokloridin
moleklil adirhgr 535.04 g/mol ve formuli CsHo7CINgOL'dir (Ali, Raufi,
Washington, Ghali, 2007) (Sekil 2.12). Uluslararasi Temel ve Uygulamali
Kimya Birligi (IUPAC) tarafindan bu ajan '"N-[4-(2-metil-4,5-dihidro-3H-
imidazo[4,5-d][1]benzazepin-6-karbonil)fenil]-2-fenilbenzamid; hidroklorid"
olarak adlandirilmistir.
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Sekil 2.12. Conivaptan'in kimyasal yapisi (Ali vd., 2007).

Conivaptan ADH'nin hem Via hem de V, reseptdrlerine ylksek afinite ile
baglanmakta; ancak yapilan radyoligand yarismali baglanma calismalar ile
V> reseptorlerine Via reseptdrlerine nazaran 10 kat daha yuksek bir afinite ile
baglandigi belirtilmistir (Yakaryilmaz & Ozden, 2009). Conivaptan'in Via ve V;
reseptdrlerine ait inhibisyon katsayilari sirasiyla 6.3+1.8 nM ve 1.1+0.2nM
'dir (Brunton, 2006). Etki mekanizmasi sonucu, elektrolit atiiminda oldukga
az bir degisiklikle ya da herhangi bir degdisiklik yapmadan renal serbest su
atihmini artirmaktadir (Brunton, 2006). Diger ajanlara gore Ustlinligu iki
reseptori birlikte bloke ederek, reseptorlerine baglanamayan ADH'lerin diger
reseptdrleri uyarimini da engelleyebilmesidir.

Conivaptan'in hayvanlarda genotoksik, karsinojenik ve teratoksik
(malformasyon olusumuna neden olan) bir 0zellik gostermedigi FDA
tarafindan belirtilmistir, ancak hamilelikte kullanilmasi &énerilmemektedir.
(Alavi, 2004). Ayrica karaciger sitokrom P450 izozimi olan CYP3A4'lUn glcli
bir inhibitéri olmasi ve kronik kullaniminda ciddi ilag-ilag etkilesimleri
yapabilmesi sebebiyle kronik oral kullanimi durdurulmustur ve intravendéz
kullanimi ise 4 gun ile sinirlandinimistir (Rondon-Berrios & Berl, 2016;
Yakaryilmaz & Ozden, 2009; Decaux vd., 2008). FDA tarafindan onaylanan
uygulama, tedavinin baslangicinda en az 30 dakika 20 mg bolus olarak ve
surekli infiUzyonla 20 mg/gltn 4 gun boyunca verilmesidir (Palmer vd., 2016).

Conivaptan'in hafif yan etkileri arasinda agizda kuruluk, susama ve
politri belirtilmektedir (Rondon-Berrios & Berl, 2016). Bunun yani sira,
inflizyon bdlgesinde nadiren de olsa vaskller irritasyon, tromboz, agri; ayrica
hipokalemi, hipotansiyon ve basadrisi bildirilen yan etkiler arasindadir. Bu
nedenle inflzyon icin blylk venlerin tercih edilmesi, her gin inflzyon yerinin
degistiriimesi ve tedavi slrecinin kisa tutulmasi oOnerilmektedir (Palmer,
2015; Brunton, 2006; Rondon-Berrios & Berl, 2016).

Conivaptan dahil olmak Uzere c¢esitli ADH Antagonistlerinin beyin

6demindeki etkilerine iliskin cesitli calismalar ve sonuglari Tablo 2.7'de
Ozetlenmistir.
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Tablo 2.7. Beyin Odeminde ADH Antagonizmasina iliskin Calismalar

Kaynak

Hedeflenen Reseptor(ler)

Bulgular

Laszlo vd., 1999

V, antagonizmi (OPC-31260)
(oral; 10 veya 30 mg/kg)

Siganlarda subaraknoid kanama ile indiklenen beyin 6deminde, plazma ADH dlzeylerinin
yikseldigi; su tutulumunun, beyin su icerigi ve Na* birikiminin énlendigi bildirilmistir.

Shuaib vd., 2002

V14 antagonizmi (SR49059)
(intraperitoneal;2 veya 30mg/kg)

Sicanlarda fokal embolik orta serebral arter okllizyonunu takiben uygulandidinda, infarkt
blayuklagu, norolojik bozukluklar ve iskemik beyin 6demi azalmistir.

Vakili vd., 2005

V, + V, antagonizmi
(intraserebroventrikiler;
100 veya 500 ng)

Farelerde orta serebral arter oklizyonunu takiben uygulandiklarinda, V; inhibisyonu ile
infarkt hacmi, beyin 6demi olusumu, KBB yikimi ve fonksiyonel bozukluklarda doza
badimli azalma gérilurken; V, inhibisyonunda anlamli bir etki gériilmemistir.

Ferris vd., 2006

V1a antagonizmi (SRX251)
(oral; 0.2 pg, 20 pg, 2 mg/kg)

Hamsterlarda, agresif davranisin doza bagli olarak azaldigi bildirilmistir.

Taya vd., 2008

VA antagonizmi (SR49059)
(intravendz; 2.76 mg/kg)

Sicanlarda kortikal kontlizyon ile olusturulan travmatik beyin hasari sonrasinda
uygulandiginda, beyin 6demi artisini baskiladigi ve AQP4 ekspresyonunun up-
reglilasyonunu 6nledigi belirtilmistir.

Molnar vd., 2008

V>, antagonizmi (OPC-31260)
(intragastrik; 30 mg/kg)

Sigcanlarda, bilateral ana karotis ligasyonu yapilarak olusturulan genel serebral hipoksiyi
takiben uygulandiginda, beyin su igerigindeki artisin ve Na+ birikiminin 6nlendigi, plazma
ADH dizeylerinin daha da arttigi ve sagkalimda olumlu yénde etkisi géralmustur.

Yeung vd., 2009

V5 antagonizmi (OPC-31260)
(intraperitoneal; 0.4 pg/kg)

Astrositik endotelin-1'in asiri ekspresyonu olan transgenik farelerde, su intoksikasyonu
oncesi uygulandiginda, serebral su birikimini azalttigi, hipokampal astrosit ug-ayaklarinda
AQP4 ekspresyonunu azalttigi ve norolojik bozukluklari iyilestirdigi belirtilmistir.

Vi + V5 antagonizmi

Gegici orta serebral arter okllizyonu yapilan farelerde, iskemi sirasinda uygulandiginda,

Liu vd., 2010 (intraserebroventrikiler; reperfiizyondan sonra yalnizca V1 antagonizmasinin infarkt hacminde ve su igeriginde
500 veya 1000 ng V;/1000ng V,) azalmaya, AQP4 ekspresyonunun upregilasyonuna neden oldugu bildirilmistir.

Manaenko V14 antagonizmi Kollajenaz ile indlklenen intraserebral hemoraji fare modelinde, indiksiyondan 1 saat

vd. 2011 (i.p. SR49059,subkutan NC1900) sonra verildiklerinde, 24 ve 72. saatlerde serebral ddemde azalma ve 72. saatte

(0.5 veya 2; 1 veya 10 mg/kg)

ndrodavranigsal bozukluklarda iyilesme gorilmustir.

Potts vd., 2011;

V1a/V> antagonizmi (Conivaptan)
(intravendz; ilk doz 20 mg)

Uygunsuz ADH sendromu olan nérocerrahi hastalarinda uygulandiginda, hiponatremide
azalma ve dilrezde artis gorilmustir. Tek bir hastada hipernatremi gelismistir.

Dhar vd., 2011

V1a/V, antagonizmi (Conivaptan)
(intravendz; 20 mqg)

22 yasinda travmatik beyin hasarindan sonra hiponatremi gelisen bir hastada, serebral
perflizyon basinci, intrakraniyal basing ve serum sodyumunda dizelme goérilmustir.

Human vd., 2012

V1a/V, antagonizmi (Conivaptan)
(bolus; 10, 20 veya 40 mg)

Noroloji yogun bakimda yatan, beyin hasari olan hiponatremili blylk bir hasta grubu
retrospektif olarak dederlendirildiginde, hiponatreminin dizeldigi belirtilmistir.

Zeynalov vd., 2015

Via/V5 ve V; antagonizmi
(intraven6z Conivaptan;oral Tolvaptan)
(0.02 veya 0.2 mg; 0.2 mg)

Orta serebral arter oklizyonu vyapilan farelerde, reperflizyon baslangiciyla birlikte
uygulandiklarinda, conivaptan tedavisi ile nérolojik bozukluklar iyilestirdigi, beyin su
icerigini azalttigi, plazma ve idrar ozmolalitesini dedistirdigi bildirilmis; tolvaptanda
iyilestirici etkiler gérilmemistir.

Bu calisma, 2017

V1a/V> antagonizmi (Conivaptan)
(10 veya 20 mg/mL)

Bilateral a.communis ligasyonu vyapilarak olusturulan global serebral iskemide,
Conivaptan (10mg/mL), beyin hasari ve 6deminde Mannitol'e gbre daha etkili olmustur.
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3- GEREGC VE YONTEMLER

Bu calisma icin, Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan 21.11.2016 tarihli 560 karar
numarasi ile Etik Kurul onay! verildi. Calisma, 02.06.2017 tarihinde 2017-
1524 proje numarasi ile ESOGU Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu
tarafindan desteklendi.

Cerrahi islemler ESOGU Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma Merkezi
(TICAM); biyokimyasal analizler ESOGU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Anabilim Dal Arastirma ve Klinik Laboratuvarlari, histolojik analizler ise
ESOGU Tip Fakiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvari olanaklari kullanilarak gerceklestirildi. Istatistiksel analizler
ESOGU Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dal destegi alinarak yapildi.

3.1. Kullanilan Maddeler ve Cihazlar

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Conivaptan hidroklorid : TRC-C384700, Kanada
Dimetilsulfoksit (>%99.5) : Sigma D5879, ABD
D-Mannitol (>%98) : Sigma-Aldrich M4125, ABD
Entellan® : Merck-107961, Almanya
Eosin Y sollisyonu : Merck-109844, Almanya
Hekzadesiltrimetilamonyumbromid (>%98) : Sigma-Aldrich H5882, ABD
Hemotoksilin Sollisyonu : Merck- 105174, Almanya
Hidrojen Peroksit (%30-31) : Sigma-Aldrich 18312, ABD
Ketamin (50 mg/mL) : Pfizer, ABD

Ksilazin (%?2) : Alfazyne

Proteinaz K : Millipore, Merck, Almanya
Potasyum fosfat monobazik : Riedel-de Haén, Almanya
Potasyum fosfat dibazik : Sigma-Aldrich P8281, ABD

3-3’, 5-5'-tetrametilbenzidin dihidroklortr

hidrat (%97) : Sigma-Aldrich 861510, ABD

61



3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Derin Dondurucu : Thermo, ULT 1386-5-V40
Doku boyama cihazi : Leica Auto Stainer XL

Doku takip cihazi :  Thermo, Shandon Citadel 2000
Hassas Terazi : Sartorius BP121S

ISE modula :  ROCHE/HITACHI COBAS

Isik mikroskobu :  Olympus

Inkibatér :  BINDER BD53

Mikropleyt okuyucu :  PerkinEImer2030 Multilabel reader, Victor X3
Mikropleyt yikayici :  BioTek ELx50

Mikrotom : Leica RM 2145

pH Metre :  HANNA pH 211

Santrifdj :  Nuve NF800

Santrifij, sogutmali : Jouan MR22

Shaker :  WiseMax

Spektrofotometre : Shimadzu, UV-1601

Su banyosu :  Nive BM402

Otoanalizor : ROCHE/HITACHI COBAS
Ozmometre :  WESCOR VAPRO® 5600
Vorteks :  WiseMix VM-10, WISD

3.2. Yontemler
3.2.1. Deney Hayvanlari

Bu calismada 8 haftalik ortalama 270 gram adirliginda 58 adet erkek
Spraque Dawley cinsi albino siganlar kullanildi. Sicanlar, Ankara Kobay Deney
Hayvanlari Laboratuvari'ndan temin edilerek, deney 6ncesinde ve siresince
ESOGU TICAM'da, 22+1 °C oda sicakligi ve 12 saat aydinlik-karanlik sartlari
saglanmis ortamda, seffaf polikarbon kafeslerde barindirildi; standart sican
yemi ile beslenerek su ihtiyaclari icin musluk suyu saglandi. Deney siireci
baslamadan &nce, sicanlarin genel morfolojik gérinimleri makroskobik
olarak gézlemlendi.
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3.2.2. Anestezi

Sicanlar, cerrahi islemler baslanmadan 6nce yaklasik 12 saat sireyle ac
birakildi; yalnizca su icmelerine izin verildi. Deneyin baslangicinda, tim
gruplardaki sicanlar tartilarak agirliklari kaydedildi. Cerrahi islem 6ncesi tim
sicanlara ilk anesteziyi saglamak icin intramuskiler 50 mg/kg Ketamin;
analjezik ve kas gevsetici olarak ise intramuskiler 10 mg/kg Ksilazin
uygulandi. Ikinci anestezi icin bu dozlar intraperitoneal olarak verildi. Ikinci
anestezide ihtiyac duyuldugu durumlarda, baslangicta uygulanan dozlarin
%20'sini asmayan dozlar aralikli olarak tekrarlandi. Anestezi derinliginin
kontroli dogrulma refleksi, goz kapagi refleksi ve agrili uyarana verilen tepki
degerlendirilerek yapildi. Anestezi sirasinda go6zlerin kurumasini 6nlemek
amaciyla géz merhemi kullanildi.

3.2.3. Gruplar

Calismada bes grup olusturuldu. Gruplar 6zetle asagidaki gibidir:

1) Kontrol (Cerrahi-Sham) Grubu (n=10): Bilateral a.carotis communis'e
ulasildi; arterler klemplenmeden kesi bélgesi dikilerek kapatildi. Herhangi bir
infizyon islemi uygulanmaksizin, 6 saat sonra anestezi altinda sakrifikasyon
gerceklestirildi.

2) Iskemi/Reperfiizyon Grubu (I/R) (n=12): Bilateral a.carotis communis
klemplendi; 30 dakika sonra klempler agilarak juguler venden 30 dakika streyle
serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) infizyonu baglatildi. Kesi boélgesi dikilerek
kapatildi. Reperfizyondan 6 saat sonra anestezi altinda sakrifikasyon
gerceklestirildi. Bu gruptan bir hayvan kaybedildi.

3) Mannitol Tedavi Grubu (MAN) (n=12): Bilateral a.carotis communis
klemplendi; 30 dakika sonra klempler acilarak juguler venden 30 dakika sureyle
%?20'lik mannitol inflizyonu baslatildi. Kesi bdlgesi dikilerek kapatildi.
Reperflizyondan 6 saat sonra anestezi altinda sakrifikasyon gergeklestirildi.

4) Conivaptan Tedavi Grubu-1 (CON10) (n=12): Bilateral a.carotis
communis klemplendi; 30 dakika sonra klempler acilarak juguler venden 30
dakika slreyle 10 mg/mL conivaptan infUzyonu bagslatildi. Kesi bdlgesi dikilerek
kapatildi. Reperfizyondan 6 saat sonra anestezi altinda sakrifikasyon
gerceklestirildi.

5) Conivaptan Tedavi Grubu-2 (CON20) (n=12): Bilateral a.carotis
communis klemplendi; 30 dakika sonra klempler acilarak juguler venden 30
dakika streyle 20 mg/mL conivaptan inflizyonu baslatildi. Kesi bdlgesi dikilerek
kapatildi. Reperfizyondan 6 saat sonra anestezi altinda sakrifikasyon
gerceklestirildi.
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3.2.4. Cerrahi Islemler ve Infiizyon

Anestezi altindaki sicanlar sirt Ustl pozisyonda vyatirllarak el ve
ayaklarindan cerrahi girisim tahtasi Uzerine tesbit edildi. Hayvanlarin 6n
boyun bdélgelerinde servikal orta hat yaklasik 3 cm kadar vertikal insizyonla
acllarak bilateral a.carotis communis'e ulasildi. Bu asamada, bu iki arter
kontrol grubu haric tim gruplarda klemplenerek 30 dakika boyunca iskemik
kosullarin olusmasi saglandi; bu sire sonunda klempler acgilarak reperfiizyon
baglatildi. Kesi bdlgesi kapatilmadan 6nce, ilgili gruplarda reperfizyon
baslangici ile es-zamanli olarak inflizyon islemine baslandi.

Infiizyon islemleri icin Mannitol serum fizyolojik ve Conivaptan ise %
5'lik DMSO igerisinde vortekslenerek hazirlandi. Toplam yaklasik 500 um'lik
hacimlerde serum fizyolojik (%0.9'luk NaCl), Mannitol ve Conivaptan'in her
biri ilgili gruplara, hemodinamik instabiliteyi énlemek amaciyla 30 dakika
sireyle ve 5'er dakikalik araliklarla, juguler venden inflize edildi. Infiizyon
suresi tamamlandiktan sonra kesi boélgesi steril kosullarda sttur ile dikilerek
kapatildi. Mannitol ve Conivaptan tedavi gruplarina, ilaglarin ditretik etkisi
sonucu hipovolemi olusmasini 6nlemek amaciyla, 1l'er mL intraperitoneal
serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi ve sicanlar farkli kafeslerde bakima
alindi. Reperfuzyon 6 saat strduruldi. Altincl saatin sonunda, tekrar anestezi
altina alinan hayvanlarin gégis kafesleri acilarak kardiyak kan oOrnekleri
alindi; bas bdlgesi vicuttan ayrilarak, kafatasi alt sag kismindan makasla
pencere seklinde agildi ve beyin dokular dikkatlice gikarildi.

3.2.5. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Reperflizyonun altinci saatinin sonunda, gruplardaki tim hayvanlardan
anestezi altinda alinan kardiyak kan érnekleri jelli serum tiplerine aktarilarak
1000 x g’de 10 dakika santriftij edildi. Elde edilen serum 6rneklerinden Na™,
K*, CI, albumin ve ozmolalite 6lgimleri ayni glin icerisinde yapildi. Kalan
serum Ornekleri alikotlanarak, diger biyokimyasal analizler icin -80 °C’de
derin dondurucuda muhafaza edildi.

