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OZET

Dr. Cagatay OZDOL, Likit embolizan polimer olan ONYX’in beyin
parankimindeki etkilerinin arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi,
Nérosiriirji Tezi, Ankara, 2006. Intrakraniyal damar anomalilerinin tedavisinde
endovaskiiler yaklagimla anevrizma liimeninin ¢esitli yontemlerle kapatilmasi énemli
bir tedavi secenegidir. Bu amagla kullanilmakta olan ajanlardan biri yapiskan
olmayan ve likid polimer yapisinda embolizan bir madde olan ONY X tir. ONY X’in
solventi olan DMSO’nun c¢esitli dokularda toksik etkileri gosterilmis olmakla
birlikte, beyin dokusundaki olasi toksik etkileri aragtirllmamistir. Bu c¢alismada
ONYX ve solventi DMSO’nun parankim dokusundaki olas1 toksik etkileri deneysel

tavsan modeli lizerinde arastirilmistir.

Bu calismada 40 adet erkek Albino tavsan, her grupta 8’er hayvan olacak
sekilde 5 farkli ¢alisma grubuna ayrilmistir. Kontrol grubu disinda kalan diger 4
grupta hayvanlara sirastyla SF, DMSO, %6 ve %20 ONYX verilmis ve tim
hayvanlar genel durum ve ndérolojik degerlendirmelerinin yani sira doku 6rnekleri

histolojik olarak incelenmistir. Ayrica lipid peroksidaz aktivitesi dl¢iilmiistiir.

Histolojik incelemelerde gerek DMSO, gerekse %6 ve %20 ONYX verilen
hayvanlarda parankim dokuda noronal dejenerasyon ve inflamatuar reaksiyon
izlenmis, 6zellikle ONYX verilen grupta bu siirecin konsantrasyona bagli olarak
daha belirginlestigi gozlenmistir.. Lipid peroksidaz aktivitesi artis1 yalmiz %20

ONYX verilen grupta kontrol grubundan anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur.

Bu bulgular gerek ONYX’in gerekse solventi DMSO’nun parankim dokuda
dejeneratif ve inflamatuar degisikliklere neden oldugunu, inflamatuar siirecin
ozellikle yiiksek ONYX konsantrasyonlarinda daha belirginlestigini gostermektedir.
Lipit peroksidaz aktivitesinde Onemli bir artis gozlenmemesi DMSO’nun onti

oksidan etkisine bagli olabilir.

Anahtar kelimeler: ONY X, DMSO, Toksisite, Beyin parankimi, Endovaskiiler tedavi



ABSTRACT

Dr. Cagatay OZDOL, The examination of the effects of ONYX liquid
embolysan polymer in brain parenchyma, Hacettepe Medical Faculty,
Neurosurgery Thesis, Ankara, 2006. Embolizing of aneurysm lumene by using
several techniges via endovascular approach is an important method in treatment.
ONYX is a non adhesive and liquid polymer used in this way. Although DMSO, the
solvent of ONYX, has been shown to have some toxic effects on several tissues, its
effects on brain tisssue have not been evaluated fully. In this study, the possible toxic
effects of ONYX and its solvent DMSO on parenchymal brain tissue has been

investigated on experimantal rabbit model.

In this study 40 adult male Albino rabbits were used and divided into 5
different groups, 8 rabits present in each. Except from the control group; SF,
DMSO, 6% ONYX and 20% ONYX were injected to all animals in other 4 groups
in order. All rabbits have been investigated for their general condition, neurologic
evaluation beside histological tissue examination. Moreover their lipid peroxidase

activity has also been calculated.

Histological evaluation of DMSO, 6% ONYX and 20% ONYX injected
groups revealed inflammatory and degenerative reactions in parenchymal tissue,
especially in the ONYX group this reactions has become more significant with the
increase in concentration. Lipid peroxidase activity increase has only found

significantly different compared with control group.

This findings has suggested that ONYX and its solvent DMSO developed
dejenerative and inflammatory effects on parenchymal brain tissue, and the
inflammatory effects has become significant in higher ONYX concentrations.

Absence of a significant increase in lipid peroxidase activity may be due to the anti

oxidant effect of DMSO.

Key words: ONYX, DMSO, Toxicity, Brain paranchyma, Endovascular treatment
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1. GIRIiS:

Endovaskiiler embolizasyon i¢in kullanilan, yapiskan olmayan ve likid
polimer yapisinda embolizan madde olan ONYX, daha donce yapilan klinik ve
deneysel c¢alismalarda kan ve vaskiiler yapilarla uyumlu bulunmustur. Ancak
literatiirde damar dis1 yapilar iizerindeki olasi toksik ve histolojik etkileri hakkinda
deneysel yada klinik ¢aligma yapilmamistir. Oysa klinikteki uygulamalarda nadir
de olsa damar dis1 dokularla (damar ya da anevrizma perforasyonu sonrasi gibi)
temas s0z konusu olabilmektedir. Bu nedenle ONYX adli likid embolizan
maddenin damar dis1 nérojenik yapilar iizerindeki etkilerini aragtirmak amaciyla bu

calisma diizenlenmistir.



2. GENEL BiLGILER

Intrakranial damar anomalilerinde sik¢a karsilasilan iki grup mevcuttur:

Arteriovendz malformasyonlar ve anevrizmalar.
2.1. Anevrizmalar

Anevrizma damar duvarinin bir noktadan disar1 dogru genislemesi yani
balonlagmasi halidir. Anevrizmalarin tedavisinde klipleme yontemi ilk olarak 1911
tarihinde Cushing tarafindan tarif edilmis ancak kullanilamamis olup, ilk anevrizma
ameliyati 1931°de Dott tarafindan ligasyon yontemiyle yapilmigtir. Serebral
anjiografi Egas Moniz tarafindan 1933 yilinda tanimlanmig ve bu anevrizmalarin
teshis ve tadavisinde 6nemli bir doniim noktasi olmustur. Anevrizmalarin klipleme
yontemiyle tedavisi ilk kez Dandy tarafindan 1937 yilinda ger¢eklestirilmistir (39).
Anevrizmalar morfolojik olarak 3 grupta incelenir: Sakkiiler, fliziform, dissekan tip
anevrizmalar. Anevrizmalarin %90°1 sakkiiler tip anevrizmalardir. Damarin internal
elastik laminasinda olusan zedelenmeler ve bunun lizerine eklenen ikincil faktorler
sorumlu tutulmaktadir.  Filiziform anevrizmalar tim anevrizmalarin yaklagik
%10’luk kismini olusturur. Dissekan Anevrizmalar damar duvarinda intimal
yirtilmay1 takiben kanin tunika media altina laminar tarzda ilerlemesi ve daha sonra

adventisyadan disar1 ¢ikarak ekstravaze olmasidir.
2.2 Arteriyovenoz Malformasyonlar (AVM)

Tlk AVM ameliyat1 1908 yilinda Feder Krause tarafindan besleyici damar
baglanarak yapilmistir. Tedavi amaciyla AVM nin bir biitiin olarak rezeksiyonu ilk

defa Olivecrona tarafindan gerceklestirilmistir (11).