Beyin dokusunun otoliz olma riski ylksek oldugundan, histolojik
analizlerin daha saglkl dederlendirilebilmesi amaciyla, reperfiizyonun altinci
saatinin sonunda, gruplarda hayatta kalan hayvan sayisinin yarisi kadari,
transkardiyak perflizyon islemine tabi tutuldu. Bu hayvanlardan anestezi
altinda kan o6rnekleri alindiktan hemen sonra peristaltik bir pompaya bagli
olan kelebek kanul, kalbin sol ventrikll apeksine vyerlestirildi. Perflzyon
sirasinda kanin ve perflizyon sivilarinin gikisini saglamak icin, kalbin sag
atriumuna kesi atildi. Once % 0.09'luk NaCl solisyonunun, tim kanin
bosalmasi saglanincaya kadar, 3-5 dakika slreyle dolasmasi saglandi. Bu
islemi takiben, dokular istenen sertlige ulasincaya kadar (~100 mL) nétral
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formaldehid sollsyonu ile perfizyon islemine devam edildi. Perfizyon islemi
tamamlandiktan sonra dikkatlice cikarilan beyin dokular, histolojik analiz
prosedurlerinin uygulanacagli zamana kadar, %10’luk formaldehid sollisyonu
icerisinde, karanhk ve serin bir ortamda muhafaza edildi. Gruplarda kalan
diger hayvanlarda ise perflizyon islemi yapilmayip, ayni cerrahi islemlerle
alinan beyin dokularina, beyin ddemi prosedlrt uygulandi.

3.2.6. Yapilan Analizler
3.2.6.1. Serum orneklerinde yapilan analizler

Sicanlardan alinan serum érneklerinde TNF-a, Interldkin-15, Interlkin-
35, Progranulin, Néron spesifik enolaz ve Antiditretik hormon dlzeylerinin
Olcimid Ticari Kit kullanilarak vyapildi. Serum o6rneklerinde ayrica
Miyeloperoksidaz aktivitesi, Elektrolit diuzeyleri (Na*, K™, CI") ve ozmolalite
Olcimleri yapildi.

3.2.6.1.1. Elektrolit (Na*, K*, CI") diizeylerinin dl¢iimii

Elektrolit dlzeylerinin kantitatif 6lcim ydntemi; hem test edilecek
solisyon hem sabit test iyonu konsantrasyonu iceren bir i¢ dolgu sollisyonu
ile temas halinde olan, iyon secici elektrod (ISE) membraninda, her iki
solisyondaki iyon konsantrasyonlari farkli yoluyla olusan elektriksel
potansiyel degisikliklerinin o6lcilmesi esasina dayanmaktadir. Serum
orneklerindeki Na*, K™ ve CI” duzeylerinin dlcimi, Roche/Hitachi ISE moduld
kullanilarak yapildi (ISE-indirect) ve 6lcim sonuglari mmol/L olarak verildi.

3.2.6.1.2. Albiimin olgiimii

Albimin 6lcim ydntemi, albiminin bir anyonik boya olan bromkresol
yesiline (BCG) baglanarak mavi-yesil renkli bir kompleks olusturmasi ve bu
kompleksin fotometrik olarak 6lclilmesi prensibine dayanmaktadir. Serum
orneklerinde albimin miktari Roche/Hitachi Cobas C analizérinde ticari kit
kullanilarak 6lgildi (ALB2 testi, Roche Diagnostics, Almanya) (Katalog No:
03183688122). Sonuglar g/dl olarak verildi.

3.2.6.1.3. Ozmolalite olciimii

Buhar basinci prensibine dayanan ozmolalite dlgimleri, ¢dzelti icinde
bulunan kati maddelerin buhar basincinda azalmaya neden olarak, saf bir
¢Ozlclnin (su) cig-noktasi (dew point) sicakhdini disidrmesi prensibine
dayanmaktadir. Serum o&rneklerinde ozmolalite 6lgimleri WESCOR marka
VAPRO® 5600 model buhar basinci ozmometre cihazinda 6lglldi ve sonuclar
mmol/kg olarak verildi.
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3.2.6.1.4. Antidiliretik hormon diizeylerinin dl¢giimii

Serum ADH dulzeyleri, ELISA Kiti kullanilarak 450 nm dalga boyunda
olctldi (Sican ADH ELISA Kit, Cloud-Clone Corp., Houston, USA) (Katalog
No: CEB139Ra). ADH konsantrasyonlari pg/mL olarak ifade edildi. Olciimler
icin uygulanan deney prosedurd Tablo 3.1'de agiklanmistir.

Tablo 3.1. Sigan Antidiliretik Hormon ELISA Kiti Deney Prosediiri

Test Prensibi: Bu test, kompetetif (yarismall) Enzim Inhibisyon Immiinoassay prensibine
dayanir. Kuyucuklara 6nceden kaplanmis olan sican ADH'a spesifik monoklonal antikor ile,
biyotin-isaretli ADH ve isaretli olmayan ADH (Standartlar veya numuneler) arasinda
kompetetif bir inhibisyon reaksiyonu baslatilir. inkiibasyondan sonra baglanmamis konjiigat
yikanir. Ardindan, Avidin-bagh Horseradish Peroksidaz, her bir kuyucuda eklenir ve inklbe
edilir. Baglanan HRP konjligati miktari, numunedeki ADH konsantrasyonuyla ters orantilidir.
Substrat sollisyonunun eklenmesinden sonra, olusan rengin yodunlugu, numunedeki ADH
konsantrasyonu ile ters orantilidir.

Kit Icerigi:
e Standart ve DilUenti

e Tespit Reaktifi A ve Dillienti

e Tespit Reaktifi B ve Dillenti

e Reaktif Diltenti

e TMB Substrati

e Konsantre Yikama SollGsyonu (30X)
e Durdurma Sollsyonu

Deney Prosediirii:

Tum kit bilesenleri ve serumlar oda isisina getirildi.

Uygun sayida strip cikarilarak pleyt hazirlandi.

Konsantre Yikama Solisyonu (30X), distile su ile 1:30 oraninda seyreltildi.

Tespit Reaktifi A ve B santrifiijlendikten sonra, Tespit Reaktifi A icerisine 150 ul Reaktif

Dildenti eklendi ve diltent ile 1:100 oraninda seyreltildi. Tespit Reaktifi B ise sadece

dilGenti ile 1:100 oraninda seyreltildi.

5. Stok Standart, Gzerine 1 mL Standart Dillenti eklenerek hazirlandi. Seri dilisyonlar ile
1000, 333.33, 111.11, 37.04, 12.35 pg/mL konsantrasyonlari elde edildi.

6. Standart, blank ve numuneler vortekslenerek ilgili kuyucuklara 50'ser pL pipetlendi.

7. Her kuyucuda hemen 50 pL dilie Tespit Reaktifi A eklendi.

8. Pleyt yapiskan bantla kapatilarak, 1 saat sireyle 37 °C'de inklbe edildi.

9. Inkibasyon sonrasinda her kuyucuk aspire edilerek, 350 pL diliile yikama soliisyonu ile
3 kez yikandi; yikamalarda pleyt sollisyon iginde 1-2 dakika bekletildi.

10. Yikama sonrasi pleyt ters cevrilerek, icinde kalan sivi filtre kagidi ile uzaklastirildi.

11. Her kuyucuda 100 pL dilte Tespit Reaktifi B eklendi.

12. Pleyt kapatilarak, 30 dakika sireyle 37 °C'de inkibe edildi.

13. Inkiibasyon sonrasinda her kuyucuk aspire edilerek, 350 pL dilile yikama soliisyonu ile
5 kez yikandi; yikamalarda pleyt sollisyon iginde 1-2 dakika bekletildi.

14. Yikama sonrasi pleyt ters cevrilerek, icinde kalan sivi filtre kagidi ile uzaklastirildi.

15. Her kuyucuda 90 pyL TMB Substrati eklendi.

16. Pleyt karanlikta 10-20 dakika slireyle 37 °C'de inkibe edildi.

17. Her kuyucudga 50 pL dilie Durdurma Soltsyonu eklendi.

18. Mikropleyt okuyucuda 450 nm'de hemen absorbans dlgimleri yapildi ve sonuglar pg/mL
olarak verildi.
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3.2.6.1.5. Noron spesifik enolaz diizeylerinin dlciimii

Serum NSE dizeyleri ELISA Kiti kullanilarak 450 nm dalga boyunda
Olctldi (Sican NSE ELISA Kit, Cloud-Clone Corp., Houston, USA) (Katalog
No: SEA537Ra). NSE konsantrasyonlari ng/mL olarak ifade edildi. Olgiimler
icin uygulanan deney proseduru Tablo 3.2'de acgiklanmistir.

Tablo 3.2. Sican Noéron Spesifik Enolaz ELISA Kiti Deney Prosediiri

Test Prensibi: Test, Sandvic Enzim Immunoassay prensibine dayanir. Sican NSE'ye
spesifik biyotin-bagl antikor iceren kuyucuklara standartlar ve érnekler eklenir. Daha sonra
Avidin-bagh Horseradish Peroksidaz (HRP) her bir kuyucudga eklenir ve inkliibe edilir. TMB
substrat sollisyonu ilave edildikten sonra yalnizca NSE, biyotin-badh antikor ve enzim-bagl
Avidin iceren kuyucuklarda renk degisikligi ortaya cikar. Enzim-substrat reaksiyonu, sulfirik
asit ¢Ozeltisi ilave edilerek sonlandirilir ve renk dedisimi 450 = 10 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Olgllir. Numunelerdeki NSE konsantrasyonlari, standart grafigi
yardimiyla belirlenir.

Kit Icerigi:
e Standart ve DilUenti
Tespit Reaktifi A ve DilGenti
Tespit Reaktifi B ve Dillienti
TMB Substrati
Konsantre Yikama Solisyonu (30X)
e Durdurma Sollsyonu

Deney Prosediirii:

Tum kit bilesenleri ve serumlar oda isisina getirildi.

Uygun sayida strip cikarilarak pleyt hazirlandi.

Konsantre Yikama Solisyonu (30X), distile su ile 1:30 oraninda seyreltildi.

Tespit Reaktifi A ve B santrifiijlendikten sonra, dilientleri ile 1:100 oraninda seyreltildi.
Stok Standart, lzerine 0.5 mL Standart Diluenti eklenerek hazirlandi. Seri dilisyonlar
ile 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25 ve 0.625 ng/mL konsantrasyonlar elde edildi.

6. Standart, blank ve numuneler vortekslenerek ilgili kuyucuklara 100'er pL pipetlendi.

7. Pleyt yapiskan bantla kapatilarak 1 saat sureyle 37 °C'de inklbe edildi.

8. Inkiibasyondan sonra sivi aspire edildi, yilkama yapiimadi.
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. Her kuyucuda 100 pL diltie Tespit Reaktifi A eklendi.
0. Pleyt kapatilarak, 1 saat slireyle 37 °C'de inklibe edildi.
1. Inkiibasyon sonrasinda her kuyucuk aspire edilerek, 350 pL diliie yikama soliisyonu ile
3 kez yikandi; yikamalarda pleyt sollisyon iginde 1-2 dakika bekletildi.
12. Yikama sonrasi pleyt ters cevrilerek, icinde kalan sivi filtre kagidi ile uzaklastirildi.
13. Her kuyucuda 100 pL dilte Tespit Reaktifi B eklendi.
14. Pleyt kapatilarak, 30 dakika sireyle 37 °C'de inkibe edildi.
15. Inkiibasyon sonrasinda her kuyucuk aspire edilerek, 350 pL diliie yikama soliisyonu ile
5 kez yikandi; yikamalarda pleyt sollisyon iginde 1-2 dakika bekletildi.
16. Yikama sonrasi pleyt ters cevrilerek, icinde kalan sivi filtre kagidi ile uzaklastirildi.
17. Her kuyucuda 90 pyL TMB Substrati eklendi.
18. Pleyt karanlikta 10-20 dakika slireyle 37 °C'de inkibe edildi.
19. Her kuyucuda 50 pL dilie Durdurma Soltsyonu eklendi.
20. Mikropleyt okuyucuda 450 nm'de hemen absorbans dlgimleri yapildi ve sonuglar ng/mL
olarak verildi.
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3.2.6.1.6. Progranulin diizeylerinin dlgcuimii

Serum granulin (GRN) duzeyleri ELISA Kiti kullanilarak, 450 nm dalga
boyunda d&lclldi (Sican Granulins ELISA Kit, Cusabio Biotech Co., China)
(Katalog No: CSB-ELO09939RA). Orneklerdeki granulin konsantrasyonlari ng/mL
olarak ifade edildi. Olclimler icin uygulanan deney prosediiri Tablo 3.3'te

aciklanmistir.
Tablo 3.3. Sican Granulin ELISA Kiti Deney Prosediri

Test Prensibi: Bu test, kantitatif Sandvic Enzim Immunoassay prensibine dayanir. Sican
GRN'ye spesifik antikor bir mikropleyte 6nceden kaplanmistir. Standart ve numuneler
kuyucuklara pipetlenir ve her bir IL-35 mevcut olan immobilize antikor ile baglanir.
Baglanmamis olanlar uzaklastirildiktan sonra, kuyucuklara GRN icin spesifik Biotin-bagli
antikor eklenir. Yikama isleminden sonra, Avidin-baglh Horseradish Peroksidaz (HRP)
kuyucuklara eklenir. Baglanmayan Avidin-enzim reaktifini uzaklastirmak icin yapilan
yikamayi takiben, bir substrat soliisyonu kuyucuklara eklenir ve ilk asamada baglanan GRN
miktari ile orantili olarak bir renk olusur. Reaksiyon durdurulur ve rengin yogunlugu olgulir.

Kit Icerigi:
e Standart
¢ Konsantre Biotin-antikoru (100X) ve Diltenti
e Konsantre HRP-Avidin (100X) ve DillGenti
e Numune Diltenti
e Konsantre Yikama Sollsyonu (25X)
e TMB Substrati
e Durdurma Sollsyonu

Deney Prosediirii:

1. Tum kit bilesenleri ve serumlar oda isisina getirildi.

2. Uygun sayida strip gikarilarak pleyt hazirlandi.

3. Konsantre Yikama Sollisyonu (25X), distile su ile 1:25 oraninda seyreltildi.

4. Standart viali acilmadan 6énce 600-10000 rpm'de 30 saniye santrifij edildi. Uzerine 1
mL Numune DilGenti eklendi. Seri dilisyonlar ile 500, 250, 125, 62.5, 31.2,15.6 ve 7.8
ng/mL konsantrasyonlari elde edildi.

5. Standart, blank ve numuneler vortekslenerek ilgili kuyucuklara 100'er pL pipetlendi.

6. Pleyt yapiskan bantla kapatilarak 2 saat sireyle 37 °C'de inklbe edildi.

7. Inkiibasyondan sonra sivi aspire edildi, yikama yapilmadi.

8. Biotin-antikoru (1X) hazirlandi: Biotin viali agilmadan 6nce santrifljlendi ve dilienti ile

1:100 oraninda seyreltildi.

9. Her kuyucudga 100 pL dilie Biotin-antikoru eklendi.

10. Pleyt kapatilarak, 1 saat slireyle 37 °C'de inkilbe edildi.

11. inkiibasyon sonrasinda her kuyucuk 200 pL diliie yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

12, Yikama sonrasi pleyt ters gevrilerek, iginde kalan sivi filtre kagidi ile uzaklastirildi.

13. HRP-avidin solisyonu (1X) hazirlandi: HRP viali agilmadan &nce santrifijlendi ve
dilienti ile 1:100 oraninda seyreltildi.

14. Her kuyucuda 100 uL dilie HRP-avidin eklendi.

15. Pleyt kapatilarak, 1 saat slireyle 37 °C'de inkilbe edildi.

16. inkiibasyon sonrasinda her kuyucuk 200 pL diliie yikama sollsyonu ile 5 kez yikandi.

17. Yikama sonrasi pleyt ters cevrilerek, icinde kalan sivi filtre kagidi ile uzaklastirildi.

18. Her kuyucuga 90 pyL TMB Substrati eklendi.

19. Pleyt karanlikta 15-30 dakika slireyle 37 °C'de inkibe edildi.

20. Her kuyucuga 50 pL dilie Durdurma Sollsyonu eklendi. Mikropleyt okuyucuda 450
nm'de 5 dakika icerisinde absorbans dlcimleri yapildi ve sonuclar ng/mL olarak verildi.
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3.2.6.1.7. TNF-a diuizeylerinin olgiimi

Serum TNF-a dlzeyleri ELISA Kiti kullanilarak 450 nm dalga boyunda
olctldl (Sican TNF-a ELISA Kit, Cloud-Clone Corp., Houston, USA) (Katalog
No: SEA133Ra). TNF-o konsantrasyonlari pg/mL olarak ifade edildi. Olciimler
icin uygulanan deney proseduiri Tablo 3.4'te aciklanmistir.

Tablo 3.4. Sican TNF-a ELISA Kiti Deney Prosediri

Test Prensibi: Test, Sandvic Enzim Immunoassay prensibine dayanir. Sican TNF-a'ya
spesifik biyotin-bagl antikor iceren kuyucuklara standartlar ve 6rnekler eklenir. Daha sonra
Avidin-bagl Horseradish Peroksidaz (HRP) her bir kuyucuda eklenir ve inkliibe edilir. TMB
substrat solisyonu ilave edildikten sonra yalnizca TNF-a, biyotin-bagh antikor ve enzim-
bagl Avidin iceren kuyucuklarda renk degisikligi ortaya cikar. Enzim-substrat reaksiyonu,
sllfurik asit cozeltisi ilave edilerek sonlandirilir ve renk dedisimi 450 = 10 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak olgilir. Numunelerdeki TNF-a konsantrasyonlari,
standart grafigi yardimiyla belirlenir.

Kit Icerigi:
e Standart ve DilUenti
e Tespit Reaktifi A ve Diltenti
e Tespit Reaktifi B ve Dillienti
e TMB Substrati
e Konsantre Yikama SollGsyonu (30X)
e Durdurma Sollsyonu

Deney Prosediirii:

Tum kit bilesenleri ve serumlar oda isisina getirildi.

Uygun sayida strip cikarilarak pleyt hazirlandi.

Konsantre Yikama Solisyonu (30X), distile su ile 1:30 oraninda seyreltildi.

Tespit Reaktifi A ve B santrifiijlendikten sonra, dilientleri ile 1:100 oraninda seyreltildi.
Stok Standart, Gzerine 1 mL Standart DillGenti eklenerek hazirlandi. Seri dilisyonlar ile
10000, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2 ve 15.6 pg/mL konsantrasyonlari elde edildi.

6. Standart, blank ve numuneler vortekslenerek ilgili kuyucuklara 100'er pL pipetlendi.

7. Pleyt yapiskan bantla kapatilarak 1 saat sitreyle 37 °C'de inkibe edildi.

8. Inkiibasyondan sonra sivi aspire edildi, yikama yapilmadi.
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. Her kuyucuda 100 pL diltie Tespit Reaktifi A eklendi.
0. Pleyt kapatilarak, 1 saat slireyle 37 °C'de inklibe edildi.
1. Iinkiibasyon sonrasinda her kuyucuk aspire edilerek, 350 uL diliie yilkama soliisyonu ile
3 kez yikandi; yikamalarda pleyt soliisyon iginde 1-2 dakika bekletildi.
12. Yikama sonrasi pleyt ters cevrilerek, icinde kalan sivi filtre kagidi ile uzaklastirildi.
13. Her kuyucuga 100 pL dilte Tespit Reaktifi B eklendi.
14. Pleyt kapatilarak, 30 dakika sireyle 37 °C'de inkibe edildi.
15. Inkiibasyon sonrasinda her kuyucuk aspire edilerek, 350 pL diliile yikama soliisyonu ile
5 kez yikandi; yikamalarda pleyt sollisyon iginde 1-2 dakika bekletildi.
16. Yikama sonrasi pleyt ters gevrilerek, icinde kalan sivi filtre kagidi ile uzaklastirildi.
17. Her kuyucuga 90 pyL TMB Substrati eklendi.
18. Pleyt karanlikta 10-20 dakika slireyle 37 °C'de inkibe edildi.
19. Her kuyucuda 50 pL dilie Durdurma Soltsyonu eklendi.
20. Mikropleyt okuyucuda 450 nm'de hemen absorbans dlgiimleri yapildi ve sonucglar pg/mL
olarak verildi.
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3.2.6.1.8. Interlokin-15 diizeylerinin dlciimii

Serum IL-15 dlzeyleri, ELISA Kiti kullanilarak 450 nm dalga boyunda
olctldl (Sican IL-15 ELISA Kit, Cloud-Clone Corp., Houston, USA) (Katalog
No:SEA061Ra). IL-15 konsantrasyonlari pg/mL olarak ifade edildi. Olciimler
icin uygulanan deney proseduiri Tablo 3.5'te aciklanmistir.

Tablo 3.5. Sigan IL-15 ELISA Kiti Deney Prosediri

Test Prensibi: Test, Sandvi¢ Enzim Immunoassay prensibine dayanir. Sican IL-15'e
spesifik biyotin-bagl antikor iceren kuyucuklara standartlar ve 6rnekler eklenir. Daha sonra
Avidin-bagl Horseradish Peroksidaz (HRP) her bir kuyucuda eklenir ve inkliibe edilir. TMB
substrat sollisyonu ilave edildikten sonra yalnizca IL-15, biyotin-bagh antikor ve enzim-bagli
Avidin iceren kuyucuklarda renk degisikligi ortaya gikar. Enzim-substrat reaksiyonu, sulfurik
asit ¢ozeltisi ilave edilerek sonlandirilir ve renk dedisimi 450 £ 10 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak olgllir. Numunelerdeki IL-15 konsantrasyonlari, standart grafigi
yardimiyla belirlenir.

Kit Icerigi:
e Standart ve DilGenti
e Tespit Reaktifi A ve Dillienti
e Tespit Reaktifi B ve Dillenti
e TMB Substrati
e Konsantre Yikama Sollsyonu (30X)
e Durdurma Sollsyonu

Deney Prosediirii:

TUum kit bilesenleri ve serumlar oda isisina getirildi.

Uygun sayida strip cikarilarak pleyt hazirlandi.

Konsantre Yikama Solisyonu (30X), distile su ile 1:30 oraninda seyreltildi.

Tespit Reaktifi A ve B santrifijlendikten sonra, dilientleri ile 1:100 oraninda seyreltildi.
Stok Standart, Gzerine 0.5 mL Standart Dillenti eklenerek hazirlandi. Seri dilisyonlar
ile 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2 ve 15.6 pg/mL konsantrasyonlari elde edildi.

6. Standart, blank ve humuneler vortekslenerek ilgili kuyucuklara 100'er pL pipetlendi.

7. Pleyt yapiskan bantla kapatilarak 1 saat sireyle 37 °C'de inkibe edildi.

8. Inkiibasyondan sonra sivi aspire edildi, yilkama yapiimadi.
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. Her kuyucuda 100 L diltie Tespit Reaktifi A eklendi.
0. Pleyt kapatilarak, 1 saat slireyle 37 °C'de inklibe edildi.
1. Iinkiibasyon sonrasinda her kuyucuk aspire edilerek, 350 pL diliie yilkama soliisyonu ile
3 kez yikandi; yikamalarda pleyt sollisyon iginde 1-2 dakika bekletildi.
12, Yikama sonrasi pleyt ters gevrilerek, iginde kalan sivi filtre kagidi ile uzaklastirildi.
13. Her kuyucuga 100 L dilte Tespit Reaktifi B eklendi.
14. Pleyt kapatilarak, 30 dakika sireyle 37 °C'de inkibe edildi.
15. Inkiibasyon sonrasinda her kuyucuk aspire edilerek, 350 pL dilile yikama soliisyonu ile
5 kez yikandi; yikamalarda pleyt sollisyon icinde 1-2 dakika bekletildi.
16. Yikama sonrasi pleyt ters gevrilerek, iginde kalan sivi filtre kagidi ile uzaklastirildi.
17. Her kuyucuda 90 pyL TMB Substrati eklendi.
18. Pleyt karanlikta 10-20 dakika sireyle 37 °C'de inkibe edildi.
19. Her kuyucuda 50 pL diliie Durdurma Solisyonu eklendi.
20. Mikropleyt okuyucuda 450 nm'de hemen absorbans dlgiimleri yapildi ve sonucglar pg/mL
olarak verildi.
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3.2.6.1.9. Interlokin-35 diizeylerinin dlciimii

Serum IL-35 dlzeyleri, ELISA Kiti kullanilarak 450 nm dalga boyunda
olclldu (Sican Interleukin-35 ELISA Kit, Cusabio Biotech Co., China) (Katalog
No: CSB-E13652r). IL-35 konsantrasyonlari ng/mL olarak ifade edildi.
Olctimler igin uygulanan deney prosediirii Tablo 3.6'da aciklanmistir.

Tablo 3.6. Sigan IL-35 Kiti Deney Prosediiri

Test Prensibi: Bu test, kantitatif Sandvi¢ Enzim Immunoassay prensibine dayanir. Sican
IL-35'e 6zgl antikor bir mikropleyt'e 6nceden kaplanmistir. Standart ve numuneler
kuyucuklara pipetlenir ve her bir IL-35 mevcut olan immobilize antikor ile baglanir.
Baglanmamis olanlar uzaklastirildiktan sonra, kuyucuklara IL-35 igin spesifik Biotin-bagli
antikor eklenir. Yikama isleminden sonra, Avidin-bagl Horseradish Peroksidaz (HRP)
kuyucuklara eklenir. Baglanmayan Avidin-enzim reaktifini uzaklastirmak igin yapilan
yikamay! takiben, bir substrat sollisyonu kuyucuklara eklenir ve ilk asamada baglanan IL-35
miktari ile orantili olarak bir renk olusur. Reaksiyonu durdurulur ve rengin yogunlugu
Olcular.

Kit Icerigi:
e Standart
Konsantre Biotin-antikoru (100X) ve DilUenti
Konsantre HRP-Avidin (100X) ve Diltenti
Numune DilGenti
Konsantre Yikama Soltsyonu (25X)
TMB Substrati
Durdurma Sollsyonu

Deney Prosediirii:

1. Tum kit bilesenleri ve serumlar oda isisina getirildi.

2. Uygun sayida strip ¢ikarilarak pleyt hazirlandi.

3. Konsantre Yikama Sollisyonu (25X), distile su ile 1:25 oraninda seyreltildi.

4. Standart viali acilmadan 6énce 600-10000 rpm'de 30 saniye santrifij edildi. Uzerine 1
mL Numune DillGenti eklendi. Seri dillisyonlar ile 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2 ve
15.6 ng/mL konsantrasyonlari elde edildi.

5. Standart, blank ve numuneler vortekslenerek ilgili kuyucuklara 100'er pL pipetlendi.

6. Pleyt yapiskan bantla kapatilarak 2 saat sireyle 37 °C'de inklbe edildi.

7. Inkiibasyondan sonra sivi aspire edildi, yilkama yapiimadi.

8. Biotin-antikoru (1X) hazirlandi: Biotin viali agilmadan 6nce santrifijlendi ve dilienti ile

1:100 oraninda seyreltildi.

9. Her kuyucudga 100 pL diliie Biotin-antikoru eklendi.

10. Pleyt kapatilarak, 1 saat sireyle 37 °C'de inkiibe edildi.

11. inkiibasyon sonrasinda her kuyucuk 200 pL diliie yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

12, Yikama sonrasi pleyt ters gevrilerek, iginde kalan sivi filtre kagidi ile uzaklastirildi.

13. HRP-avidin solisyonu (1X) hazirlandi: HRP viali acilmadan &nce santrifijlendi ve
dilienti ile 1:100 oraninda seyreltildi.

14. Her kuyucuda 100 uL dilie HRP-avidin eklendi.

15. Pleyt kapatilarak, 1 saat sltireyle 37 °C'de inklUbe edildi.

16. inkiibasyon sonrasinda her kuyucuk 200 L diliie yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.

17. Yikama sonrasi pleyt ters gevrilerek, iginde kalan sivi filtre kagidi ile uzaklastirildi.

18. Her kuyucuga 90 pyL TMB Substrati eklendi.

19. Pleyt karanlikta 15-30 dakika sireyle 37 °C'de inkibe edildi.

20. Her kuyucudga 50 pL dilie Durdurma Sollisyonu eklendi. Mikropleyt okuyucuda 450
nm'de 5 dakika icerisinde absorbans dlcimleri yapildi ve sonuclar ng/mL olarak verildi.
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3.2.6.1.10. Miyeloperoksidaz aktivitesinin olgciimu

Noétrofil infiltrasyonu ve inflamasyon goéstergelerinden biri olan
miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi serum 0&rneklerinde Suzuki ve ark.
tarafindan bildirilen ybnteme gdére o6lglldi (Suzuki vd., 1983). Yontem,
MPO'nun katalizledigi reaksiyon ile, sentetik bir substrat olan 3,3°-5,5"-
tetrametil benzidin (TMB) molekulinin oksidasyonunun d&lgtilmesine
dayanmaktadir. Reaksiyon, hidrojen peroksitin 37°C’de reaksiyon karisimina
eklenmesi ile baslatildi. Reaksiyon sirasinda absorbans artisi 655 nm’de 5
dakika boyunca izlendi ve bir dakikadaki MPO aktivitesi hesaplandi. Serum
MPO aktivitesi U/mL olarak verildi.

Hazirlanan cozeltiler:

1.160 mM pH 5.4 Potasyum-Fosfat Tamponu:
Tampon 160 mM KH,POs (ma=136,09) ve 160 mM K;HPOs (ma=174,18
g/mol) cozeltileri ile hazirlandl ve pH 5.4 'e ayarlandi.

2.%1'lik Hekzadesiltrimetilamonyum bromid (HETAB):
1 g/100 mL HETAB 160 mM pH 5.4 Potasyum-Fosfat Tamponu iginde
¢bzulerek hazirlandi.

3.16 mM 3,3'-5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB):
TMB (ma=240.3 g/mol) N-N-dimetil formamid icinde g¢dzllerek taze olarak
hazirlandi. NaOH damlatilarak ¢ézliinmesi saglandi.

4.% 0.06'lik Hidrojen Peroksit (H>05):
% 0.06'lk H,0,,% 30'luk stok kullanilarak distile su icerisinde taze olarak
hazirlandi.

Deneyin Yapilisi:

1) Her bir tupe, H,0, harig, tabloda belirtilen hacimlerdeki ¢ozeltiler sirasiyla
eklendi ve 37 °C'de 1-2 dakika inkUbe edildi.

2) Inkiibasyon sonrasinda, reaksiyon H,0, eklenerek baslatildi.

3) 37 °C'de 655 nm'de absorbans artisi 10 dakika slreyle izlendi.

3) Sonuglar U/mL olarak hesaplandi.

Reaksiyon Ortami Kor Numune
K-PO,4 tamponu pH 5.4 (%1 HETAB iceren) 500 pl 500 ul
TMB 100 pl 100 pl
Serum --- 20 pl
Distile su 350 ul 330 ul
Hidrojen peroksit 50 pl 50 pl
| Toplam 1000 pl 1000 pl
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3.2.6.2. Doku orneklerinde yapilan analizler
3.2.6.2.1. Beyin 6deminin tespiti

Deney bitiminde kardiyak perflizyon yapilmayan hayvanlardan alinan
beyin dokulan tartilarak yas adirlik belirlendi. Bu dokular BINDER marka
BD53 model inklibatérde ~100 ©°C'de 24 saat slreyle kurutuldu ve kuru
agirliklari tartildi. Serebral su icerigi [%H,0=(1-Kuru Adirlik/Yas Agirlik) x 100]
formuline gore hesaplandi. Beyin dokusu bilyukliglu bireysel farkhlik
goOsterebildigi icin, hayvanlarin agirliklari ile de oranlama yapildi.

3.2.6.2.2. Histolojik analizler

Reperfiizyondan 6 saat sonra, otoliz riskini elimine etmek amaciyla
perfizyon fiksasyonu uygulanan sicanlarin beyinleri bitln olarak c¢ikarildiktan
sonra, beyin dilimleyici ile frontal bdlgeleri ve hipokamplsin bulundugu
bolgeler kesilerek ayrildi. Etil alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edilen
dokular, ksilol igerisinde seffaf hale getirildikten sonra, sivi parafin
serilerinden gegirilip parafin bloklar elde edildi.

Frontal korteks ve hipokampuls alanlarindan 5 pym kalinliginda alinan
kesitlere, doku genel durumunu ve nekrotik hicreleri belirlemek igin
Hematoksilen-Eosin boyama (Tablo 3.7); apoptotik hlcreleri belirlemek igin
ise TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)
boyama islemleri (Tablo 3.8) uygulandi (ApopTag® Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit, Chemicon International) (Katalog No: S7101).
Boyama vyapilan Kkesitler binokller 1sik mikroskobu altinda incelenerek
degerlendirildi. Grubu temsil eden gorintiler, mikroskoba monte edilmis
dijital kamera ile gekildi.

3.2.7. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz, deneysel uygulamalardan badimsiz bir istatistik
uzmanina danisilarak yapildi. Sdrekli nicel veriler; n, ortalama ve standart
sapma olarak, Nitel veriler ise n, ortanca deder, 25‘inci ve 75’inci ylzdelik
degerler olarak ifade edildi. Bagimsiz 6lgimlerden olusan ve normal dagilim
gosteren degiskenler Tek Yonli Varyans Analizi (One Way Analysis of
Variance) testi ile analiz edildi; normal dagihm gostermeyen degdiskenlere ise
Kruskal-Wallis Tek YonlU Siralamal Varyans Analizi (Kruskal-Wallis One Way
Analysis of Variance on Ranks Test) uygulandi. p<0.05 olasilik degerleri
istatistiksel olarak anlamh kabul edildi. Tum veri analizleri SPSS 21.0 paket
programlari ile yapildi.
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Tablo 3.7. Hematoksilen-Eozin boyama yénteminin basamaklari

Yéntem Basamaklari islem Siiresi
Ksilol I 10 dakika
Ksilol 11 10 dakika
%96'lik etil alkol I 5 dakika
%96'lik etil alkol II 5 dakika
%90'lik etil alkol 5 dakika
%80'lik etil alkol 5 dakika
%?70'lik etil alkol 5 dakika
Distile su 5 dakika
Hematoksilin soliisyonu 2 dakika
Cesme suyunda yikama

Eozin solUsyonu 5 dakika
%?70'lik etil alkol 2 dakika
%80'lik etil alkol 2 dakika
%90'lik etil alkol 2 dakika
%96'l1k etil alkol I 2 dakika
%96'lik etil alkol II 2 dakika
Ksilol I 10 dakika
Ksilol TI 10 dakika
Lam kapatma

Tablo 3.8. TUNEL boyama yénteminin basamaklari

Yoéntem Basamaklari islem Siiresi
Ksilol 3x15 dakika
% 100'lik etil alkol 2x3 dakika
% 95'lik etil alkol 3 dakika

% 70'lik etil alkol 3 dakika
PBS soliisyonu 5 dakika
Proteinaz K soliisyonu 15 dakika
Distile suda yikama 2x5 dakika
% 3'lik hidrojen peroksit soltisyonu 5 dakika
PBS soliisyonu 5-10 dakika
Dengeleme tamponunda inkibasyon 5 dakika
TdT enzimi uygulanarak 37 °C derece ve nemli ortamda 1 saat
Durdurma/yikama tamponunda calkalama 15 saniye
Oda isisinda inkilibasyon 10 dakika
PBS solisyonu 3x5 dakika
Anti- digoksigenin peroksidaz 30 dakika
PBS solisyonunda yikama 4x5 dakika
3,3’ diaminobenzidin sollisyonu 10 dakika
Distile suda yikama 3x1 dakika
Metil yesili 15 dakika
Distile suda yikama 3x10 saniye
Batanol 2X3 saniye
Ksilol I 5 dakika
Ksilol II 5 dakika
Ksilol III 5 dakika

Lam kapatma
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4- BULGULAR

4.1. Serum Ornekleri Bulgulari
4.1.1. Elektrolit (Na*, K*, CI") Diizeyleri
4.1.1.1. Sodyum (Na*) Diizeyleri

Deney gruplarinin serum sodyum duzeyleri Tablo 4.1'de verilmistir.