2.2.1. Patofizyoloji

Embriyonik hayatta telensefalonun olugmaya basladigi dordiincii haftada
damar liimenleri arter ve ven olarak farklilasirken aralarinda kilcal damar
baglantilar1 kurulmaya baslanir. Arter ve venler arasinda kilcal damar yataklar

olusmazsa arteriyovendz malformasyon ortaya ¢ikar (11).

2.2.2. Patoloji
Serebral AVM’lerin %70-93’1i supratentoriyal, hemisferik yerlesimlidir. Bu

lezyonlar en sik orta serebral arter dallarindan beslenir.



2.3. Tedavi Yontemleri

Anevrizma tedavisinde baglica yontemler cerrahi klipleme ve endovaskiiler
embolizasyondur. AVM’lerin tedavisinde cerrahi rezeksiyon, endovaskiiler yolla
embolizasyon ve gamma-knife radyosirlirji tek bagina veya birlikte kullanilan

yontemlerdir.

Lokal elektrik akimi uygulayarak intraanevrizmal trombus olusturma fikri 19.
yiizyil ortalarma kadar geri gitmektedir. Ancak insandaki ilk ciddi uygulama
Mullan ve arkadaglari tarafindan gerceklestirilmistir (24).. Anevrizmalarin
endovaskiiler yolla tedavisinde sonraki onemli adim mikrokoillerin kullanima
girmesidir. Eskiden beri bilinen koillerin ilk defa intrakranial anevrizmalarin
tedavisinde kullanimi1 1980'li yillarin sonlarina rastlar. Bu yillarda endovaskiiler
tedavinin Oniindeki en 6nemli engel bu koillerin itildikten sonra geri alinamaz
olmasidir. [talyan nérosiriirjiyen Guido Guglielmi birakilabilir (detachable) koil
kavramini ortaya atmasi ve uygulamaya sokmasi anevrizmalarin endovaskiiler

tedavisinde yeni bir donem baslatmistir.

AVM nin damar ic¢inden tedavi etme fikri 1960'li yillara kadar geri
gitmektedir (17). Bu amagla intraoperatif olarak karotid arter iginden silastik
kiirecikler, jelfoam, teflon kapl kiirecikler ve polivinil alkol partikiilleri ile

embolizasyon denenmistir.

Endovaskiiler embolizasyonda bir ¢cok madde kullanilmakta olup, bunlardan
baglicalart n-biitil 2-siyanoakrilat (NBCA), etilen vinil alkol kopolimer (EVAL),
polivinil alkol partikiilleri (PVA), koiller, polivinil asetat, seliiloz asetat polimer,
mikrofibriler kollajendir (28). 1974 yilinda Serbinenko ilk lateks balon
mikrokateteri bularak embolizasyonda ¢igir agmis ve polimerizan madde

enjeksiyonlarinin 6nciisli olmustur (7).

2.3.1. lzobiitil 2-Siyanoakrilat (IBCA)
Izobiitil 2-siyanoakrilat (IBCA) AVM embolizasyonunda kullanilan (1979)

ilk polimerize maddedir. Histopatolojik incelemelerde IBCA’nin damar duvarinda



yabanci cisim dev hiicre reaksiyonu yaptig1 ve kronik inflamasyona sebep oldugu
saptanmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda IBCA’nin besleyici arter(ler)den
normal kortikal damarlara da gecebildigi ve torkula herofili, akciger gibi diger

organlara emboli olarak ulastig1 gosterilmistir (7).

2.3.2. N- Biitil Siyanoakrilat (NBCA)
NBCA polimerize olan bir yapiskan embolizan madde olup polimerizasyon

reaksiyonunun baslatilmasi i¢in iyonik ortama ihtiyaci vardir (35).

NBCA, besleyici (parent) arter distaline uygulanan mikrobalon ile okliizyona
ONYX’e gore daha az ihtiya¢ duyulmakta ve yine bu maddeye gore floroskopideki
goriinimii daha belirgin oldugu icin uygulamada avantaj saglamaktadir. Ayrica
NBCA kullaniminda vakalarin %50-100’iinde embolizan maddenin anevrizma
duvarinda zamanla nekroz olusturarak damar disgina migrasyon yaptigi
gosterilmistir (33). Yapilan bir arastirmada NBCA’nin IBCA ile karsilagtirildiginda
cerrahi uygulama sirasinda kanamayi azalttifi ve rezeksiyonu kolaylastirdigi

vurgulanmaktadir (18).

2.3.3. Polivinil Alkol (PVA)
Polivinil alkol partikiil bazli bir embolizan maddedir. Uygulama sirasinda
AVM’lerde nidusa yonlendirme sirasinda AVM fistiillerinin koil gibi araglarla
tikanmas1 gerekmekte; aksi halde normal arterler araciligi ile PVA partikiilleri

sistemik dolasima gecebilmektedir (38).

2.3.4. Koiller
Guglielmi brrakilabilir koil (GDC) uygulamalarinda islem sirasinda

tromboemboli riski olmamasi i¢in sistemik heparinizasyona gerek duyulur (20).

Endovaskiiler embolizasyon sirasinda %6 emboli atagi, %3,1 tromboz, %2,5
koil malpozisyonu, %4,4 anevrizma perforasyonu, %11 major norolojik bozulma,

%4,5 islem sonrast mortalite gozlenmistir (14).

Vinuela ve ark. (1997) akut riiptiire olmus anevrizma hastalarinda koil ile
tedavi sonrasi mortalitenin %6,2, morbiditenin %8,9 oldugunu; buna karsilik
cerrahi tedavi sonras1 mortalitenin %21, morbiditenin ise %23 oldugunu belirterek

embolizasyon ile tedavinin daha giivenli oldugunu savunmuslardir (37).



Koil uygulama sonrast goriilen baska problemler anevrizmanin
rekanalizasyonu, kitle etkisi ve koillerin biyolojik olarak kabul edilir nitelikte olup

olmamasidir (13).

Poliglikolik asit, poli-L-laktik asit kopolimer GDC i¢ine yerlestirilmektedir
(%30 koil, %70 polimer madde). Bu maddeleri kullanmakta amag¢ anevrizma
liimeninde yabanci cisim reaksiyonu olusturup fibrotik cevabi ve dolayist ile
limenin daha hizli kapanmasimi saglamak ve bu sekilde erken rekanalizasyon
olusumunu engellemektir. Yapilan histolojik incelemeler uzun siirede
rekanalizasyon riski yoniinden GDC ile bu koiller arasinda fark olmadigini

gostermektedir (26, 27).