Tablo 4.1. Serum sodyum dtzeyleri (mmol/L)

Gruplar n OrtalamatStandart Sapma
Kontrol (Cerrahi-Sham) 10 145,60+2,55
Iskemi-Reperfiizyon 11 141,55+3,56°
Mannitol 12 142,92+3,90¢
Conivaptan 10 mg/mL 12 149,17+3,38%f
Conivaptan 20 mg/mL 12 148,00+4,579F

a, Kontrol grubuna gére anlamli azalma (p<0,001);

d, Iskemi-Reperflizyon grubuna gére anlamh artis (p<0,001);

f, Mannitol grubuna goére anlaml artis (p<0,001)

Sodyum dizeylerinin istatistiksel analizlerinde, Iskemi-Reperfiizyon
(I/R) grubunda sodyum diizeylerinin Kontrol grubuna gore anlamh diizeyde
azaldigi tespit edildi (p<0,001). Buna karsin, I/R grubuna gére Mannitol
(MAN), 10 ve 20 mg/mL Conivaptan (CON10 ve CON20) tedavi gruplarinin
her birinde anlamli dlzeyde artis gbézlendi (p<0,001). Ayni sekilde, Mannitol
grubuna goére 10 ve 20 mg/mL Conivaptan tedavi gruplarinda da anlamli
dizeyde artis meydana geldigi goraldi (p<0,001).

75



Sodyum Diizeyleri
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Sekil 4.1. Serum sodyum dilzeylerine ait Histogram grafigi. a,
Kontrol grubuna gére anlamli azalma (p<0,001); d, i/R grubuna
gbére anlamh artis (p<0,001); f, MAN grubuna goére anlamh artis
(p<0,001).
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4.1.1.2. Potasyum (K*) Diizeyleri

Deney gruplarinin serum potasyum dlzeyleri Tablo 4.2'de verilmistir.

Tablo 4.2. Serum potasyum duizeyleri (mmol/L)

Gruplar n Medyan (%25-%75)
Kontrol (Cerrahi-Sham) 10 6,40 (6,04-7,45)
Iskemi-Reperfiizyon 11 6,46 (5,87-6,69)
Mannitol 12 6,42 (6,04-6,94)
Conivaptan 10 mg/mL 12 6,09 (5,93-6,29)
Conivaptan 20 mg/mL 12 6,82 (6,25-7,54)

Potasyum dilzeylerinin istatistiksel analizlerinde, gruplar arasinda
anlamh bir farkhlik gértlmedi (p>0,05).

4.1.1.3. Kloriir (CI") Duzeyleri

Deney gruplarinin serum klortr duzeyleri Tablo 4.3'te verilmistir.

Tablo 4.3. Serum CI" dlzeyleri (mmol/L)

Gruplar n OrtalamazStandart Sapma
Kontrol (Cerrahi-Sham) 10 103,31+2,40
Iskemi-Reperfiizyon 11 101,17+1,81°
Mannitol 12 100,13+4,01
Conivaptan 10 mg/mL 12 107,93+3,754f
Conivaptan 20 mg/mL 12 106,60+4,72"4f

a, Kontrol grubuna goére anlamli azalma (p<0,001);

b, Kontrol grubuna goére anlamh artis (p<0,001);

d, Iskemi-Reperfiizyon grubuna gére anlaml artis (p<0,001);
f, Mannitol grubuna gdére anlamh artis (p<0,001)

ClI" diizeylerinin istatistiksel analizlerinde, I/R grubunda Kontrol grubuna
gbre azalma meydana geldigi gozlendi (p<0,001). Bunun aksine, CON10 ve
CON20 tedavi gruplarinda, Kontrol, I/R ve MAN grubuna gdére anlamli
dizeyde bir artis tespit edildi (p<0,001).
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Sekil 4.2. Serum klorir dlizeylerine ait Histogram grafigi. a,
Kontrol grubuna goére anlamli azalma (p<0,001); b, Kontrol
grubuna gdére anlamli artis (p<0,001); d, Iskemi-Reperfiizyon
grubuna gbére anlamh artis (p<0,001); f, Mannitol grubuna gére
anlamh artis (p<0,001).
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4.1.2. Albimin

Deney gruplarinin serum alblimin bulgulari Tablo 4.4'te verilmistir.

Tablo 4.4. Serum albimin dlzeyleri (g/dL)

Gruplar n OrtalamatStandart Sapma
Kontrol (Cerrahi-Sham) 10 3,7240,18
Iskemi-Reperfiizyon 11 3,58+0,28
Mannitol 12 3,63+0,25
Conivaptan 10 mg/mL 12 3,76+0,27
Conivaptan 20 mg/mL 12 3,84+0,31

Albiminin istatistiksel analizlerinde, gruplar arasinda anlamli bir farklilk
gérulmedi (p>0,05).

4.1.3. Serum Ozmolalitesi

Deney gruplarinin serum ozmolalitesi bulgular Tablo 4.5'te verilmistir.

Tablo 4.5. Serum ozmolalitesi (mmol/kg)

Gruplar n OrtalamatStandart Sapma
Kontrol (Cerrahi-Sham) 10 345,55+20,58
Iskemi-Reperfiizyon 11 360,00+14,62
Mannitol 12 321,08+12,85°
Conivaptan 10 mg/mL 12 376,13+41,61"
Conivaptan 20 mg/mL 12 319,17+18,74%%9

c, Iskemi-Reperfiizyon grubuna gére anlamli azalma (p<0,001);
e, Mannitol grubuna goére anlamli azalma (p<0,001);

f, Mannitol grubuna gére anlamh artis (p<0,001);

g, Conivaptan 10 mg/mL grubuna gére anlamli azalma (p<0,001)

Serum ozmollitesinin istatistiksel analizlerinde, MAN ve CON20
gruplarinda I/R grubuna gére anlamli diizeyde azalma gérildi (p<0,001).
CON10 grubu diger gruplara kiyasla en yliksek ozmolaliteye sahipti, ancak bu
deger, yalnizca MAN ve CON20 gruplari ile anlamlilik gdsterdi (p<0,001). I/R
reperflizyon grubunda Kontrol grubuna gére ozmolalitenin artis gosterdigi
goriuldd, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi.
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Sekil 4.3. Serum ozmolalitesine ait Histogram grafigi. ¢, Iskemi-
Reperflizyon grubuna gére anlamli azalma (p<0,001); e, Mannitol
grubuna goére anlamh azalma (p<0,001); f, Mannitol grubuna
gdére anlamh artis (p<0,001); g, Conivaptan 10 mg/mL grubuna
gore anlamli azalma (p<0,001).
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4.1.4. Antidiiuiretik Hormon Diuzeyleri

Deney gruplarinin serum ADH dizeyleri Tablo 4.6'da verilmistir.

Tablo 4.6. Serum ADH dizeyleri (pg/mL)

Gruplar n OrtalamaztStandart Sapma
Kontrol (Cerrahi-Sham) 10 28,07+5,73
Iskemi-Reperfiizyon 11 31,5345,81

Mannitol 12 35,82+6,82°
Conivaptan 10 mg/mL 12 39,67+8,76¢
Conivaptan 20 mg/mL 12 36,40+4,65°

b, Kontrol grubuna gére anlamh artis (p<0,001);

d, Iskemi-Reperflizyon grubuna gére anlamh artis (p<0,001)

Serum ADH dulzeylerinin istatistiksel analizlerinde, Kontrol grubuna goére
MAN ve her iki Conivaptan tedavi gruplarinda anlamh artis goérulda
(p=0,001). En yilksek ortalama deger CON10 tedavi grubuna ait olup, bu
artisin I/R grubuna gére anlamh oldudu tespit edildi (p=0,001).
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Sekil 4.4. Serum ADH dilzeylerine ait Histogram gra_fi(_ji. b,
Kontrol grubuna goére anlamh artis (p<0,001); d, Iskemi-
Reperflizyon grubuna gére anlaml artis (p<0,001).
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4.1.5. Noron Spesifik Enolaz Dlizeyleri

Deney gruplarinin serum NSE duzeyleri Tablo 4.7'de verilmistir.

Tablo 4.7. Serum NSE dlzeyleri (ng/mL)

Gruplar n OrtalamatStandart Sapma
Kontrol (Cerrahi-Sham) 10 3,96+0,80
Iskemi-Reperfiizyon 11 4,39+0,68

Mannitol 12 4,45+0,80
Conivaptan 10 mg/mL 12 3,25+0,67¢¢
Conivaptan 20 mg/mL 12 3,41+0,86%¢

c, Iskemi-Reperfiizyon grubuna gére anlaml azalma (p<0,001);
e, Mannitol grubuna gére anlamli azalma (p<0,001)

Serum NSE duzeylerinin istatistiksel analizlerinde, her iki CON tedavi
grubunda da, I/R ve MAN grubuna gére anlamli diizeyde azalma gorildii
(p<0,001). Kontrol ile karsilastirildiinda, NSE dizeyleri I/R ve MAN
grubunda artis, Conivaptan gruplarinda ise azalma gosterdi, ancak
istatistiksel olarak anlamli degildi. En ylksek NSE ortalamasinin MAN
grubuna ait oldugu goérulda.
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Sekil 4.5. Serum NSE diizeylerine ait Histogram grafigi. ¢, iskemi-
Reperflizyon grubuna gére anlaml azalma (p<0,001); e, Mannitol
grubuna gore anlaml azalma (p<0,001).
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4.1.6. Progranulin Duzeyleri

Deney gruplarinin serum Progranulin dizeyleri Tablo 4.8'de verilmistir.

Tablo 4.8. Serum Progranulin dizeyleri (ng/mL)

Gruplar n Medyan (%25-%75)
Kontrol (Cerrahi-Sham) 10 13,74 (10,41-19,26)

Iskemi-Reperfiizyon 11 13,95 (12,47-18,25)

Mannitol 12 12,13 (10,70-13,21)

Conivaptan 10 mg/mL 12 15,87 (13,90-18,90)f
Conivaptan 20 mg/mL 12 17,08 (14,22-22,41)f
f, Mannitol grubuna gére anlamli artis (p<0,01)

Serum Progranulin duzeylerinin istatistiksel analizlerinde, duzeylerinin
Olciimlerine ait verilerin istatistiksel analizleri yapildiginda, CON10 ve CON20
gruplarinda MAN grubuna gére anlamh dlizeyde artis goéruldi (p<0,01). MAN
grubu progranulin diizeyi I/R grubuna goére azaldi, ancak anlamli kabul
edilmedi (p>0,05).
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Sekil 4.6. Serum Progranulin dlizeylerine ait Kutu grafigi. f, Mannitol grubuna goére
anlamh artis (p<0,01).
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4.1.7. TNF-a Dlizeyleri

Deney gruplarinin serum TNF-a dizeyleri Tablo 4.9'da verilmistir.

Tablo 4.9. Serum TNF-a dlzeyleri (pg/mL)

Gruplar n OrtalamatStandart Sapma
Kontrol (Cerrahi-Sham) 10 28,33+7,01
Iskemi-Reperfiizyon 11 35,45+6,31°
Mannitol 12 32,38+6,18
Conivaptan 10 mg/mL 12 27,05+5,54°
Conivaptan 20 mg/mL 12 28,22+4,88°¢

b, Kontrol grubuna gére anlamli artis (p=0,001);
¢, Iskemi-Reperflizyon grubuna gére anlaml azalma (p=0,001)

Yapilan istatistiksel analizler, I/R grubunda TNF-o diizeylerinin Kontrol
grubuna gore anlamh dizeyde artarken (p=0,001), CON10 ve CON20 tedavi
gruplarinda, I/R grubuna goére anlaml dizeyde azalma gosterdigini ortaya

koydu (p=0,001).
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Sekil 4.7. Serum TNF-o duzeylerine ait Histogram grafigi. b,
Kontrol grubuna gére anlamh artis (p=0,001); ¢, Iskemi-
Reperflizyon grubuna gére anlamli azalma (p=0,001).
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4.1.8. Interlokin-15 Diizeyleri

Deney gruplarinin serum IL-15 dizeyleri 4.10'da verilmistir.

Tablo 4.10. Serum IL-15 dlzeyleri (pg/mL)

Gruplar n OrtalamaztStandart Sapma
Kontrol (Cerrahi-Sham) 10 91,20+29,85
Iskemi-Reperfiizyon 11 98,73+18,32
Mannitol 12 105,20+18,53
Conivaptan 10 mg/mL 12 64,72+22,28%¢
Conivaptan 20 mg/mL 12 74,62+18,77¢

a, Kontrol grubuna gére anlamli azalma (p<0,001);
¢, Iskemi-Reperflizyon grubuna gére anlamlh azalma (p<0,001);
e, Mannitol grubuna gére anlaml azalma (p<0,001)

Yapilan istatistiksel analizlerde,

(p>0,05).
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Kontrol ile karsilastirildiginda IL-15
diizeylerinin, I/R ve Mannitol grubunda arttigi, Conivaptan gruplarinda ise
azaldigi tespit edildi. Bu degisiklikler Kontrol'e gére CON10 grubu (p<0,001);
I/R grubuna goére her iki Conivaptan tedavi gruplari (p<0,001) ve Mannitol
grubuna goére yine Conivaptan tedavi gruplari arasinda anlamliydi (p<0,001).
I/R grubunda Kontrol ile karsilastinildifinda gozlenen artis anlamh degildi
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Sekil 4.8. Serum IL-15 dlzeylerine ait Histogram grafigi. a,
Kontrol grubuna gére anlamli azalma (p<0,001); c, Iskemi-
Reperflizyon grubuna gére anlaml azalma (p<0,001); e, Mannitol
grubuna gdére anlaml azalma (p<0,001).
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4.1.9. interlokin-35 Diizeyleri

Deney gruplarinin serum IL-35 dlzeyleri Tablo 4.11'de verilmistir.

Tablo 4.11. Serum IL-35 dlzeyleri (ng/mL)

Gruplar n OrtalamatStandart Sapma
Kontrol (Cerrahi-Sham) 10 191,67+35,72
Iskemi-Reperfiizyon 11 287,65+42,68
Mannitol 12 247,05+60,72
Conivaptan 10 mg/mL 12 233,67+56,34
Conivaptan 20 mg/mL 12 323,73+67,94°

b, Kontrol grubuna gdére anlamh artis (p=0,001);

Yapilan istatistiksel analizlerde, Kontrol grubuna gére tim gruplarda IL-
35 dizeylerinde artis goéruldld. Ancak bu artis yalnizca Kontrol ile CON20
grubu arasinda anlamlilik gésterdi (p<0,001).
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Sekil 4.9. Serum IL-35 dlizeylerine ait Histogram grafigi. b,
Kontrol grubuna gére anlaml artis (p=0,001).
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4.1.10. Miyeloperoksidaz Aktivitesi

Deney gruplarinin serum MPO aktivitesine ait bulgular Tablo 4.12'de
verilmigtir.

Tablo 4.12. Serum MPO aktiviteleri (U/mL)

Gruplar n OrtalamazStandart Sapma
Kontrol (Cerrahi-Sham) 10 0,7545+0,3008
Iskemi-Reperfiizyon 11 0,8205+0,6548
Mannitol 12 0,5595+0,3870
Conivaptan 10 mg/mL 12 0,4573+0,2781
Conivaptan 20 mg/mL 12 0,7179+£0,6766

Yapilan istatistiksel analizlerde, MPO aktivitesinde gruplar arasinda
anlamh bir farkliik goértlmedi (p>0,05). Ancak MPO aktivitesinin I/R
grubunda arttigi, diger tim gruplarda azaldigi gézlendi.

4.2. Doku Ornekleri Bulgulari
4.2.1. Beyin Odemi

Doku orneklerindeki beyin su icerigine ait bulgular Tablo 4.13'te
verilmistir.

Tablo 4.13. Beyin su igerigi (% H,0)

Gruplar n OrtalamatStandart Sapma
Kontrol (Cerrahi-Sham) 10 78,4702+0,2908
Iskemi-Reperfiizyon 11 77,9313+0,3904°
Mannitol 12 77,7104+0,4651°
Conivaptan 10 mg/mL 12 77,6132+0,4187°
Conivaptan 20 mg/mL 12 77,4651+0,2131°

a, Kontrol grubuna gére anlaml azalma (p<0,001)

Yapilan istatistiksel analizlerde, beyin su igerigi ylzdesinde Kontrol
grubuna gére tum gruplarda anlamli dizeyde azalma gdézlendi (p=0,003).
Bunun disinda gruplar arasindaki beyin su icerigi ylzdesindeki farkhliklar
anlaml degildi (p>0,05).
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Beyin Su Icerigi
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Sekil 4.10. Beyin su igerigine ait Histogram grafigi. a, Kontrol
grubuna gore anlamh azalma (p<0,001).
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4.2.2. Histolojik Inceleme Bulgulari
4.2.2.1. Hematoksilen-Eosin Incelemeleri
4.2.2.1.1. Frontal Korteks

Kontrol grubuna ait beyin frontal lob kesitlerinin incelenmesinde
histolojik yapinin normal oldugu gézlendi (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. Kontrol grubuna ait sigan frontal beyin korteksi
orneklerinin 15tk mikroskobu ile inceleme géruntiuleri. Normal
histolojik gértinim (HE, bar 50 um).
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Iskemi-Reperflizyon grubuna ait beyin frontal lob Kkesitlerinin
incelenmesinde, beyin korteks bdlgesinde 6demli alanlara rastlandi. Bir kisim
néronlarin dejenerasyona ugradigi gézlendi (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. iskemi-Reperfiizyon grubuna ait sican frontal beyin
korteksi orneklerinin 1stk mikroskobu ile inceleme goérintileri.
Dejenerasyona ugramis asidofilik sitoplazmali néronlar (oklar). (HE,
bar 50 pm).
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Mannitol inflzyonu gergeklestirilen gruba ait beyin frontal lob kesitleri
incelendiginde, Iskemi-Reperflizyon grubuna gére, 6demli alanlara ve hasar
gbéren ndronlara daha az rastlandi (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. Mannitol grubuna ait sican frontal beyin korteksi
orneklerinin 1sitk mikroskobu ile inceleme goérintileri. Az sayidaki,
dejenerasyona udgramis asidofilik sitoplazmali néronlar (oklar). (HE,
bar 50 pm).
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10 mg/mL Conivaptan inflizyonu gergeklestirilen gruba ait beyin frontal
korteksi kesitlerinde, 6dem ve ndron hasarina c¢ok az rastlandi. Beyin
histolojisi genel olarak kontroldekine yakindi (Sekil 4.14).