2.3.5. Etilen Vinil Alkol Kopolimer (ONYX)

ONYX ilk kez 1990 yilinda Taki ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir
(ONYX Liquid Embolic System, Microtherapeoutic Inc. Irvine,CA). Yapiskan
olmayan (nonadhesive) bir likit embolizan madde olup mikrokateter aracilig: ile
kolaylikla damar icine zerk edilebilir (12). Bu likit embolizan madde damar
liimeninde kandaki su ile temas ettiginde silingerimsi bir polimer maddeye

doniiserek embolizan 6zellik kazanir (23).

ONYX’in elde edilmesinde etilen vinil alkol kopolimer (48 mol/L etilen, 52
mol/L vinil alkol; EVAL) ve ¢oziicii olarak dimetil siilfoksit (DMSO) kullanilir.
Floroskopide goriiniir olmasint saglamak i¢in mikronize edilmis tantalum tozu
(agirhigin %35°1 oraninda) katilir (19). EVAL kapsaminda yer alan etilen hidrofobik

karakter tasirken vinil alkol hidrofilik 6zelliktedir.

Klinik uygulamalarda ONYX iki farkli konsantrasyonda kullanilir. ONYX
%06 (kopolimer igerigi %6’dir) ve ONYX %20 (kopolimer igerigi %20’dir) (17).
Kullanilan EVAL konsantrasyonu ayni1 zamanda karisimin akiskanligini da belirler
ve yiiksek konsantrasyonlarda akigkanlik azalir. Ortamdaki sicaklik ve su

konsantrasyonu embolizan maddenin polimerizasyonunu etkilemez (11).

ONYX’in solventi olan DMSO ilk kez Alexander Saytzeff tarafindan
1867°de bulunmus ve Swanson tarafindan 1985 yilinda dipolar, aprotik ¢oziicii

olarak tarif edilmistir.
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Formiil 2.1. Dimetil siilfoksitin polarize kimyasal formiilii

DMSO renksiz, berrak olup +18 °C donan dipolar, aprotik ve higroskopik bir
coziiciidiir. DMSO cilt ve mukozalarla temas sonrasi hizla viicutta neredeyse tiim
dokulara ve hatta hiicre organellerine kadar penetre olur ve bu penetrasyonun hizi
DMSO’nun konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Penetrasyon sirasinda
biyomembranlarda geri doniistimlii minimal degisiklikler olugsmaktadir. DMSO’nun
biyotransformasyonu karaciger ve bobrekte olup, siilfoksit rediiktaz enzimi ile

dimetil siilfide dondisiir.
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Formiil 2.2. Dimetil siilfit

Olusan bu madde daha sonra hizla reokside olur ve olusan siilfoksit ve siilfon

gruplar idrar ile atilir.

Formiil 2.3. Dimetil siilfon

DMSO'nun viicuttaki yarilanma 6mrii yaklasik 11-14 saattir. Dipolar 6zelligi
nedeni ile hidrojen baglarindaki hidrojen protonlarimi (H+) ve ayrica ortamdaki
hidroksil (.OH) radikallerini baglayict etkiye, metaboliti olan dimetil siilfit ise

serbest oksijen radikal (.O) baglama 6zelligine sahiptir. Bu nedenle de hidrofilik ve



lipofilik karaktere ayni anda sahip olup, bircok madde i¢in, 6zellikle birgok protein
ve steroid icin giiclii solvent rolii oynar. Bdylece lipofilik membranlar dahil bir¢ok
biyolojik bariyer DMSO i¢in gegirgen olabilmektedir. Tim bu 06zellikleri
dogrultusunda in vivo topikal ve/veya intravaskiiler uygulamada DMSO ve
metaboliti dimetil siilfidin antioksidan, antiinflamatuvar, hiicre koruyucu,

radyoprotektif ve antiiskemik etkileri mevcuttur (34 ).

Viicutta olusan dimetil siilfidin sedatif ve hemolitik yan etkileri vardir.
DMSO intravaskiiler yolla 1g/kg altt dozda uygulandiginda genelde inflizyon
yerinde intravaskiiler hemoliz ve lentikiiler degisiklikler disinda belirgin sistemik
yan etki olusturmaz. Deney hayvanlarinda yiliksek dozlarda hepatotoksisite ve
nefrotoksisite  olusturdugu  gosterilmistir  (34). Kronik kullanimda  deri
reaksiyonlarindan intravaskiiler hemolize kadar genis bir spektrumda yan etkileri
ortaya ¢ikar. In vivo ve in vitro c¢alismalarda intravaskiiler hemoliz kanitlanmis
olup, bu etki DMSO konsantrasyonu, verilis hizi ve osmolalitesi ile dogru
orantilidir (3). Intravendz uygulamalarda DMSO’nun trombositler iizerinde
antiagregan etkisi oldugu ve fibrin olusumunu azalttig1, buna karsilik endotel
iizerinde koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir. Ancak %20’den az

konsantrasyonlarda ve yavas intraven6z uygulamalarda bu etkiler azalmaktadir (3).

Tiim yan etkilere karsilik yapilan arastirmalarda DMSO’nun intrakranial
basing artis1 sendromlarinda tedavi edici etkilerinin de oldugu, o6zellikle kan
osmolaritesini osmotik diiirez yolu ile artirarak beyin Odemini azalttig
gosterilmistir. Yine DMSO’nun prostaglandin ve tromboksan sistemleri tizerinden
oksijen radikallerine bagli hiicre dejenerasyonunu azalttigir diistiniilmektedir.
Lipofilik 6zelligi nedeni ile beyne penetrasyonu oldukg¢a fazla olup, birlikte diger
ilaglarin penetrasyonunu artiric1 etkiye sahiptir. Ozetle DMSO antioksidan,

antiinflamatuvar ve radyoprotektif 6zellikleri gosterilmis olan bir maddedir (3,16).

Hayvan modellerinde (5) ve insanlarda (1) yapilan ¢alismalarla ONYX’in
endovaskiiler uygulamalarda anjiotoksik oldugu ve bu toksisitenin DMSO’dan
kaynaklandig1 gosterilmistir (1, 5, 25). Chaloupka ve ark. (1994) gelistirdikleri
hayvan modelinde intravaskiiler uygulanan DMSO’ya karst damar duvarinda

parsiyel endotel zedelenmesi ve trombus olusumunu gdstermislerdir. Bu ¢alismada



subakut fazda endotel zedelenmesine ek olarak subintimal fibrin depolanmasi
oldugu ve buna damar duvarinda hafif/orta derecede inflamatuvar hiicresel cevabin
(6zellikle eozinofilden zengin) eslik ettigi gosterilmistir. Yine ayni ¢alismada gec
donemde kronik inflamatuvar cevabin ortaya c¢iktig1, damarlarda tikayict
endarteritis bulgular1 ve damar duvarlarinda transmural ve adventisiyal yerlesim
gosteren yabanci cisim dev hiicrelerinin varligi dikkati ¢ekmistir. Calismacilar,
ONYX enjeksiyonu sonrasi da benzer cevabin ortaya ciktigmni gostermisler ve

anjiyotoksisiteyi DMSO bulgusu olarak yorumlamislardir (5).