Sekil 4.14. 10 mg/ml Conivaptan grubuna ait sican frontal beyin
korteksi orneklerinin i1sik mikroskobu ile inceleme gorintileri. Normal
histolojik gortinime sahip néronlar, (HE, bar 50 pm).
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20 mg/mL Conivaptan inflizyonu gergeklestirilen gruba ait beyin frontal
korteks kesitlerinde 6dem ve ndron hasarina rastlandi. Ancak, hasar cok
yaygin degdildi (Sekil 4.15).

Sekil 4.15. 20 mg/mL Conivaptan grubuna ait sican frontal beyin
korteksi orneklerinin 1sik mikroskobu ile inceleme goérintileri. Az
sayidaki, dejenerasyona udgramis asidofilik sitoplazmali néronlar
(oklar), (HE, bar 50 pym).
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4.2.2.1.2. Hipokampiis

Tum deney gruplarina ait beyin hipokampuls kesitlerinin Hematoksilen-
Eosin incelemesinde, histolojik yapinin normal oldugu goézlendi ve 6dem,
inflamasyon veya ndéron hasarina rastlanmadi. Gruplar arasinda beyin
hipokampus bélgesi histolojisinde farklilik gézlenmedi (Sekil 4.16-21).

Sekil 4.16. Kontrol grubuna ait sican beyin kesitinde 1sik
mikroskobu ile inceleme goérintileri. Her iki hemisfere ait
hipokampls bélgeleri (yildizlar), (HE, bar 500 um).
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Sekil 4.17. Kontrol grubuna ait sigan beyin hipokampis kesitinde
Isik mikroskobu ile inceleme gdéruntileri. Néronlari igeren normal
histolojik gortinim (HE, bar 100 pym).

Sekil 4.18. iskemi-Reperfiizyon grubuna ait sican beyin
hipokampls kesitinde 1sik mikroskobu ile inceleme gérintileri.
Noéronlari iceren normal histolojik gérinim (HE, bar 100 pm).
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Sekil 4.19. Mannitol grubuna ait sican beyin hipokampls kesitinde
Istkk mikroskobu ile inceleme goérintileri. Noéronlarl iceren normal
histolojik gortinim (HE, bar 100 pym).

Sekil 4.20. 10 mg/mL Conivaptan grubuna ait sican beyin
hipokamplis kesitinde 1sik mikroskobu ile inceleme goérintileri.
Néronlar iceren normal histolojik gérinim (HE, bar 100 pm).
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Sekil 4.21. 20 mg/mL Conivaptan grubuna ait sigan beyin
hipokampls kesitinde 1sik mikroskobu ile inceleme goérintileri.
Noéronlar igeren normal histolojik gérinim (HE, bar 100 pm).
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4.2.2.2. TUNEL Incelemeleri

4.2.2.2.1. Frontal Korteks

Kontrol grubuna ait beyin frontal lob kesitlerinin incelenmesinde,
néronlarda apoptozun olmadigi gézlendi (Sekil 4.22).

Sekil 4.22. Kontrol grubuna ait sigan frontal beyin korteksi kesitinde
Istkk mikroskobu ile inceleme goérintileri. TUNEL ile negatif boyanan
ve apoptoz gbéstermeyen néronlar. (bar 50 pm).

104



Iskemi-Reperflizyon grubuna ait beyin frontal lob kesitlerinin
incelenmesinde apoptoza udgrayan cok sayida néron varhdi goézlendi (Sekil

4.23).

Sekil 4.23. Iskemi-Reperflizyon grubuna ait sigan frontal beyin
korteksi kesitinde 1sik mikroskobu ile inceleme goérintlleri. TUNEL ile
pozitif boyanan ve apoptoz godsteren cok sayidaki ndéronlar (oklar).
(bar 50 um).
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Mannitol infUzyonu gercgeklestirilen gruba ait beyin frontal lob kesitlerinin

incelenmesinde apoptoza ugrayan az sayida noron varligi goézlendi (Sekil
4.24).

Sekil 4.24. Mannitol grubuna ait sigcan frontal beyin korteksi
kesitinde 1sitk mikroskobu ile inceleme goériintileri. TUNEL ile pozitif
boyanan ve apoptoz gdsteren az sayidaki néronlar (oklar). (bar 50
pm).
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10 mg/mL Conivaptan inflizyonu gercgeklestirilen gruba ait beyin frontal
lob kesitlerinin incelenmesinde néronlarda apoptozun olmadigi gozlendi (Sekil
4.25).

Sekil 4.25. 10 mg/mL Conivaptan grubuna ait sican frontal beyin
korteksi kesitinde 1sitk mikroskobu ile inceleme goérintileri. TUNEL ile
negatif boyanan ve apoptoz géstermeyen néronlar. (bar 50 pm).
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20 mg/mL Conivaptan infizyonu gergeklestirilen gruba beyin frontal lob
kesitlerinin incelenmesinde néronlarda apoptozun olmadigi goézlendi (Sekil
4.26).

Sekil 4.26. 20 mg/mL Conivaptan grubuna ait sican frontal beyin
korteksi kesitinde 1sitk mikroskobu ile inceleme goérintileri. TUNEL ile
negatif boyanan ve apoptoz géstermeyen néronlar. (bar 50 pm).
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4.2.2.2.2. Hipokampiis

Tum deney gruplarina ait beyin hipokampis kesitlerinin  TUNEL
incelemesinde, beyin hipokampls bdlgesi histolojisinde gruplar arasinda
néron hasari ve apoptoz agisindan farkllik gézlenmedi (Sekil 4.27).

Sekil 4.27. iskemi-Reperfiizyon grubuna ait sican beyin hipokampiis
kesitinde 1sik mikroskobu ile inceleme gérinttleri. TUNEL ile negatif
boyanan ve apoptoz géstermeyen néronlar. (bar 50 pm).

Ozetle, histopatolojik incelemede, gruplara ait beyin frontal kesitlerinin
HE ve TUNEL boyama sonuglarina goére, iskemi ve reperfizyon uygulamasinin
noronlarda dejenerasyona ve apoptoza yol actigi, Mannitol veya Conivaptan
inflizyonu ile néron hasari ve apoptozun azaldigi saptandi. En az néron hasari
ve apoptoza 10 mg/mL Conivaptan uygulanan grupta rastlanirken,
Mannitol'in néron koruyucu etkisinin daha sinirli oldugu goérulda.
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Tablo 4.14. Calisma Verilerinin Ozeti

GRUPLAR
6LgomLER oSy | nenasimon | "tosty | Gomernat) | Gomereah | p pegerter
Na (mmol/L) 145,60+2,55 2 1 el Taf p<0,001%
K (mmol/L) 6,40 (6,04-7,45) ™ 0 J ™M1 ns**

Cl (mmol/L) 103,31+2,40 Ja A Tbd.f 1o.df p<0,001%
Albumin (mg/dL) 3,72+0,18 W) \2 ) ™ ns*
Ozmolalite (mmol/kg) | 345,55+20,58 e O lees p<0,001%
ADH (pg/mL) 28,07+5,73 T1b T TP p=0,001%
Progranulin (ng/mL) 13,74 (10,41-19,26) ) J e T p<0,01%**
TNF-o (pg/mL) 28,33+7,01 TP 0 e e p=0,001%
interl&kin-15 (pg/mL) 91,20+29,85 ) ™ dlaee Jee p<0,001*
interl6kin-35 (ng/mL) | 191,67+35,72 ) ™ ) TP p<0,001%
NSE (ng/mL) 3,96+0,80 0 ™ ee lee p<0,001%*
MPO (U/mL) 0,76+0,30 ) N3 W J ns*

Beyin Su Igeridi (%) 78,47+0,29 e N 2 e p<0,01%*

* Tek YOnla Varyans Analizi
** Kruskal-Wallis Tek YonlU Siralamali Varyans Analizi
ns, Istatistiksel agidan anlamlilik olmayan
T, Kontrol grubuna gére artma; |, Kontrol grubuna gére azalma
a/b, Kontrol grubuna gére; c/d, iskemi-Reperfiizyon grubuna gére; e/f, Mannitol grubuna gére; g/h, Conivaptan 10 mg/mL

grubuna goére ve i/j, Conivaptan 20 mg/mL grubuna gére anlamli azalma/artis.
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5- TARTISMA

Beyin ddemi olusumu iskemik inme, travmatik beyin hasari, riptire
serebral anevrizma ve neoplazi gibi cesitli nérolojik kosullarda yaygin bir
durumdur. Kafatasinin sabit olan hacmi ve sismenin sekonder néronal hasar
Uzerine etkisi goz 6nline alindiginda, intraselliler ve ekstraseliler hacimdeki
degisimler, bolgesel veya global serebral kan akisini ve hiicre metabolizmasini
tehlikeye atabilir; hayati beyin yapilarinin sikismasina neden olarak kritik
sonuglar dogurabilir (Walcott, Kahle & Simard, 2012).

Tibbi tedavi algoritmalarinin bir parcasi olarak uygulanan ozmoterapi,
beyin hasarini takiben olusan serebral édemin ve artan IKB'nin Kklinik
yonetiminin temel dayanadi olarak kabul gormektedir (Bhardwaj, 2007).
Deneysel ve klinik arastirmalar sonucu elde edilen bulgular, gesitli ozmotik
ajanlarin serebral édemi iyilestirmede ve bu siirecte artan IKB'nin kontrol
altina alinabilmesinde etkili oldugunu disltndlirmektedir. Ancak ozmoterapi
lehinde veya aleyhinde heniliz herhangi bir fikir birligi saglanamamistir.
Sonlanim Uzerindeki etkilerini analiz eden givenilir bilimsel calismalarin
yetersiz olmasi ve potansiyel olarak ciddi yan etkilerinin ortaya cikabilecedi
gerekgesi ile beyin &6demi igin ozmoterapinin rutin bir tedavi olarak
kullanilmasinin uygun olmadigi yoninde gorisler mevcuttur (Grande &
Romner, 2012). Bu nedenle, nispeten iyi bir toksisite profiline sahip ideal bir
ozmotik ajanin tespiti, uygun dozlarin/doz araliklarinin belirlenmesi, tedavi
baslangicinin zamanlanmasi, optimal yarar sidresinin saptanmasi ve uzun
vadede sonlanim Uzerindeki etkilerinin analizi igin, daha ileri dlzey
arastirmalara olan ihtiyag énemle vurgulanmaktadir (Walcott vd., 2012).

Iskemik inmede akut/subakut komplikasyonlar arasinda yer alan beyin
6deminin iyilestiriimesinde, Ulusal ve Uluslararasi otoritelerce istenilen verimde
etki gdsterebilen ve yan etkileri minimal olan ideal bir anti-6dem ajan ile ilgili
bilimsel veri ihtiyacindan yola ¢ikilarak tasarlanan bu calismada, yeni bir
akuaretik ajanin beyin édemi slrecinde erken dénemdeki etkileri arastirildi.
Bu kapsamda inme ile iliskili deneysel arastirmalarda, beyin &demi
olusumunu saglamak icin sik kullanilan ydntemlerden biri olan Serebral
Iskemi-Reperflizyon Modeli olusturuldu. Reperfiizyon ile eszamanli olarak
uygulanan intravendéz Mannitol ve Conivaptan tedavilerinin post-iskemik
beyin hasari, néroinflamasyon ve beyin 6demi U(izerine akut dénemdeki
etkileri, yapilan bazi biyokimyasal analizler ve histolojik incelemeler
yardimiyla karsilastirildi. Elde edilen bulgular dogrultusunda, akuaretik
Conivaptan'in, klinik uygulamalarda cgesitli kritik yan etkileri oldugu bildirilen
didretik Mannitol'e gore, daha olumlu etki ve nitelige sahip olup olmama
ihtimali Uzerine dederlendirmeler yapildi.
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5.1. Serebral iskemi-Reperfiizyon Modeli

1970'li yillarin sonlarindan gunimuze kadar, serebral doku hasarina
neden olan patofizyolojik mekanizmalarin aydinlatilabilmesi ve inme ile iligkili
tedavi stratejilerinin gelistiriimesine temel olusturulabilmesi amaciyla, cok
saylida serebral iskemi hayvan modeli gelistirilmistir ve karakterize edilmistir.
Ancak insanlarda inmenin heterojenlik gésterebilmesi nedeniyle, yalnizca bir
modelin tek basina inmeyi yansitmakta yeterli olmadigi belirtilmektedir
(Murphy, McCullough & Smith, 2004; Wang-Fischer & Koetzner, 2008).

Serebral iskemi hayvan modelleri arasinda gecici ve/veya kalici fokal ve
global modeller yer almaktadir. Deneysel inme ve 6dem olusumunu saglamak
icin, her iki iskemi modeli de sik kullanilan ydntemler arasindadir. Fokal
modellerin global olanlara gére insanlardaki inme ile daha ylksek dlizeyde
iliskili oldugu belirtilmektedir (McBean & Kelly, 1998). Ancak fokal iskemide,
lezyon bdlgesinde kollateral dolasim tarafindan desteklenen kan akisinin
daha fazla olmasi ve bu nedenle infarkt olusumu igin daha uzun sire
gerekebilmesi; etki sliresi ve heterojenligi sebebiyle daha karmasik olmasi
gibi nedenlerle, global iskemiden 6énemli farkhhklar bulunmaktadir (Lipton,
1999). Bununla birlikte, geri déntsimli bir global iskemi modelinin, iyilesme
surecinde vyapilan fizyolojik, biyokimyasal ve fonksiyonel d&lgimlerle
noéroprotektif potansiyeli olan ajanlarin etki mekanizmalarinin belirlenmesi ve
elde edilen verilerin yorumlanmasinda fokal modeller kadar yararl olabilecegi
disinltlmektedir (McBean & Kelly, 1998). Bu calismada kolay uygulanabilir
olmasi ve uygulanan tedavinin etkinligini arastirmak icin geri donisimlu bir
hasar olusturabilmesi amaciyla, global iskemi modeli kullanildi.

Pulsinelli tarafindan tanimlanan Dért Damar Oklizyonu, global iskemi
modelinin olusturulmasi igin en yaygin kullanilan modeldir (Pulsinelli &
Brierley, 1979; Pulsinelli & Buchan, 1988). Vertebral arterlerin kalici olarak
ve 24 saat sonra ise bilateral karotis arterlerin gecici olarak oklizyonunun
yapildigi bu modelde, iki asamal bir cerrahi islem gergeklestiriimektedir.
1984 yilinda gelistirilen iki Damar Okliizyonu modelinde ise yalnizca bilateral
karotis arterler klemplenmektedir, ilaveten hipotansiyon olusturulmaktadir
(Smith vd., 1984). Bu modelin dért damar okllizyonu modeline gére, tek bir
islemde daha kolay uygulanabilir ve tamamen geri déndirulebilir oldudu,
hipotansiyon teknigi ile desteklenerek serebral kan akisinda daha tutarh bir
azalma ve oOnkosullama etkisi saglayabilecedi belirtiimektedir (McBean &
Kelly, 1998). iki damar oklizyonu bu &zellikleri nedeniyle, ndroprotektif
ajanlarin dederlendiriimesi icin bazi arastirmacilar tarafindan kullaniimistir
(Farbiszewski, Bielawski, Bielawska & Sobaniec, 1995; Li, Han, Ma & Qi,
2010). Bu galismada ise, uygulanan ajanlarin dilretik ve akuaretik 6zellikte
olmalari, inflamatuar belirte¢ dlzeylerini etkileyebilecek ekstra enfeksiyon
riski olusturulmamasi icin cerrahi manipllasyonu minimumda tutma
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gerekliligi ve vertebral arterlerin okllizyon tekniginin zorluklari gibi nedenlerle
hipotansiyon ve vertebral arter okllizyon islemleri uygulanmadi; yalnizca
bilateral karotisler klemplenerek iki-damar oklizyonu gergeklestirildi.
Olusturulan bu global modelde, iskemi slresi 30 dakika kadar nispeten uzun
tutularak, beyin édemi olusma siirecinin kisaltiimasi hedeflendi. iskemi siiresi
sona erdikten sonra, klemplerin agilmasi ile reperfliizyon saglandi.

Literatirde rekanalizasyon ve reperflzyon terimleri genellikle birbirinin
yerine kullaniimaktadir, ancak bunlar fizyolojik olarak farkli unsurlardir (Male,
Nickele & Elijovich, 2016). Rekanalizasyon, tikali arterin aciklik dizeyini
yeniden saglayabilmek iken; reperfiizyon, doku sag kalimi icin énemli olan
kapiller kan akisinin akis yénlinde restorasyonu ile tanimlanan, daha genis
kapsamli bir kavramdir. ideal olarak, reperfiizyon proksimal rekanalizasyon
ile saglanir, ancak komple rekanalizasyon, dokunun reperfiizyon yetersizligi
nedeniyle akis ydnlnde buylk bir infarktlis ile sonugsuz kalabilir. Buna
karsin, bazi hastalarda rekanalizasyon minimaldir ya da olmayabilir, ancak
doku reperflizyonu, kollateral kan akisinin artiriimasiyla saglanir (Male vd.,
2016). Akut iskemik inmede, beyin dokusunda olusan hasarin siddeti ve
6dem olusma riski, rekanalizasyonla birlikte reperfiizyon slrecinde daha da
artmaktadir; bu durum koétlu prognoz ile sonuglanabilmektedir. Bu galismada,
olusabilecek olasi hasari minimize etmek ve klinikte rekanalizasyon islemi
sirasinda uygulandiginda iyilesme (zerine etkilerini 6ngorebilmek amaciyla,
infUzyon islemleri reperflizyon ile eszamanl olarak baslatildi.

Sicanlara uygulanacak ilaglar gastrointestinal sistem (oral, gavaj vb.) ya
da parenteral enjeksiyon (subkutan, intramuskiiler, intravendz, intragastrik,
intraperitoneal, intradermal, intranazal vb.) yoluyla verilebilmektedir. Yetiskin
sicanlarda intraven6z vyolla verilebilen o6nerilen maksimum enjeksiyon
hacminin 0.5-3 mL arasinda olmasi ve enjeksiyon oraninin 3 mL/dakika'yi
asmamasi gerektigi belirtiimektedir (Wang-Fischer & McCool, 2009). Bu
calismada, Conivaptan'in intraven6z uygulanan bir ajan olmasi ve cerrahi
prosedirde boyun kesisi yapildigi icin juguler vene kolay ulasilabilir olmasi
nedeniyle, tim inflzyonlar juguler ven yoluyla ve hemodinamik instabiliteyi
Onlemek amaciyla 1 mL/saat hizla gergeklestirildi.

Inflizyon siiresi tamamlandiktan sonra kesi bdlgesi steril kosullarda
sutur ile dikilerek kapatildi. iskemik hasar olusumundan sonra hayvanlarda
sag kalimi saglama zorlugu nedeniyle pek c¢ok arastirmada oldugu gibi bu
calismada da deney siresi kisa tutuldu (Betz, Keep, Beer & Ren, 1994;
Menzies, Betz & Hoff, 1993). Reperflizyondan 6 saat sonra, anestezi altinda
hayvanlarin kardiyak kan &rnekleri ve beyin dokulari alindi. Alinan kan ve
doku o&rneklerinde yapilan biyokimyasal hasar belirteclerinin 6élgimui ve
histolojik incelemeler dogrultusunda, olusturulan bu modelden beklenen
basarinin saglanabildigi sonucuna ulasildi.
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5.2. Elektrolit (Na*, K*, CI') Diizeyleri

Canli hicrelerde intraseliler K* konsantrasyonu vyiksek ve Na*
konsantrasyonu dusuktir; ekstraselilerde ise bunun tam tersidir. Boylece,
hicre ici K" kaybi ve Na® kazanimi icin bir konsantrasyon gradyenti
mevcuttur. Bu gradiyent, cesitli iyonik kanallarin ve transportirlarin aktivitesi
aracihdiyla surdirilmektedir, ancak Na*-K*-ATPaz aktivitesi baskin olandir
(Suhail, 2010). Iskemi hasarindan sonra, hiicreler ATP yetersizligi nedeniyle
bu iyon pompalarininin sirekliligini saglayamaz ve hicrelerde Na* iyonlari
birikir; ozmotik dengeyi saglamak lzere su ve Cl” iyonu da iceri yonde akar.
Bunun tersine, ekstraselilerde ise K™ artisi meydana gelmektedir.

Akut iskemik inme ile gelen hastalarda sivi-elektrolit denge bozuklugu
onemli bir sorundur. Elektrolit denge bozukluklari arasinda hiponatremi,
hipernatremi ve hipokalemi yer almaktadir. Hipernatremi sik rastlanan bir
durum degilken; hiponatremi 6zellikle, kullanilan ozmotik ditretik ilaglar ya
da primer dehidratasyondan kaynaklanmaktadir ve serebral édem artisina
neden olmasi bakimindan dénemli gérilmektedir (Kumral, 2001). Ayrica,
yapilan bir arastirmada, iskemik beyindeki Na* birikimine eslik eden baslica
anyonun CI” oldugu, ancak beyindeki birikim hizinin beyindeki hareket
hizindan ¢ok daha dustk olmasi nedeniyle, hlcre igine CI° aliminin
inhibisyonunun, beyin 6demi olusumu (zerinde c¢ok az etkisi olacadi
disdnulmastir (Betz vd., 1994).

Daha o6nceki calismalarda, iskemi sirecinde beyin dokusundaki su
icerigindeki degisimlerin, sodyum ve klorir konsantrasyonlarinda dogrusal bir
artis ve potasyum konsantrasyonunda ise azalma ile paralellik gosterdigi
bildirilmistir (Klatzo, 1987; Menzies vd., 1993; Betz vd., 1994). Astrositlerin
Na*-K*-ClI" ko-transportir aktivitesi nedeniyle MSS'de hicre icine K* aliminda
onemli bir rol oynadigi ileri strilmistir (Walz & Hertz, 1984). Kiltlre edilmis
fare ve sican astrositlerinde, Na™-K*-CI" ko-transportir aktivitesinin yutksek
ekstraselliler K* dizeylerinde belirgin olarak uyarildigi bildirilmistir (Walz &
Hertz, 1984). Bu nedenle, astrositler, sahip olduklari transportirlarin
aktivasyonunu saglayarak, iskemik beyinlerde K* aliminda 6nemli rol
oynayabilir ve ISS homeostazini koruyabilir (Yan, Dempsey & Sun, 2001).

Saghkl yetiskin erkek sicanlara ait serum Na* dizeyleri 141.00-148.00
mEqg/L, K" duzeyleri 4.70-6.10 mEg/L ve CI dizeyleri 100.00-105.00 mEq/L
olarak bildirilmistir (Giknis & Clifford, 2006). Calismamizda da benzer olarak
Kontrol grubuna ait serum Na*, K™ ve CI" dizeyleri, sirasiyla, 145.60+2.55
mmol/L, 6.6580+0.8140 mmol/L ve 103.31+2.40 mmol/L olarak bulundu.

I/R grubunda serum Na* ve CI" diizeylerinin kontrol grubuna gére
anlamh dizeyde azaldigi gorialdi (p<0,001). Bu durum daha oOnceki
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calismalarda da ifade edildigi gibi, iskemi-reperfiizyon sirecinde Na*-K*-
ATPaz aktivitesinin azalmasi nedeniyle hiicre icine Na* alimi ve ozmotik
dengeyi saglamak Uzere beraberinde CI" iyonlarini da slriklemesinden
kaynaklanabilecegini duisindirdi. Yapilan histolojik incelemelerde, I/R
grubunda o6zellikle frontal korteks bdlgesinde ©6dematdz olusumlara
rastlanmasi, elektrolit diizeylerindeki bu degisikliklerin bliytk olaslilikla, beyin
dokusuna serbest su gecislerini de artirdigini gosterdi.

MAN, CON10 ve CON20 gruplarinda Na* diizeylerinde I/R grubuna gére
anlamli dizeyde artis meydana geldigi gorildi (p<0,001). MAN grubundaki
artis, digerlerine gore daha azdi. Bu durum, Mannitol'in dilretik etkisinden
dolayi, renal elektrolit atiimini saglamasindan kaynaklaniyor olabilir. CON10
ve CON20 gruplarinda MAN grubuna goére serum Na® ve CI” dizeylerindeki
artislar (p<0,001), Conivaptan'in akuaretik 6zelligi nedeniyle serbest suyun
renal atilmini artinrken, elektrolitlerin vaskdiler tutulumunu saglamis
olabilecegini dlstndirdi. Deney slrecinde 6zellikle CON10 grubundaki
hayvanlarda diger gruplara gore cok daha fazla idrar atiiminin gérilmesi;
olctilen en yiksek serum Na™ ile CI” diizeylerinin bu grupta olmasi; yapilan
histolojik incelemelerde, CON10 grubuna ait beyin frontal korteks kesitlerinde
odemin diger gruplara gore cok daha az ve beyin histolojisinin nispeten
kontrole yakin olmasi, bu yaklasimi destekledi. Bu bulgular, Conivaptan'in
doza bagli olarak, ayni slire ve kosullar altinda uygulanan Mannitol'e gore,
iskemi-reperfiizyon slirecinde daha etkili olabilecegini distindirmustir.

Literatldrle uyumlu olarak (Molnar vd., 2008) calismamizda da gruplar
arasinda K* dizeylerinde anlamli bir farkhlik gértilmedi (p>0,05). Bu durum,
K* dlzeylerinin nispeten dengede kalmasinda, KBB'deki astrositik ug-
ayaklarin homeostatik roli olabilecedini distndirdid. Calismamizda bunu
kanitlayabilecek ilave bir analiz yapilmadi. Beyin dokusu ve idrar érneklerinde
elektrolit dlizeylerinin 6lglilmesi yararli bilgiler saglayabilir.

5.3. Serum Albiimin

Kandaki klglk molekullerin tagsinmasinda rol oynayan bir protein olan
albimin, vaskduler sistemden dokuya sizan sivinin kisitlanmasinda 6énemli bir
rol oynamaktadir (Sutherland vd., 2012). Ayrica plazma kolloid onkotik
basincini korudugu ve farmakolojik dozlarda hemodilisyonu indikledigi
belirlenmistir (Ginsberg, 2008).

Albiminin, endojen ve ekzojen oksidatif stres kaynaklarini antagonize
eden, plazmanin temel antioksidani olarak kabul edilmektedir ve bu gigli
antioksidan etkisinden 0&zellikle G¢ mekanizma sorumlu tutulmaktadir
Halliwell, 1988); 1) Uzerinde reaktif sistein-34 tiyol yapisi icermesi; 2)
Redoks-aktif gecis metallerini, 6zellikle de bakir iyonlarini, baglama yetenedi,
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bdylece bakir iyonuna bagl lipid peroksidasyonunu ve yiksek diizeyde reaktif
hidroksil radikal tlrlerinin olusumunu inhibe edebilmesi (Halliwell, 1988) ve
3) hasar verici redoks reaksiyonlarina katilabilen yag asidi gibi amfipatik
gruplara baglanabilmesi. Albiminin, antioksidan etkinligi sirasinda hasar
gorebildigi, ancak plazmada cok miktarda bulundugu icin bu hasarin biyolojik
olarak 6nemli olmadigi, proteolitik olarak yikilarak hizlica yenilenebilecedi
belirtilmektedir (Halliwell, 1988).

Alblimin, cok yonld olumlu etkilerinden dolay! noroprotektif olabilecegi
ve bu etkisini beyin siskinligini azaltmak, subokliiziv mikrovaskiuler lezyonlara
kan akisini arttirmak, damar acikligini korumak ve basarili bir tromboliz
sonrasinda yeniden oklizyonu o6nlemek gibi gesitli mekanizmalar yoluyla
gerceklestirebilecedi belirtiimektedir (Ginsberg, 2008). 2 saat slreyle orta
serebral arter oklizyonu yapilan bir galismada, orta doz albimin tedavisinin,
norolojik fonksiyonu belirgin sekilde iyilestirdigi ve infarkt hacmini (%84
kortekste, %61-66 totalde) ve beyin sismesini azaltigi bildirilmistir (Belayeyv,
Liu, Zhao, Busto & Ginsberg, 2001).

Serum albimin, beslenme durumunun biyokimyasal belirteglerinden
biridir. Akut inme sonrasi gelisebilen protein-enerji malnatrisyonunun kotu
sonlanim igin bir risk faktdéri oldugu ve hicresel immuniteyi azaltarak
prognozu kotilestirebilecegi gosterilmistir (Davalos vd., 1996). Akut inmeli
hastalarda ylksek serum albiminin, kétl sonlanim riskini azaltigi ve yapilan
regresyon analizi sonucunda serum diizeylerinin inme sonlanimi icin bagimsiz
bir prediktér oldugu bildirilmistir (Dziedzic, Slowik & Szczudlik, 2004).

Albiminin, bozulan KBB ile iliskili hastaliklarda, beyin ddeminin
olusumu ve o&demin akisi (zerine ozmotik etkilerinin arastirildigr bir
calismada, albtimin igeriginin, MCA okllizyonundan 1 ve 3 saat sonra iskemik
kortekste non-iskemik kortekse gére az miktarda artis gosterdigi ve beyin
albimin igeriginin 3 gln boyunca ilerleyerek artmaya devam ettigi
saptanmistir. Ayni calismada albiminin dokudan temizlenmesinin, 6dem ile
karsilastirildidinda, en az 1 hafta gec kaldigi tespit edilmistir (Menzies vd.,
1993). Bu arastirma sonucunda, 6demin miktarinin blylk cogunlugunun
dokuda albimin birikmeye baslamadan &énceki ilk 6 saat iginde gelismesi;
KBB bozularak albimin beyne girdiginde 6édem olusumunun hizlanmamasi;
MCAO'dan sonra 3 gln boyunca albiminin dokuda birikmeye devam etmesi
ve 6dem miktarinin 12 saat ile 3 giin arasindaki stire boyunca sabit kalmasi,
gibi bulgular dogrultusunda, albliminin iskemik 06dem olusumunda rol
oynamadigi sonucuna varilmistir (Menzies vd., 1993).

Saglikh 3-7 haftalik erkek sicanlarda serum albimin dizeyleri 3.20-
4.70 g/dL olarak belirtilmistir (Giknis & Clifford, 2006). Bu calismada ise
benzer sekilde, Kontrol grubu serum albimin 3,72+0,18 g/dL olarak dlgtldu.
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Gruplar arasinda serum alblimini istatistiksel acidan anlamh bir farkhhk
gostermedi (p>0,05). Ancak serum albimin ortalamalari karsilastinldiginda,
en diisik deger I/R grubunda gérildi (3,58+0,28 g/dl). Bu durumun nedeni,
iskemi-reperflizyon slrecinde vaskller yapinin zarar goérerek kraniyal ve
ekstrakraniyal dokulara plazmadan albimin kacislari ya da surecte olusan
oksidan molekdller nedeniyle hasar géren albiminlerin degredasyonu olabilir.

Her ne kadar gruplar arasi anlamh farklihk gézlenmese de, yluksek
serum albmin ortalamalarinin Conivaptan gruplarinda goérilmesi dikkat
cekiciydi. Mannitol'in Conivaptan kadar etkili olmadigi goérildid. Albimin'in
antioksidan ve noroprotektif 6zelligi disuntldiginde, Conivaptan tedavisinin,
albimin artisini  saglayarak sonlanim {zerine olumlu yénde etki
gosterebilecedi dederlendirilebilir. Bu dogrultuda albiimin takibinin ve Iskemi-
Modifiye alblimin 0&lglimlerinin yapilabilmesi, faydali bilgiler saglayabilir,
ancak calisma kapsaminda bu analizler yapiimadi.

5.4. Serum Ozmolalitesi

Saglikli  bireylerde serum ozmolalitesi nispeten sabittir (280-290
mOsm/L) ve Na' konsantrasyonu serum ozmolalitesinin temel belirleyicisidir
(Bhardwaj, 2007). Glukoz, sodyum ve kan Ure azotu (BUN) dizeylerinin
serum ozmolalitesinin belirleyici faktorleri arasinda yer aldigi belirtiimektedir
(Ock vd., 2016). Ozellikle néroloji ve akut yodun bakim initesi hastalarinin
cogunda, hipozmolaliteli dilisyonel hiponatremi gelisebilmektedir. Bu durum,
inme gecgiren hastalar icin serebral 6demi ilerleterek hayati tehlike
olusturmaktadir (Fofi vd., 2012; Joynt, Feibel & Sladek, 1981).

Yiksek glukoz seviyelerinin serum ozmolalitesinde artisa neden oldugu
belirtilmektedir. Akut iskemik inme hastalarinda yapilan bir arastirmada,
hiperozmolalite ve hiperglisemi arasindaki iliskinin sonlanim Gzerindeki etkisi
incelenmistir. Hiperglisemi yoklugunda, hiperozmolalitenin k&t sonlanimla
iliskili olmadigi bildirilmistir (Ock vd., 2016).

Son yillarda yapilan arastirmalar bircok bobrek disi dokunun, hastaligin
baslamasinda ve ilerlemesinde 6nemli etkileri bulunabilen hiperozmotik stres
yasadigina dair kanitlar saglamaktadir ve ayrica hiperozmotik stresin pro-
inflamatuvar sitokin salinimini  ve inflamasyonu tetikleyen glgli bir
inflamatuar uyaran oldugunu gostermektedir (Brocker, Thompson & Vasiliou,
2012). Hiperozmotik stres, akut ve kronik, bunun yani sira lokal ve sistemik
inflamatuar bozukluklar gibi birgok hastalikla iliskili oldugu belirtiimektedir.
Hiperozmolaritenin hucrelerin  buzidlmesi, mitokondriyal depolarizasyon,
oksidatif stres, protein karbonilasyonu, DNA hasari ve hicre ddéngusinln
durmasini tetikleyerek, hicreleri apoptoza daha hassas hale getirmektedir.
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Ancak hiperozmotik stresin zararli etkilerine karsi bircok adaptif
mekanizmanin mevcut oldugu belirtilmektedir (Brocker vd., 2012).

Cesitli patolojik kosullar altinda suyun oral alimindaki azalmanin,
dehidrasyon ve yiksek ozmolalite ile sonuglandidi ileri strtlmustir (Bhalla
vd., 2000). Hiperozmolalitenin, sinirli oral su alimi kosullari altinda ozmotik
diGirez ile iliskili olarak intravaskiler hacim deplesyonunu koétilestirebilecedi
bildirilmistir (Lang'dan aktaran Ock vd., 2016). Bu nedenle calismamizda,
MAN ve CON tedavi gruplarindaki sicanlara, reperflizyon slirecinde dehidrate
olmalarini énlemek amaciyla, inflizyon islemleri tamamlandiktan sonra 1 mL
intraperitoneal serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi.

Bu calismada Kontrol grubu serum ozmolalitesi 345,55+20,58 mmol/kg
olarak oélgiildii. MAN ve CON20 gruplarinda I/R grubuna gére anlamli diizeyde
azalma tespit edildi (p<0,001). MAN grubunda Mannitoliin ditretik etkisi
sonucu elektrolit atilimina neden olmasi, dolayisiyla, ozmolalitedeki azalma,
beklenen bir durumdu. CON10 grubu diger gruplara kiyasla en vylksek
ozmolaliteye sahipti (376,13+41,61 mmol/kg) ve MAN ve CON20 gruplarina
gore anlaml artis gosterdi (p<0,001). CON10 grubuna ait Na* ve CI
diuzeylerindeki degisiklikler ve ylksek ADH diizeyleri, ozmolalite artisina katki
saglamis olabilecedini distindirdd.

CON20 grubunda gbézlenen en dlstk ozmolalite ortalamasi, MAN ve
CON10 grubundaki hayvanlara kiyasla idrar miktarindaki gbze c¢arpan
azalma, bu grupta renal yetmezlik gelismis olabilecegini akla getirmektedir.
Ancak bu yaklasimi destekleyen ilave analizlere ihtiyag vardir.

5.5. Antidiiiretik Hormon Diizeyleri

En 6nemli fonksiyonu su homeostazini korumak olan ADH'nin global
serebral iskemi (Molnar vd., 2008; Ikeda, Toda, Kawamoto & Teramoto,
1997), travmatik beyin hasar (Trabold, Krieg, Scholler & Plesnila, 2008),
subaraknoid hemoraji (Doczi, Laszlo, Szerdahelyi & Joo, 1984), intraserebral
hemoraji (Rosenberg, Scremin, Estrada & Kyner, 1992) ve iskemik inme
(Joynt vd., 1981) gibi beyin hasar Gzerine yapilan gesitli calismalarda énemli
rol oynadigina dair bulgular elde edilmistir.