Daha sonra yapilan c¢aligmalarda anjiotoksisitenin DMSO’nun enjeksiyonu
sirasinda verilen doza (25) ve enjeksiyon hizina bagimli (4) oldugu gosterilmistir.
Murayama ve ark. (1998) hayvanlarda yaptiklari ¢alismada DMSO’nun hizl
intravaskiiler enjeksiyonunda akut siirecte belirgin vazospazm ve norolojik defisit
oldugunu gostermis; bu deneklerin mikroskopik incelemelerinde yaygin transmural
fibrinoid nekroz, damar liimeninde eozinofilik karakterde hiicre niikleus partikiilleri
ve adventisyal lenfositik hiicre infiltrasyonu saptamislardir. Beyin preparatlarinda
es zamanlt yapilan incelemelerde beyin sap1 etrafinda akut subaraknoid kanama,
diistiik dereceleri mikroglial ensefalit ve hafif menenjit bulgulari, miks tip akut ve
kronik inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, serebellar pedinkiillerde subpiyal akut
nekroz alanlari, perivaskiiler lenfosit birikimleri saptanmistir. Buna karst
DMSO’nun yavas enjeksiyonlarinda vazospazmin olmadigi veya ¢ok hafif diizeyde
kaldig1, belirgin norolojik gerilemenin olmadig1 izlenmistir. Bu grubun histolojik
incelemelerinde yer yer hafif ve siirli inflamasyon alanlari ve polimorfoniikleer
hiicre infiltrasyonu goriilmiis, bununla birlikte bu grupta yer alan tiim 6rneklerde

damar duvari saglam bulunmustur (25).

Embolizasyon yapilmis AVM hastalarinda, AVM rezeksiyonu sonrasi yapilan
histopatolojik incelemelerde akut siirecte (1-4 giin arasi) damar duvarinda
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve yer yer fokal nekroz alanlar1 gézlenmis; kronik
stiregcte (12—14 giin sonrasi) ise damar liimeninde hyalin ve eozinofilik materyal
depolandig1 ve embolizan materyal etrafinda lenfosit, histiyosit, multiniikleer dev
hiicrelerden olusan mononiikleer hiicresel inflamatuvar reaksiyon gelistigi

saptanmustir (17).



2.4. Serbest Radikaller

Serbest radikallerin lipid peroksidasyonu dort asamada olusur:

Baslatma (Initiation) sathast

flerleme (Propagation) safhasi

Yikim (Degradation) sathasi

Sonlanma (Termination) safhasi

Baz1 patolojik siireglerde reaksiyonlarin ara kademelerinde serbest
radikallerin asir1 iretilmesi ve/veya biyolojik koruyucu sistemlerin ¢aligmamast

gibi durumlarda istenmeyen olumsuz etkilere yol acarlar (28).

Serbest radikaller molekiiliin yapisina gore oksijen merkezli (superoksit
radikali, peroksit radikali, hidroksil radikali), karbon merkezli (karbon tetrakloriir,
triklormetil, aromatik hidrokarbonlar) veya siilfiir merkezli (glutatyon radikali)
olarak gruplandirilabilir (30). Olusan serbest radikaller hiicre membrani1 ve hiicre ici
organelleri etkilerken ekstraselliiler komponente de gecer ve uzak -etkilerini
olustururlar. Burada serbest radikallerin ¢oziiniirliigii ve difiizyon hizi 6nem
kazanmaktadir. Oksijen merkezli serbest radikaller incelendiginde hidroksil radikali
cok potent olmasina ragmen, difiizyon hiz1 ¢ok daha yavastir ve bu nedenle ancak
olustugu yerde yada yakininda etki gdsterir. Buna karsin hidrojen peroksit ¢cok az
potent olmasina ragmen plazma membranini, mitokondriyal ve peroksizomal

membranlari rahatlikla gecerek uzak etki gosterebilir (8, 9).

2.4.1. Membran Lipidleri ve Lipid Peroksidasyon
Hiicre membran yapisinda yogun olarak bulunan doymamis yag asitleri ve
kolesterol, serbest radikallerle reaksiyona girerek lipid peroksidasyona giderler. Bu
reaksiyon zinciri bir kez bagladiktan sonra otokatalitik olarak devam eder ve lipid

peroksit, lipid alkol ve aldehitik yan iiriinler olusur. U¢ veya daha fazli ¢ift baglh

yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu malondialdehit olusur ve bu yan iiriin yag



asiti oksidasyonu i¢in spesifik kantitatif indikatér olmamasma ragmen lipid
peroksidasyonu gosterdigi icin tiyobarbitiirik asit ile Olgiilebilir (36). Lipid
peroksidazlar ve lipid - peroksi radikalleri toksik etkilerini oksijen merkezli serbest
radikallerle ayni hiicresel komponentler {izerine etki ederek gosterirler. Membran
yag asitlerinin peroksidasyonu hiicre membran gegirgenligini ve mikroviskozitesini
bozar; okside olan yag asitleri fosfolipaz-A enzimi tarafindan pargalanir.
Peroksidasyon sirasinda olusan malondihaldehit membran bilesenlerinin
polimerizasyonuna ve aralarinda ¢apraz bag formasyonuna neden olur. Bu sekilde
intrinsik membran 6zelliklerinin degismesi ve bunun sonucunda membran iyon
kanallarmin gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degiserek membranlarin
deforme olmasina kadar uzanan bir dizi degisiklik gergeklesir. Lipid peroksidasyon
reaksiyon zincirini baslatan serbest radikal ¢ok sayida komsu molekiillerde de
yikima neden olur. Doymamis yag asidinin peroksidasyonu sonucunda bir metilen
hidrojen atomu ayrilir ve yag asidi radikali olusarak ‘komjiige dien’ formuna
dontislir. Bu molekiile oksijen eklenmesi (peroksidasyon) ile yeni bir peroksit
radikali olusur ve bu radikal yeni bir siklus olusturarak doymamais bir yag asitinden
H+ atom ayrilmasim1 ve takip eden lipid hidroperoksit ve lipid alkil radikali
olusumuna neden olur. Ortamda transizyonel bir metalin varhiginda lipid
hidroperoksit lipid alkoksil radikaline doniisiir ve zincir bu sekilde siirer (30). Bu
zincir reaksiyonlarin siirlanmasi ya organik bir scavenger bilesigi (vitamin E,
askorbik asit) ile natiiralize edilerek yada lipid hidroperoksit ve hidrojen
peroksitlerin glutatyon peroksidaz ile enzimatik indirgenmesi yoluyla olur. Boylece
lipid hidroperoksidin hidroksil, peroksit ve alkoksil radikallerine doniisiimii 6nlenir.
Beyin dokusunda olusan laktik asidoz, transferin ve benzeri proteinlerden, katalitik
demir dissosiyasyonuna neden olarak serbest radikal ve lipid peroksidasyonunu

dramatik olarak arttirir (28).

3. GEREC VE YONTEM

Calismanin tamami Hacettepe Universitesi Etik Kurulu tarafindan deneysel
arastirmalar icin belirlenen kurallar ve prosediirler dogrultusunda, gerekli onay

(03.02.2005 tarih ve 2005/01-1 numarali karar) alindiktan sonra yiiriitilmustiir.
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3.1. Deneysel Model

Calismada agirliklar1 4-5 kilogram arasinda degisen (ortalama 4.5 kg) 40 adet
erkek Albino (domestik) tavsan kullanilmistir. Hayvanlarin genel sagligi calisma
oncesi kontrol edilmis ve her bir hayvan yer aldigi gruba gore uygun yontemle
isaretlenmis, c¢alismanin ileri asamalarinda sonuglarin kor yontemle (blinded-
research) tarafsiz olarak degerlendirilmesi ve giivenilirligin artirilmas1 amaciyla

caligma gruplarn gizlenerek rasgele numaralandirilmistir.

Genel anestezi, ALFAZYNE %2 (40 mg/kg) ve ALFAMINE %10 (5 mg/kg)
karigiminin  intramiiskiiler  enjeksiyonu ile saglanarak hayvanlar kendi
solunumlarina birakilmis ve deney normal oda isisinda siirdiiriilmiistiir. Calisma
sirasinda hayvanlarin viicut 1sis1 rektal yolla kontrol edilerek ve gerek islem
sirasinda, gerekse islem sonrast ilk 2 saat boyunca isitma lambasi ve blanket

kullanilarak viicut 1s1s1 korunmustur.

Islem sonras1 hayvanlar kafeslerinde ve normal oda 1sisinda (20 °C) muhafaza

edilmisgtir.

Beyin parankimi enjeksiyon modeli: Tiim deney hayvanlarinda genel anestezi
verildikten sonra yiiziistli yatar (pron) pozisyonda, bas nétr konumda, gerekli cilt
temizligi ve antisepsiyi takiben frontal ve oksipital kemikler arasinda uzanan orta
hat insizyonu ile cilt a¢ilmig ve drill yardimiyla bir adet Burr Hole agilmasini
takiben uygulanacak kimyasal madde dura gecilerek beyin parankimine enjekte

edilmistir. Enjeksiyonlar sonrasi igne geriye ¢ekilerek isleme son verilmistir.

%20 ONYX verilmesi: Toplam 8 hayvanda coronal siitiir hizasindan Burr
Hole agildiktan sonra 0,05 cc %20 ONYX o6zel enjektorii ile (MTI Corp, Japonya)
enjekte edilmistir. Enjeksiyon sonrasi hayvanlar uyandirilmig ve laboratuarda 2 saat
gozlem altinda tutulurken 1sitma lambasi ve blanket kullanilarak wviicut 1sis1

korunmustur.

%6 ONY X verilmesi: Toplam 8 hayvanda coronal siitiir hizasindan Burr Hole

acildiktan sonra 0,05 cc %6 ONYX 6zel enjektorii ile (MTI Corp, Japonya) enjekte
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edilmistir. Enjeksiyon sonrast hayvanlar uyandirilmis ve laboratuarda 2 saat gdzlem

altinda tutulurken 1sitma lambasi ve blanket kullanilarak viicut 1sis1 korunmustur.

DMSO verilmesi: Toplam 8 hayvanda coronal siitiir hizasindan Burr Hole
acildiktan sonra 0,05 cc DMSO 6zel enjektorii ile (MTI Corp, Japonya) enjekte
edilmistir. Enjeksiyon sonrast hayvanlar uyandirilmis ve laboratuarda 2 saat gézlem

altinda tutulurken 1sitma lambasi ve blanket kullanilarak viicut 1sis1 korunmustur.

Serum Fizyolojik (SF) (%0.9 NaCl) verilmesi: Toplam 8 hayvanda coronal
stitiir hizasindan Burr Hole acildiktan sonra 0,05 cc SF enjekte edilmistir.
Enjeksiyon sonrasi hayvanlar uyandirilmig ve laboratuarda 2 saat gézlem altinda

tutulurken 1sitma lambas1 ve blanket kullanilarak viicut 1s1s1 korunmustur.

Kontrol grubu: Toplam 8 hayvan herhangi bir islem yapilmadan kontrol

grubu olarak takip edilmistir.

Islemden 72 saat sonra intramiiskiiler ketamin (40 mg/kg) ve ksilazin (5

mg/kg) karigimi verilerek hayvanlara 6tenazi uygulanmistir.

Tiim gruplardaki hayvanlarla ilgili degerlendirme formlarina islemden hemen
once, islemden sonraki iki saat i¢inde ve Otenazi sirasinda gerekli bilgiler
kaydedilmis, hayvanlara ve elde edilen doku Orneklerine -kor (blinded-research)
caligmanin saglanmasi amaciyla- rastgele (random) numara verilerek bu numaralar
degerlendirme formuna isaretlenmistir. Tiim sonuglar rastgele numaralanmis doku
ornekleri iizerinde elde edildikten ve analizleri yapildiktan sonra veriler once
analizi yiiriiten yardimer arastirmaci, daha sonra proje sorumlusunun denetiminde,
birbirinden bagimsiz olarak yukarida tanimlanan 5 ¢alisma grubuna dagitilmis ve

sonuclar gruplar dikkate alinarak yorumlanmustir.
3.2. Otenazi

Beyin parankimi enjeksiyonlarini takiben 72 saat sonra son ndrolojik
degerlendirme yapilmis ve hayvanlara ketamin (40 mg/kg) ve ksilazin (5 mg/kg)

karisiminin intramiiskiiler enjeksiyonu ile genel anestezi verilmistir.

Genel anesteziyi takiben, hayvanlara sirt istii pozisyonda orta hat insizyonu

ile torakotomi yapilip sol ventrikiil yoluyla ¢ikan aorta kateterize edilmis; sag
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atriyum perfore edildikten sonra abdominal aorta klemplenmis ve ardindan 500 ml
SF soliisyonu kalp seviyesinden 60 cm yiiksekte tespit edilmistir SF soliisyonu

spontan gidecek sekilde ayarlanmis ve beyin dokusu perfiize edilmistir.