Mongolian gerbillerde yapilan bir arastirmada, karotid okllzyonu ile ilk
6 saat boyunca uyarilan iskemik inmenin, fokal kortekste ADH dulzeylerini
arttirdigi ve korteks spesifik agirhgini (6dem) (prefrontal lob, parietal lob,
temporal lob, oksipital lob ve hipokampus) azalttigi; korteks 6demi ile lokal
ADH seviyeleri arasinda negatif iliski bulundugu; non-iskemik kortekste ise
spesifik adirliklar ve ADH konsantrasyonlarinda herhangi bir degisiklik
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meydana gelmeyip, ADH'In ve reseptdr antagonistinin 6deme neden olmadigi
ortaya konulmustur (Zhao vd., 2015b).

Son yillarda, 6zellikle yeni gelistirilen non-peptid ajanlarla yapilan ADH
antagonizmasi calismalari 6n plandadir. Yapilan bir calismada (Molnar vd.,
2008) sicanlarda, bilateral ana karotis arter ligasyonu ile genel serebral
hipoksi olusturulmustur. Karotis ligasyonunun beyin su, Na* icerigi ve plazma
ADH duzeyini artirdidi, K* dizeylerinin ise dedismedigi bildirilmistir.
Ligasyonu takiben, bir non-peptid ADH V, reseptdér antagonisti (OPC-31260)
30 mg/kg dozda intragastrik yolla uygulandiginda, beyin su icerigindeki
artisin ve Na™ birikiminin 6nlendigi, plazma ADH dizeylerinin daha da arttig
ve sag kalimda olumlu yénde etkiler gosterdigi gorilmustir. Ayrica serebral
kortikal kapillerin elektron mikroskobu ile yapilan histolojik incelemelerinde,
karotis okllzyonundan 6 saat sonra KBB hasarinin goéstergesi olarak
vakuolizasyonlar, vaskller astrositik ug-ayaklarda ve néronal mitokondrilerde
sismeler meydana geldigi gorilmistir. Ancak V, reseptor antagonistinin KBB
hasarina istatistiksel agidan anlaml bir etkisi olmadigi ifade edilmistir.

1 saat sureyle orta serebral arter oklizyonu vyapilan farelerde,
reperflUzyon bagslangiciyla birlikte 6zellikle 0.2 mg/gin dozda intravendz
uygulanan Conivaptan ile V1, ve V, reseptoérleri birlikte bloke edildiginde
norolojik bozukluklarin iyilestigi, beyin su iceriginin azaldigi, plazmada Na*
konsantrasyonunda ve ozmolalitesinde artis ve idrarda ise dusls tespit
edilmistir. Ayni calismada, bir V, reseptoér antagonisti olan Tolvaptan'in oral
tedavisinde ise Conivaptan'da gbzlenen iyilestirici yonde etkiler gortlmedigi
bildirilmistir (Zeynalov vd., 2015).

Sicanlarda ADH sekresyonunun dizenlenmesinde kan ozmolalitesi ve
hacminin rolinld arastiran bir calismada, kisa sulreli sivi yoksunlugu gibi
olagan bir fizyolojik durumda, ADH sekresyonuna yonelik en &6nemli
uyaricinin, kan ozmolalitesinde ortaya cikan artis oldugu disinitlmektedir
(Dunn, Brennan, Nelson & Robertson,1973). Ayni calismada, 12 saatlik sivi
kisitlamasindan sonra siganlarda gézlenen kan hacminde % 2'lik bir disusln,
tek basina plazmada ADH dlizeyinde g6zlemlenen artisa neden olamayacadi,
ozmolalitede % 1.5 artisin bu etkiye sahip olabilecegi ileri sirilmektedir.
Daha uzun sureli sivi kisitlamasi sirasinda, kan hacmindeki ilerleyen distsin
ADH sekresyonunun korunmasinda o©onemli olabilecedi belirtiimektedir.
Plazma ADH-ozmolalite iliskisinde azalmanin, uzun sireli sivi kisitlamasinin
ardindan g6zlenmemesi, eslik eden hipovolemi ile ozmotik yolla iliskili ADH
sekresyonunun glglendigini gosterir.

Konjestif kalp yetmezliginde ADH'In rolin{ arastiran bir calismada, sol
koroner arterin okllizyonu ile indiklenen miyokard infarktls sican modeli
olusturulmustur. Kalp yetmezIigi olan farelerde ADH dizeylerinde kiicik ama

119



istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir. Cerrahi sham ve kalp
yetmezligi olan farelere, 0.3-3 mg/kg doz araliginda tek doz oral yolla verilen
Conivaptan'in, doza bagimli olarak, Griner elektrolit (Na*, K*, CI") atilimi
Uzerinde dnemli etkiler géstermeksizin, idrar ozmolalitesinde disis ve idrar
hacminde ise yaklasik 10 kat artisi indlkledigi bildirilmistir. Bu sonuclar
dogrultusunda, ADH'nin V1, reseptorleri araciidiyla vaskller tonusun
ylkseltilmesinde ve V, reseptorleri araciliiyla ise serbest su tutulumunda
onemli rol oynadigi gosterilmistir (Wada vd., 2002).

Yiksek duzeydeki ADH vazospazm, trombosit agregasyonu, su
retansiyonu, dilisyonel hiponatremi ve dusik plazma ozmolalitesine yol
acarak, inme slrecinde gelisen beyin édemini daha da artirabilmektedir (Jia
vd., 2016; Thibonnier vd., 2001). Hormon karaciger ve bdbrekte hizlica
metabolize olur; dolagsimdaki yarilanma émri yaklasik 15-20 dakika kadardir
(Costello-Boerrigter & Boerrigter, 2009).

Sicanlarda plazma ozmolalitesindeki her %1’lik artis ile birlikte ADH
dizeyinin de 2-4 kat arttigi belirtiimektedir (Dunn vd., 1973). Ancak
bulgularimiz, ADH dizeyi ile ozmolalite artisinin paralel gidisini
desteklememektedir. ADH'nin yarilanma omrindn kisa olmasi nedeniyle,
reperflizyondan 6 saat sonra yapilan dlgimler bu iliskiyi ortaya koyamama
nedenimiz olabilir. ADH yerine yikim Urunlerinin d6lcimd, kan dolasiminda
nispeten daha uzun sire kalabilmeleri sebebiyle, daha vyararli bilgiler
saglayabilir.

I/R grubunda serum ADH diizeyleri Kontrol grubuna gére artti, ancak bu
artis istatistiksel acidan anlamh degildi (p>0,05). MAN ve her iki Conivaptan
tedavi grubunda serum ADH dlzeyleri, Kontrol grubuna gbére anlamli artis
gosterdi (p=0,001). Bu sonu¢ muhtemelen, Mannitol'in sivi atilimi etkisi
nedeniyle, su tutulumunun uyariimasi olarak dusunudlebilir. CON10 ve CON20
gruplarinda goézlenen ADH artisi ise beklenen bir durumdu. Bu durumun
nedeni Conivaptan'in her iki ADH reseptdriine antagonizm &zelliginin olmasi,
bu nedenle ADH'lerin reseptoriine baglanamamasi, akuaretik etki sonucu su
atilminin devami ve bunun daha fazla ADH salinimini uyarmasi olabilir. En
yuksek ADH dlzeyinin CON10 tedavi grubuna ait olmasi, uygulanan bu dozun
CON20 grubuna gore daha etkili oldugunu distndirdda.

5.6. Noron Spesifik Enolaz Diizeyleri

Yapilan klinik arastirmalarda, periferal dolagsimda bulunmalari beyin
dokusundaki ve BOS'taki hasar sonrasi dinamikleri yansitan, beyne spesifik
prospektif pek cok biyobelirteg oldugu tespit edilmistir; bu biyobelirteclerin
bircogu iskemik inme ve intrakraniyal hemorajide bagimsiz diagnostik ve
prognostik 6neme sahiptir (Glushakova, Glushakov, Miller, Valadka & Hayes,
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2016). Bu 6nemli klinik biyobelirteclerden biri de NSE'dir. NSE'nin BOS ve
kana salinmasi ile ndéron hasari ve KBB bitinliginin bozulmasinin tespit
edilebilecegi belirtiimektedir (Tiainen, Roine, Pettila & Takkunen, 2003).
Ancak inme fenotiplerinin heterojenligi nedeniyle, yararl klinik bilgilerin
uygun bir biyobelirtec paneli yardimiyla saglanabilecegi vurgulanmaktadir
(Glushakova vd., 2016).

Cesitli beyin hastaliklari arasinda 6zellikle inme ve inme ile ilgili pre-
klinik calismalarda, BOS ve kan orneklerindeki NSE konsantrasyonlarinin
ylksek oldugu belirtilmektedir (Zaheer vd., 2013). Akut iskemik inmeli
hastalarda, 1. ginde NSE dlzeyleri ile 3. gundeki infarkt hacmi ve 30. glinde
fonksiyonel norolojik sonlanim arasinda anlamli pozitif korelasyon oldugu
bildirilmistir. Bu nedenle serum NSE dizeylerinin takibinin, fonksiyonel
norolojik sonlanim icin prediktif acidan yararh olabilecegi ileri sirilmektedir
(Zaheer vd., 2013; Oh vd., 2003). Akut iskemik inme hastalarinda yapilan
bir diger calismada ise, semptom baslangicindan sonraki ikinci glinde plazma
orneklerinde NSE dizeylerinin tepe dederine ulastigi gortlmustir; NSE
duzeylerinin infarkt hacimleri ile korelasyon gosterdigi (r=0.37, P<0.05),
ancak klinik sonlanimla iliskili olmadigi bildirilmistir (Missler, Wiesmann,
Friedrich & Kaps, 1997).

Bir diger calismada sicanlarda MCAO islemi uygulanarak NSE'deki
serebral immiunohistolojik ve plazma degisikliklerinin 2 saat ila 15 gin
arasinda dederlendirilmistir ve oklizyondan 1-2 gin sonra infarktls
bélgelerinde néronlardan hicre disi alana NSE-immunofloresans kaybi
gbézlemlenmistir (Barone vd., 1993). Ayrica MCAQO'yu takiben, plazmada
NSE'nin kontrol grubuna gére, 2 saatten baslayan ve 2.5 gln slreyle devam
eden istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi bildirilmistir. Bu veriler
dogrultusunda, MCAO kaynakh kortikal infarktisin ve norolojik
disfonksiyonun, beyinde NSE'nin ndronal deplesyonu ve vaskiler dagilimi ile
iliskili oldugu ve boylece plazmada NSE artisina neden oldugu belirtilmistir.
Iskemik dokudan NSE'nin serebrovaskiiler sisteme ve genel dolasima bu
sekilde difizyonunun, akut ve kronik iskemik beyin infarktlisinde serebral
hasar insidansinin bir belirteci olarak gorilebilecedi ileri stirdlmistdr.

NSE'nin eritrositlerde ve trombositlerde de bulundugu belirtiimektedir.
Arastirmacilar hatali ylksek NSE dederlerinden kaginmak igin, goérinlr
hemolizli numunelerin analizini 6nermemektedir (Tiainen vd., 2003).
Trombositlerde NSE beyin dokusunda gézlemlenenden 30 kat daha az olsa
da, serebral fokal iskemiyi takiben trombosit degdisikliklerinin kandaki NSE'nin
dizeylerine katkida bulunmasi olasi goérilmektedir (Barone vd., 1993).
Calismamizda serum 6rneklerimizde goéruntr bir hemolize rastlanmadi.
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Sicanlarda yapilan bir calismada, % 20'lik 5 mL/kg'lik dozda mannitol
(1098 mozmol/L) internal karotis arterden 0.12 mL/sn'lik bir hizla
uygulanmistir. BOS'ta dlclilen NSE konsantrasyonlarinin, KBB'nin mannitol ile
ozmotik olarak acilmasindan etkilenmedigi bildirilmistir. KBB'nin ozmotik
yolla acilmasinin miyelin degredasyonuna neden oldugu gdsterilmistir
(Kozler, Sobek & Pokorny, 2015).

NSE ve KBB arasindaki baglantiy! icelemek igin, metotreksat inflizyonu
yapilmadan oOnce intraarteriyel mannitol inflizyonuyla iyatrojenik KBB
bozulmasina maruz kalan primer MSS lenfomali iki hastanin serumunda, NSE
duzeyleri élgilmustir. Mannitol inflzyonu sonrasinda serum NSE dlizeylerinin
dedismedigi gosterilmistir (Kapural vd., 2002). Calismamiz bu bulgularla
uyumluluk gésterdi. Mannitol inflizyonu NSE diizeylerinde I/R grubuna gore
anlamli bir farkhlik olusturmadi. I/R ve MAN grubunda NSE dizeyleri
yakindi,ancak MAN grubu en yiiksek NSE diizeylerine sahipti. Istatistiksel
acidan MAN grubu ile I/R arasinda anlamh fark gériilmese de, NSE'nin MAN
grubunda artisinin nedeninin, Mannitol'in KBB'yi acabilme etkisi olabilecegi
disinildd. NSE artisini, Mannitol'in  beyin hasarini artirdigi  yéniinde
yorumlamak dogruyu yansitmayabilir. Bunun nedeni, MAN grubuna ait beyin
frontal lob kesitleri histolojisinde, I/R grubuna gére, 6demli alanlara ve hasar
gbéren ndéronlara daha az rastlanmasi olabilir.

CON10 ve CON20 gruplarinda ise NSE diizeylerinde I/R ve MAN grubuna
gére anlamli dizeyde azalma tespit edildi (p<0,001). Bunun yan! sira
histolojik bulgular, Conivaptanin hasar Uzerinde Mannitole gére daha etkili
olabilecegini gosterdi. Bu nedenle NSE dizeylerinin akut dénemde hasar
patofizyolojisini yansitabilecegi ve Conivaptan'in hasar gidisatini ve buna
bagli olarak ndéronal NSE kayiplarini, Mannitole gére daha etkili olarak
onleyebilecedi veya yavaslatabilecegi distndulebilir.

5.7. Progranulin Diizeyleri

Progranulin, cgesitli biyolojik fonksiyonlari olan ve vicutta yaygin olarak
ekspresse edilen bir proteindir. PGRN'nin noéroprotektif etkisinin incelendigi
genis kapsamh bir calismada (Tao, Ji, Wang, Liu & Zhu, 2012), MCAO
uygulanan wild-tip ve transgenik farelerde, post-iskemik ndéronal hasar ve
fonksiyonel bozukluklar test edilmistir. Oklizyonu takiben genel ndérolojik
fonksiyon ve motor aktivitenin wild-tip farelerde bozuldugu, fakat PGRN'nin
asirl ekspresyonu ile kismen kurtarildigi; transgenik farelerde ise daha hizl
ve daha blyuk o6lcide bir iyilesme goruldigld ve ayrica korteks, striatum ve
hipokampusta yapilan histolojik boyamalar ve hlicre sayimlarinin da bu
bulguyu destekledigi bildirilmistir. Ayni calismada, PGRN'nin anti-inflamatuar
ve anti-apoptotik etkilerini incelemek Uzere, bu farelerden alinan astrositler
klltire edilerek lipopolisakkarit ile muamele edilmistir. Transgenik farelerin
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glialarinda TNF-a ve IL-1B gibi pro-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonlarinin
wild-tip farelere goére o©nemli 06lglide azaldigi, ancak anti-inflamatuar
Ozellikteki IL-10 sitokinin arttigi tespit edilmistir. Ayrica, PGRN transgenik
farelerden alinan glialarin, 6lgllebilir apoptoz veya nekroz olmaksizin, LPS'de
7 gun boyunca hayatta kaldiklari, wild-tip fare glialarinin ise % 23.3'UnlUn
yedi gin icinde apoptotik oldugu gbézlenmistir. Bu bulgular dogrultusunda,
PGRN'nin anti-apoptotik ve anti-inflamatuar &zelliklere sahip umut verici
endojen bir néroprotektan oldugu ve inmeli hastalarda post-iskemik immun
sistem aracili reaksiyonlarin 6énlenmesi icin potansiyel bir aday olabilecegi
ileri stralmustur (Tao vd., 2012).

Post-iskemik PGRN ekspresyonundaki ve lokalizasyonundaki temporal
degisiklikleri; ayrica PGRN'nin in vitro ve in vivo modellerle iskemik beyin
hasari (Uzerindeki terapotik etkilerini belirlemeyi amaclayan bir diger
calismada, serebral iskemi igin fokal embolik iskemi sican modeli
olusturulmustur. Bu modelde, otolog trombis vyoluyla MCAO islemi
gerceklestirilmistir. iskemik cekirdek icindeki néronlarda PGRN ekspresyonun
azaldigi, iskemik penumbrada ise hayatta kalan noéronlarda, mikroglia ve
endotel hicrelerinde ise arttigi gosterilmistir. PGRN'nin, KBB yikimini
hafifletiimesi, néroinflamasyonun baskilanmasi ve néroproteksiyon gibi gesitli
mekanizmalarla akut fokal serebral iskemiye karsi koruyucu etki gosterdigi
tespit edilmistir. Ayrica intraven6z olarak uygulanan rekombinant PGRN'nin
serebral infarkt ve 6demi azalttigi, hemorajik transformasyonu baskiladigi ve
motor sonlanimi iyilestirdigi bildirilmistir (Kanazawa vd., 2015).

Literatirde iskemik penumbrada PGRN ekspresyonunun endoteliyal
hicreler tarafindan gergeklesebildigi ve bu hicrelerin vaskiler koruma
saglayabilecedi bildirilen bir serebral iskemi calismasinda (Kanazawa vd.,
2015), PGRN'nin, Vaskiller Endotelyal Buyume Faktoért (VEGF)'nin sinyal
yolagini aktive eden molekillerin mikroglial tGretimini inhibe ederek, vaskiler
permeabiliteyi dlizenleyebilecedi ileri strdlmusttr. Ancak bizim galismamizda,
bu gorisu destekleyen bir analiz yapiimamistir.

I/R grubu PGRN diizeylerinin, Kontrol ve MAN gruplarindan daha yiiksek
oldugu gobzlendi, ancak bu artis istatistiksel agidan anlamh degildi (p>0,05).
Literatirde, PGRN duzeylerinin Mannitol ya da vaptanlarla iliskisine dair bir
calismaya rastlanmadi. Ancak bulgularimizda CON10 ve CON20 tedavi
gruplarinda progranulin dizeylerinde, MAN grubuna gére anlamli bir artis
ortaya cikti (p<0,01). PGRN'nin ndéroprotektif etkisi ve MAN grubuna goére
NSE dlzeylerinde azalmaya neden olmasi, beyin frontal lob kesitlerinin
histolojik bulgulariyla da paralel olarak, Conivaptan'in KBB ve ndéron hasarina
karsi Mannitol'den daha etkili olabilecegini gosterdi.
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5.8. Sitokin Diizeyleri (TNF-o, IL-15 ve IL-35)

Sitokinler protein ya da glikoprotein yapida olup, homeostazi saglamak
dzere immun sistem, inflamasyon, hicre blylimesi ve farklilasmasi, hlicre
o6limu, anjiyogenez ve onarim suregleriyle iliskili olan hicreler Uzerinde
dizenleyici etkiler gdsteren reseptor aracili sinyal mekanizmalarinda rol
oynamaktadir. Cesitli hasar uyaranlarina yanit olarak salinan sitokinler,
vicutta cesitli fizyolojik ve patolojik slreclerde 6nemli rollere sahiptir
(Hallenbeck, 2002).

Iskemik inmenin heterojen 6zelligi nedeniyle, altta yatan patofizyolojik
slireglere bagh olarak, inflamatuar yolaklarin farkl etkiler gosterebilecegi
belirtiimektedir. Beyindeki bu sitokinlerin bircogunun islevleri ve etkileri
henliz acikliga kavusturulmamakla birlikte, hem vyararli hem de zararh
etkilere sahip olabilecekleri belirtiimektedir (Tuttolomondo, Di Raimondo, di
Sciacca, Pinto & Licata, 2008).

TNF-a, inme sonrasinda ndrorejenerasyonu module edebilen, KBB'yi
gecerek MSS'ye girebilen, yaygin olarak bulunan bir sitokindir (Pan vd.,
2006; Pan vd., 2013) ve MSS'ye yodnelik deneysel ve klinik travmalarda hizla
tetiklendigi vurgulanmaktadir (Hallenbeck, 2002). Ilk kez 1994 yilinda, kalici
MCAO vyapilan sicanlarda, iskemik kortekste TNF-a mRNA'sinin indiksiyonun
gerceklestigi bildirilmistir. Indiiksiyonun iskemik kortekste MCAQ'dan 1 saat
sonra gergeklestigi, 12 saatte pik yaptigi ve 3. saatten 5. giine kadar anlamli
olarak artis gosterdigi tespit edilmistir (Liu vd., 1994).

Serebrovaskiller endotel lizerinde konumlanan astrositik uzantilarin, KBB
gecirgenligini degistiren; inflamasyonun ¢ozilinir ve hicresel medyatorlerinin
MSS'ye infiltrasyonunu arttiran TNF ekresyonu yapabilecegi belirtiimektedir.
TNF, astrositlerde otokrin bir sekilde de islev gérerek kendi sekresyonu da
artirabilmektedir. Ayrica TNF'nin endotel Uzerindeki pro-inflamatuar ve pro-
koagllan etkilerinin, beyin iskemisinde mikrosirkilasyon perfizyonunu
bozabilecedi ileri stridlmistir (Hallenbeck, 2002). Bununla iliskili olarak,
spontan hipertansif sicanlarda, TNF-a aktivitesinin inhibisyonunun, fokal
serebral iskemiyi takiben iskemik hasari azalttigi ve mikrovaskiler
perfizyonu iyilestirdigi gosterilmistir (Dawson, Martin & Hallenbeck, 1996) ve
bu sonuglarin, TNF-a gibi pro-inflamatuar sitokinlerin inme patofizyolojisinde
onemli olduguna dair hipotezi destekledigi vurgulanmistir.

Calismamizda I/R grubunda TNF-a diizeylerinde, Kontrol grubuna gére
anlamh artis meydana geldigi goraldi (p=0,001). En vyilksek TNF-a
ortalamasi bu gruba aitti. Bu bulgular, TNF-a'nin pro-inflamatuar etkisi
dustndlduginde, iskemi-reperflizyon surecinde noroinflamasyonun
tetiklendigini diisiindiirdii. CON10 ve CON20 tedavi gruplarinda, I/R grubuna
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gdére TNF-o dlzeylerinde anlamli azalma gézlendi (p=0,001). Mannitol'in
TNF-a dlzeylerinde bir disise yol agmamasi, Conivaptan'in inflamatuar
yaniti, Mannitol'den daha etkili bir sekilde kontrol altina alabilecegini
gosterdi, ancak bunu olasilikla akuaretik etkisi dogrultusunda gerceklesti.

TNF-o ile yapilan calismalarla IL-15'in KBB'deki édnemli fonksiyonlari
belirlenmistir (Pan vd., 2013). IL-15 anti-apoptotik ve noérotrofik 6zelliktedir
(Budagian vd., 2006) ve IL15Ra, IL2R[B ve IL2Ry olarak adlandirilan trimerik
bir reseptdér kompleksi Gzerinden etki gostermektedir (Pan vd., 2013). TNF-
a'in, IL15Ra mRNA ve proteininin ekspresyonunu arttirdigi ve IL-15'Un post-
translasyonel slirecini hizlandirdigi, IL-15 reseptérinin trimerik kompleksinin
diger bilesenleri olan IL2RB ve IL2Ry'nin ekspresyonunu modile ettigi
bildirilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda IL-15'in KBB dlizeyinde TNF
sinyalinin yeni bir mediatorid oldugunu ve TNF-a sinyalini amplifiye ve modile
etmek Uzere goérev yaptigini goéstermektedir (Pan, Yu, Hsuchou, Khan &
Kastin, 2009)

Yapilan bir calismada TNF ve IL-15 sistemi arasindaki etkilesimler, TNF
knock-out farelerde, TNF R1 ve R2 cift reseptdér knock-out farelerde ve wild-
tip kontrollerde IL15 reseptor ekspresyonundaki degisiklikler ile agiklanmaya
cahsilmistir. IL15Ra mRNA'sinin, TNF knock-out farelerin hipokampis ve
hipotalamusunda ve Reseptdr knock-out farelerin ise striatumunda down-
reglile oldugu tespit edilmistir. IL2RB mRNA'si, TNF knock-out farelerde her
Uc boélgede ve Reseptdr knock-out farelerde ise hipokamplsde azalmistir,
ancak Reseptdér knock-out farelerin striatumunda artis gdstermistir. Buna
karsilik, IL2ZRy mRNA'si hem TNF knock-out hem de Reseptdr knock-out
farelerin hipokampuslinde azalma goésterirken, hipotalamusunda sadece TNF
knock-out farelerde azalma gdstermistir. Bu sonuclarin, TNF'nin yoklugunun,
IL15Ra'nin ve onun hipokampdus ve hipotalamustaki es-reseptdrlerinin down-
reglilasyonu yoluyla kompensatuar azalmaya yol actigi ileri strilmustir (Pan
vd., 2013).

Calismamizda IL-15 dizeyleri kontrol ile karsilastirildiinda, I/R ve
Mannitol grubunda artis gdsterirken, Conivaptan gruplarinda azaldi. Bu
degisiklikler Kontrol'e gére CON10 grubu (p<0,001); I/R grubuna gore her iki
Conivaptan tedavi gruplan (p<0,001) ve Mannitol grubuna gdére yine
Conivaptan tedavi gruplar arasinda anlamliydi (p<0,001).

Tum gruplarda IL-15 ve TNF-a'nin paralel artis/azalma goésterdikleri
goruldi. Bu bulgu, IL-15'in TNF-a ile yakin iliskili oldugu goérisuni
destekledi. Bunun yani sira, gruplarda IL-15 ile NSE dlzeylerinin ayni yénde
(artis/azalma) hareket etmesi, IL-15'in KBB hasari Uzerinde 6nemli bir rol
oynayabilecegini dlstndirdd. Bunun icin korelasyon calismalari ve
immunohistokimyasal boyamalarin yapilmasi faydali olabilir.
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Kontrol ile karsilastirildiginda tim gruplarda IL-35 dlzeylerinde artis olsa da,
bu artis yalnizca Kontrol ile CON20 tedavi grubu arasinda anlamlilik gdsterdi
(p<0,001). Literatirde serebral iskemi-reperfizyon modelinde IL-35
dizeylerinin incelendigi, Mannitol ya da vaptanlarla iliskilendirildigi bir
calismaya rastlanmadi. Bu nedenle, IL-15 ve IL-35'in MSS patolojileriyle
iliskili pro-inflamatuar, anti-inflamatuar ya da immunmoddulasyon olasi rolu
ve yararlihdi hakkinda, kapsamli ve givenilir calismalara ihtiyag vardir.

5.9. Miyeloperoksidaz Aktivitesi

Doku hasarina karsi inflamatuar yanitta salgilanan énemli bir enzim olan
MPO'nun, deneysel bir fare inme modelinde yapilan non-invazif Manyetik
Rezonans Gorutileme galismalari sonucunda, iskemik dokularda genis capta
dagilim gosterdigi ve infarkt baydkliguyle pozitif yénde iliskili oldugu
bildirilmistir (Breckwoldt vd., 2008). Ayni calismada, MPO-duyarl bir ajanin
in vivo aktivasyonu, MPO aktivite testleri ve Real time-PCR analizleri
yardimiyla, MPO aktivitesinin pik seviyesinin, iskemiden sonra 3. ginde; MPO
salgilayan nétrofillerin daha erken (1-3. glnler), makrofaj/mikroglialarin ise
daha sonra pik seviyesine ulastigi gdézlenmistir (3-7. glnler).

Fokal serebral iskemi-reperflizyon fare modeli olusturularak yapilan bir
diger calismada, MPO aktivitesinin nérogenez ve noérolojik sonlanim ile ters
oranda iliskili oldugu; inmede MPO inhibisyonu ya da eksikliginin nérogenezi
hicre proliferasyonu, farklilasma ve migrasyonu da kapsayan pek cok
yonden desteklemede, dnemli endojen kaynaklari stimile eden bir ortam
olusturdugu ileri strtlmuistir (Kim vd., 2016).

Bu calismada, MPO aktivitesinin yalnizca I/R grubunda arttigi, diger tiim
gruplarda azaldigi gozlendi. Ancak gruplar arasi MPO aktivitelerinde anlamli
bir farkhlik goérilmedi (p>0,05). Beyin dokusu kesitleri incelendiginde,
dokuya immun sistem hicrelerinin infiltrasyonunun gergeklestigini kanitlayan
histolojik bir bulguya rastlanmadi. Bunun nedeni, calismada belirlenen slrede
MPO sekresyonu yapan inflamatuar hicre gécunin muhtemel olarak hentiz
gerceklesmemis olmasi olabilir.

5.10. Beyin Odeminin Tespiti

Iskemik beyin ddem, serebral hasarin en énemli komplikasyonlarindan
biridir ve klinikte inmenin ydnetiminde blyuk 6neme sahiptir. Hastalarda
6deme eslik eden elektrolit homeostazinin bozulmasi, nérolojik disfonksiyon,
hemorajik transformasyon ve serebral herniasyonlar kétl sonlanima neden
olabilmektedir.
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Erken donem sitotoksik 6demde suyun iceri ydénde alimi, Straling
prensibine gdre ozmotik aktivite ve hidrostatik basin¢g gradiyentlerindeki
artisa dayanilarak agiklanmaktadir. MCA oklizyonu yapilarak beyin édeminin
incelendigi bir calismada, oklizyondan (¢ saat sonra O0demin gelismeye
basladigi; artisin ikinci ve Gglncl glinlerde hizla maksimuma c¢iktigi ve daha
sonra yavas yavas gerilemeye basladigi bildirilmistir. Ayni calismada beyin su
icerigi ve sodyum iliskisinin incelendiginde, okllizyonu takiben ilk alti saat
icinde anlamh bir farkhlik olusmadigi, ancak iliskinin bu sireden sonra
giderek arttigi bildirilmistir (Gotoh, Asano, Koide & Takakura, 1985).

Calismamizda Kontrol grubuna gore, tim gruplarda beyin su igerigi
yuzdesinde istatistiksel olarak anlaml azalma gézlendi (p<0,01). Bunun
disinda gruplar arasinda anlamh bir farkhhk gérilmedi (p>0,05). I/R
grubunda beyin su iceridi diistisii dikkat gekicidir. Ancak, I/R grubuna diger
gruplardakine esdeger hacimde serum fizyolojik inflizyonu yapildigi icin,
serum fizyolojigin az da olsa dilrez etkisi nedeniyle, beklenen bir durumdu.
Ayrica su igeriklerinin gruplar arasinda anlamh farkhlik gdstermemesi,
calismamizda belirlenen deney sonlandirma slresinin nispeten kisa olmasi
nedeniyle olabilir. Bu sure zarfinda muhtemel olarak hicrelerde sitotoksik
6dem sb6z konusuydu ve vajozenik édem igin, literatlrle de uyumlu olarak
(Gotoh vd., 1985), daha uzun slire gerekmekteydi. Ancak olusturdugumuz
bu modelde belirledigimiz iskemi siiresi, beyin édemi takibi icin hayvanlarin
daha uzun siire hayatta kalmalarini saglamada uygun dedgildi. Iskemi
suresinin kisaltilmasinin, bu modelde 6dem slrecini uzun bir aralikta
degerlendirmek igin daha uygun olabilir.

Yapilan histolojik incelemelerde, I/R grubunda ozellikle frontal korteks
bélgesinde 6dematdéz olusumlara, apoptotik néronlara ve ndron
dejenerasyonlarina rastlandi. I/R grubuna ait beyin frontal lob kesitlerinin
incelenmesinde, apoptoza ugrayan ¢ok sayida néron varligi gézlendi. CON10
grubuna ait beyin frontal korteksi kesitlerinde, 6demin diger gruplara gére
cok daha az ve beyin histolojisinin genel olarak kontrole yakin oldugu tespit
edildi. Bu durum, o6zelllikle Conivaptan 10 mg/mL doz uygulamasinin, doku
hasarinin dnlenmesinde olasi olarak daha etkili olabilecegini gosterdi.

Deney gruplarina ait beyin hipokampuls kesitlerinin Hematoksilen-Eosin
incelemelerinde, histolojik yapinin normal oldugu goézlendi ve 6&dem,
inflamasyon veya ndéron hasarina rastlanmadi. Hipokampus kesitlerinin
TUNEL incelemelerinde de, néron hasari ve apoptoz acgisindan gruplar
arasinda farklihk gézlenmedi. Bu durum, olusturulan bu modelde, olasi
hipokampis hasarinin akut donemde dederlendirilemeyecedini, bunun yerine
gec donemde incelenmesinin daha uygun olabilecegini distndirdu.
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6- SONUC VE ONERILER

Bu calismada, beyin édemi icin serebral I/R olusturulan sicanlara ait
serum ve beyin dokusu &rneklerinin, biyokimyasal ve histolojik bulgulari
dogrultusunda, post-iskemik serebral hasar, inflamasyon ve 6dem meydana
geldigi tespit edildi. Calisma, akut donem tedavi etkinligini incelemek
amaciyla, kisa slrede sonlandirilsa da, yapilan analizler, doza bagh olarak
akuaretik Conivaptan'in, klinik yararlihgi tartismali olan dilretik Mannitol'e
gore, doku hasarinin dnlenmeside, inflamasyonun kontrolli sidrdurilmesi ve
renal su atilimi ile beyin hidromineral dengesinin saglanmasinda, olasi olarak
daha etkili olabilecegini gosterdi.

Serebral I/R hayvan modellerinin bazi sinirliliklari  bulunmaktadir.
Bunlardan biri hayvanlar arasi kollateral dolasimdaki varyasyonlar nedeniyle,
infarktls blayukliga ve dagihimlari bakimindan farkliliklar gérilmesidir. Ayrica
iskemi modellerinde uygulanan cerrahi islemlerin geri-déntstmlid olmasi, her
ilac tedavilerinin degerlendirilebilmesinde bir gereklilik olsa da, gruplar
arasinda farkhliklarinin tespit edilebilmesine bir sinirlama getiriyor olabilir. Bu
acidan, in vitro galismalar, 6zellikle KBB'de yer alan ve beyin hidromineral
homeostazinda rol oynayan hicrelerin ko-kultire edilerek tedavi planlamasi
yapilmasi énerilebilir.

Beyin 6deminde, erken dénem tedavi etkinliginin klinikte hayati 6neme
sahip olmasi nedeniyle calisma siiresi kisa tutuldu. Ila¢ tedavilerinin sonlanim
Uzerine etkisi bluyluk 6éneme sahiptir. Bu nedenle uzun sureli bir planlanma ve
tedavinin takibi, prognoz ve sonlanim hakkinda degerli veriler saglayabilir.

Deneysel kombine ilag tedavileri, son yillarda literatirde &6n plana
cikmaktadir. Beyin 6deminde 06zellikle inflizyon yoluyla uygulanabilen ilag
kombinasyonlarinin denenmesi faydali bilgiler saglayabilir.

Deneysel calismalarda, tedavi sirecinde édem sivisinin ya da belirlenen
bir molekilin vaskuller sistemde yer dedistirme hareketinin, cesitli izleyici
maddeler kullanilarak takip edilebilmesini mumkin kilmasi nedeniyle,
goériuntileme tekniklerinin kullaniimasi énerilebilir.

Beyinde 6dem mekanizmasi heniz aciga kavusturulamamistir. Bu
nedenle spesifik bir biyobelirtece/yolak Uzerine yogunlasiimasi ve incelenen
degiskenlere yodnelik korelasyon calismalarinin yapilmasi, énemli detaylar
saglayabilmesi acisindan 6nerilebilir.

Bulgularimizin  guvenilir ve kapsamh c¢alismalarla desteklenmesi,
tedavinin klinige uyarlanabilmesinde yararl bilgiler saglayabilmesi agisindan
onemli bir ihtiyactir.
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