Serebral perfiizyon sonrasi yliz iistii pozisyona getirilen hayvanlarda
kraniektomiyi takiben beyin ortaya konularak ¢ikarilmis (Resim 4.1., 4.2.), alinan
ornekler biyokimyasal, ¢aligmalar i¢in —30 °C de hemen dondurularak, histolojik

inceleme i¢in formaldehit soliisyonuna transfer edilerek saklanmigtir.

Biyokimyasal ve histolojik analizler i¢in saklanan doku ornekleri birlikte
calisiimak {izere deneyin tiim asamalar1 tamamlandiktan sonra HUTF Biyokimya
ve Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dallaria ulastirilmistir. Biyokimya Anabilim
dalinda Dr. Kamer Geng, Histoloji-Embriyoloji Anabilim dalinda Dr.Pergin Attila

denetiminde gerekli analizler yapilmistir.
3.3. Norolojik ve Fiziksel Gelisimin Belirlenmesi

Tiim hayvanlar beyin parankimi enjeksiyonlarindan once ve islemden 2, 24
ve 72 saat sonra (6tenaziden Once) tablo 3.1.’de belirtilen parametreler yoniinden

degerlendirilmistir.
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Tablo 3.1. Norolojik ve fiziksel gelisimin belirlenmesinde kullanilan parametreler

izlenen hayvan sayis1

Izleme parametreleri %6 ONYX %20 ONYX DMSO SF

Ataksi 2 2 1
Beslenmede giigliik 1 1 1
Pareziler 2 4 2

Yara yeri enfeksiyonu
Opustotonus 1 1
Yukar1 bakis kisitliligt
Saldirganlik 1 1

Apati 1 1 1

34. Doku Orneklerinde Lipit Peroksidaz (LPO) Aktivitesinin

Biyokimyasal Olarak Belirlenmesi

Her hayvandan alinan segmental doku 6rneklerinde LPO aktivitesi tayini ilk
kez Uchiyama ve Mihara tarafindan tarif edilen tiyobarbitiirik asit (TBA) yOntemi

kullanilarak biyokimyasal olarak yapilmaistir.

-30 °C de dondurulmus doku o&rnekleri ¢oziilmelerine firsat verilmeden
tartildiktan sonra agirliklarinin 10 kat1 kadar soguk fosfat tamponu (50mM, pH:7.4)
icinde cam-cam homojenizator kullanilarak 1500 devir/dk hizla 30 saniye siireyle
homojenize edilmis ve doku homojenizatinin 0.5 ml’si 3 ml %]1’lik H;PO, ile
karigtirilmstir. Karisimin tizerine 1 ml %0.67’lik TBA ilave edildikten sonra kaynar
su banyosunda 45 dakika tutulmus ve tiipler sogutulduktan sonra olusan renk 4 ml
N-butanol ile ekstrakte edilmistir. Santiftiij edildikten sonra butanol fazindaki
kromojenin absorbsiyonu 532 nm’de spektrofotometrik (Shimadzu® UV-120-02
spectrophotometry) olarak Olciilmiis ve malondialdehit’in TBA ile olusturdugu
rengin molar absorbtivitesinden (¢ = 1.56 x 10° M cm™) yararlanilarak lipid

peroksid diizeyi gram-yas doku basina nanomol (nmol) olarak hesaplanmuistir.
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3.5.  Histolojik inceleme

Isik mikroskobu incelemesi i¢in alman doku O6rnekleri %10 luk ndtral
formalin soliisyonu iginde en az 72 saat tespit edilerek yikanmis ve dereceli etil
alkol serilerinden (%70, 80, 90, 96,100) geg¢irilip sudan aritilmistir (dehidratasyon).
Ksilolde seffaflandirildiktan sonra parafine gomiilen dokulardan aliman 6 um
kalinligindaki kesitler Hematoksilen-Eozin (H.E.) ile boyanmis, hazirlanan boyali
kesitler 151k mikroskobu (Olympus BH-2¢, Tokyo, Japonya) ile incelendikten sonra
fotograflar1 alinmigtir. Boyanmis olan her bir ornekte okiiler mikrometre X40
biliylitmede 5 rasgele alana diisen glial hiicreler (inflamatuvar reaksiyonlarda glia
hiicresi artig1 beklendigi i¢in), normal ndronlar ve piknotik noronlar sayilarak
ortalamalar1 almmis ve 1 mm® alandaki ortalama hiicre degerleri ilgili anabilim
dalinda gorevli uzmanlar ve proje yliriitiiciisii tarafindan genel goriiniimiiyle

degerlendirilmis ve hiicre sayim sonuglart istatistiksel olarak incelenmistir.

3.6. Veri Analizi ve Istatistiksel Yontemler
3.6.1. Serbest Radikal Olusumunun incelenmesi
Bu amagla her bir hayvanda beyin parankimi enjeksiyonundan 72 saat sonra
saptanan lipid peroksit degerleri (gr-yas doku/nmol) kullanilmistir. Grup ici
varyanslarin homojenligi kontrol edilerek gruplar arasi farkin 6nemlilik kontroli

icin Kruskal-Wallis Coklu Karsilagtirma testi (SPSS 11.0) kullanilmastr.

3.6.2. Histolojik Bulgularin Analizi

Histolojik analiz siiresince hazirlanan tiim kesitler H.E. ile boyanmay1 takiben
ciplak gozle 151k mikroskobu altinda X40 biiyiitmede grup dagilimindan habersiz
olarak incelenmis ve elde edilen sonuglar grup dagilimi belirlendikten sonra
gruplara uyarlanmistir. 5 rasgele alana diisen glia hiicreleri, normal noronlar ve
piknotik néronlar sayilarak ortalamalart alimmis ve 1 mm? alandaki ortalama hiicre
degerleri gruplar arasinda degerlendirilmek iizere kaydedilmistir. Grup igi ve
gruplar arasinda farklilik olup olmadig: istatistiksel olarak incelenmis, grup ici
varyanslarin homojenligi kontrol edilerek, gruplar arasi farkin 6nemlilik kontrolii
Kruskal-Wallis Coklu Karsilastirma testi ve Mann Whitney U Testi (SPSS 11.0)
kullanillarak yapilmstir.
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4. BULGULAR

4.1. Norolojik ve Genel Degerlendirme

Her bir grupta yer alan hayvanlar, beyin parankimi enjeksiyonundan once, 2
ve 72 saat sonra tablo 3.1.’de belirtilen kriterler yoniinden incelenmis ve sonuglar

tabloda 6zetlenmistir.

4.2. Histolojik Inceleme
4.2.1. Genel Goriiniim

Kontrol Grubu:

Kontrol grubunda incelenen beyin dokusu drneklerinin dordiinde beyni saran
piamaterin altinda ¢ok hafif 6deme rastlanmistir, ancak beyin dokusunda bu bolge
disinda belirgin 6dem goriilmemistir. Hem korteks hem de medulla bolgelerinde
noropil diizenli, néronlar okromatik c¢ekirdekli ve ¢ekirdekgikler belirgin olarak
izlenmistir. Parankim i¢indeki damarlarda genisleme, staz ve kanama izlenmemistir

(Resim 4.3, 4.4).
Serum Fizyolojik (SF) Grubu:

Salin grubuna ait 6rneklerde piamaterin altinda ¢ok hafif 6dem goriilmiistiir.
Okromatik ¢ekirdekli ve ¢ekirdekgikleri belirgin olarak izlenen néronlarin arasinda
az sayida piknotik hiicre gozlenmistir. Bunlarin bir kismi da apoptotik hiicre
goriinlimiinde izlenmistir. Noropilde yer yer 6deme bagl agilmalar tespit edilmistir.
Damarlarda genisleme, staz ve kanama izlenmemistir. Korteks ve medulla

bolgelerinde bulgularda farklilik izlenmemistir (Resim 4.5, 4.6).
DMSO Grubu:

DMSO uygulanmis 6rneklere ait kesitlerde beyin parankiminde korteks ve
medullada hafif 6dem ve buna bagli néropilde yer yer agilmalar dikkati ¢ekmistir.
Ozellikle ependim hiicreleri komsulugunda 6dem daha belirgin izlenmistir.
Okromatik ¢ekirdekli saglikli cok sayida néron arasinda infiltratif ve piknotik
hiicreler de gozlenmistir. Damarlarin ¢ogunda dilatasyon ve staz goriilmemistir,
ancak az sayida damar icinde eritrosit topluluklar1 izlenmistir. Orneklerden dort

tanesinde damarlarda dilatasyon, staz ve parankimde kanama alanlar1 izlenmezken
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iiciinde damarlarin bazilarinda dilatasyon ve iclerinde eritrosit topluluklar
gbzlenmistir. Bir 6rnekte ise parankimde ¢ok siddetli kanama odaklar1 goriilmistiir.
Ayni 0rnekte parankimde siddetli 6demin yani sira ¢ok sayida piknotik ve infiltratif
hiicre dikkati ¢ekmistir. (Resim 4.1., 4.7, 4.8, 4.9, 4.10).

%6 ONYX Grubu:

%6 ONYX uygulanan orneklerde piamater i¢indeki damarlarin bazilarinda
eritrosit topluluklar1 ve hafif genisleme goriilmiistiir, ancak dilate olmayan igleri
bos olan damarlarda tespit edilmistir. Korteks ve medullada damarlarin bazilarinda
dilatasyon, staz ve iclerinde eritrosit topluluklar1 goriilmiistiir. Ependim hiicreleri
komsulugunda parankim i¢inde iri kanama odaklar1 gézlenmistir. Piamater altinda
parankimde fokal alanlarla smirli ve %20 ONYX uygulanan gruptaki orneklere
gore daha hafif siddette 6dem izlenmistir. Medullada ve ventrikiile yakin parankim
bolgesinde ise piamater altindaki alanlara gore daha siddetli 6dem gozlenmistir.
Noropilde 6deme bagli ¢ok belirgin agilmalar tespit edilmistir. Okromatik
cekirdekli saglam noronlar piknotik hiicrelere oranla daha fazla sayida goriilmistiir.
Unfiltratif hiicrelerde de belirgin artis saptannustir. Orneklerden bir tanesinde
ONYX komsulugunda kanama odaklari, piknotik hiicrelerde ve infiltratif
hiicrelerde artis gozlenmistir. Ozellikle ependim hiicrelerine komsu parankim
alaninda belirgin 6dem, damarlarda dilatasyon ve iglerinde eritrosit topluluklari

dikkati ¢ekmistir. (Resim 4.11, 4.12.).
%20 ONYX Grubu:

%20 ONYX uygulanan 6rneklerde piamaterin altinda belirgin, siddetli 6dem
gozlenmistir. Piamater altinda damarlarin icinde eritrosit topluluklart tespit
edilmistir. Bunun yani sira pia i¢inde de eritrositler se¢ilmistir. Beyin parankiminde
korteks ve medullada, ¢ok sayida hem c¢ekirdek hem de sitoplazmik agidan
kondanse, koyu dejenere goriiniimlii piknotik néronlar ve apoptotik hiicreler dikkati
cekmistir. Okromatik cekirdekli, ¢ekirdekgikleri izlenebilen saglam néronlar az
sayida goriilmiistiir. Glia hiicreleri/infiltratif hiicreler sayica artmistir. Damarlarda
genisleme, dilatasyon ve staz tespit edilmistir. Ozellikle ependimal hiicrelere komsu

parankim alaninda damar i¢lerindeki eritrositler yer yer doku aralifina gectigi ve

17



parankim i¢inde genis kanama odaklar1 bulundugu goriilmiistiir. Noropilde yaygin
odem nedeniyle acilmalar oldugu goriilmiistir. Orneklerden dort tanesinde
parankimde gozlenen degisiklikler ¢ok siddetli oldugu izlenmistir. Parankimin
timiinde gozlenmekle birlikte Ozellikle ONYX komsulugundaki alanda daha
belirgin olmak iizere siddetli 6dem goriilmiistir. Odeme bagl olarak néropil
biitiinliigli bozulmustur. Noron sitoplazmalari sismis, ¢ekirdek bir kenarda dejenere
sekilde izlenmistir. Dokuda c¢ok sayida infiltratif hiicre gruplari izlenirken, bazi
alanlarda okromatik ¢ekirdekli, ¢ekirdekgikleri izlenebilen saglam ndronlar seyrek
olarak goriilmiistiir, buna karsin ¢ogu yerde hi¢ izlenmemistir. Diger dort drnekte
ise benzer bulgular olmakla birlikte, 6dem daha siddetli oldugu tespit edilmistir.
(Resim 4.2.,4.13, 4.14, 4.15).

Resim 4.1. DMSO verilen tavsanlarda beynin gros goriintiisii
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Resim 4.2. %20 ONYX verilen tavsanlarda beynin gros goriintiisi

Resim 4.3. Hex10. Kontrol grubu. Kontrol grubu beyin korteksinde néronlar,

glia hiicreleri ve aralarinda diizenli goriiniimdeki noropil izlenmektedir.
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Resim 4.4. HEx20. Kontrol grubu. Kontrol grubu korteksine ait kesitte,

Okromatik ¢ekirdekli ndronlar, glia hiicreleri ve damarlar goriilmektedir.

Resim 4.5. HEx20. SF grubu. Salin grubunda, 6kromatik néronlarin arasinda

yer yer piknotik hiicreler se¢ilmektedir.
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Resim 4.6. HEx20 SF grubu. Salin grubunda, kortekste ndropilde ddemin
oldugu bir bolge goriilmektedir.

Resim 4.7. HEx20. DMSO grubu. Parankimde piamater altinda hafif, korteks
derinlerinde ise daha siddetli 6dem goriilmektedir. Piknotik hiicreler 6kromatik

cekirdekli noronlardan daha fazla sayida olmasi dikkat ¢ekicidir.
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Resim 4.8. HEx20. DMSO grubu. Piknotik ve okromatik noronlarla glia
hiicreleri goriilmektedir. Damarlarda dilatasyon ve stazin olmamasi dikkat

¢ekicidir.

Resim 4.9. Hex20. DMSO grubu. Parankimin bir bolgesinde damarlarin
bazilarinda stazin ve perivaskiiler alanlarda 6demin belirgin oldugu goriilmektedir.
Okromatik ¢ekirdekli ndronlar ¢ok sayida izlenirken, aralarinda az sayida piknotik

noronlarin varlig dikkat ¢ekicidir.
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Resim 4.10. Hex20.DMSO grubu. Parankimde hafif 6dem, piknotik néronlar
ve ¢ok sayida infiltratif hiicre goriilmektedir. Yine damar g¢evrelerinde belirgin

0dem dikkat ¢ekicidir.

Resim 4.11. Hex20 %6 ONYX grubu. Parankim icinde kanama odagi ve
noropilde 6deme bagli belirgin acilmayla beraber ¢ok sayida infiltratif hiicre

izlenmektedir.
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Resim 4.12. Hex20 %6 ONYX grubu. Ornekte noropildeki 6dem ve infiltratif

hiicreler goriilmektedir .

Resim 4.13. Hex20 %20 ONYX grubu. Kesitte noropildeki siddetli 6demle

beraber dejenere ndronlar ve infiltratif hiicreler dikkat ¢ekicidir.
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Resim 4.14. Hex20 %20 ONYX grubu. ONYX komsulugunda beyin

parankiminde siddetli 6dem, dejenere noronlar ve infiltratif hiicreler goriilmektedir.

Resim 4.15. Hex20 %20 ONYX grubu. Piamater altinda 6dem, kortekste
dejenere piknotik ndronlar, Okromatik ¢ekirdekli noéronlar ve cok sayida glia

hiicresi izlenirken, damarlarda staz ve belirgin dilatasyon dikkati ¢ekmektedir.
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4.3. Beyin dokusunda saglam noron, piknotik néron ve glial hiicre

sayisi

%6 ONYX, %20 ONYX, DMSO, salin ve kontrol gruplarmin 1sik
mikroskobunda yapilan beyin dokusu incelemelerinde saglam ndron (sekil 1),
piknotik noron (sekil 2) ve glia hiicreleri(sekil 3) sayimlarindan elde edilen bulgular
Kruskal-Wallis Coklu Karsilagtirma testi ile analiz edilmistir. Gruplar arasinda

saglam noron, piknotik hiicre ve glia hiicresi sayilarinda istatistiksel agidan anlamli

fark bulunmustur (p<0.0001).
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kontrol salin DMSO %6 onyx %20 onyx

Sekil 1: Saglam noron sayisinin gruplar arasindaki dagilimi
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Sekil 2: piknotik néronlarin gruplar arasindaki dagilimi
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Sekil 3: Glia hiicrelerinin gruplar arasindaki dagilimi
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Tablo 4.1. Beyin dokusunda ortalama saglam noron sayisinin gruplar arasi

dagilim1 ve gruplar arasi farkin 6nemi.

Ort. + std.sapma *p =
Kontrol 378 £ 133 0.5
Salin 330+ 92
Kontrol 378 £ 133 0.2
DMSO 270+ 119
Kontrol 378 £ 133 0.003
%6 ONYX 180 £ 57
Kontrol 378 £ 133 <.0001
%20 ONYX 69 £+ 53
Salin 330+ 92 0.4
DMSO 270+ 119
Salin 330+ 92 0.002
%6 ONYX 180 £ 57
Salin 330+ 92 <.0001
%20 ONYX 69 + 53
DMSO 270+ 119 0.03
%6 ONYX 180 £ 57
DMSO 270+ 119 0.005
%20 ONYX 69 £+ 53
%6 ONYX 180 £ 57 0.003
%20 ONYX 69 £+ 53

*Mann Whitney U Testi

Beyin dokusunda saglam noéron sayimlarina ait degerler ve gruplar arasi

farklilik incelendiginde salin verilen ve kontrol gruplarindaki saglam ndron sayilari
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karsilastirildiklarinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir. Oysa %6 ONYX ve
%20 ONYX verilen gruplardaki saglam noéron sayilar1 kontrol, salin ve DMSO
verilen gruplardaki saglam noron sayilarindan istatistiksel olarak farkll
bulunmugtur. ONYX verilen gruplarda saglam noron sayisinin azaldigi ve
konsantrasyon arttiginda bu azalmanin daha da belirginlestigi tespit edilmistir. %6
ONYX verilen gruptaki saglam noron sayist 180 + 57/mm2 iken %20 ONYX
verilen gruptakine 69 + 53/mm?2 bulunmustur (Tablo 4.1)
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Tablo 4.2. Beyin dokusunda ortalama piknotik ndron sayisinin gruplar arasi

dagilim1 ve gruplar arasi farkin 6nemi.

Ort. £ std.sapma *p =
Kontrol 119 £23 0.6
Salin 156 + 80
Kontrol 119 £23 <.0001
DMSO 324 4+ 94
Kontrol 119 £23 0.001
%6 ONYX 200 + 38
Kontrol 119 £23 <.0001
%20 ONYX 241 + 65
Salin 156 £ 80 0.002
DMSO 324 4+ 94
Salin 156 + 80 0.28
%6 ONYX 200 + 38
Salin 156 + 80 0.06
%20 ONYX 241 + 65
DMSO 324 + 94 <.0001
%6 ONYX 200 + 38
DMSO 324 + 94 0.03
%20 ONYX 241 + 65
%6 ONYX 200 + 38 0.16
%20 ONYX 241 + 65

*Mann Whitney U Testi
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Beyin dokusunda piknotik néron sayimlarina ait degerler ve gruplar arasi
farklilik incelendiginde salin verilen ve kontrol gruplarindaki ortalama piknotik
ndron sayilarinda istatistiksel fark gézlenmemisken, DMSO, %6 ONYX ve %20
ONYX verilen gruplardaki ortalama piknotik noron sayilar1 kontrol grubuna gore
farkli  bulunmustur. ONYX verilen gruplarda piknotik ndron sayisinin

konsantrasyonla dogru orantili olarak arttig1 goriilmektedir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.3. Beyin dokusunda ortalama glia hiicre sayisinin gruplar arasi

dagilim1 ve gruplar arasi farkin 6nemi.

Ort. + std.sapma *p =
Kontrol 126 +32 0.01
Salin 177 £33
Kontrol 126 +32 <.0001
DMSO 208 £23
Kontrol 126 +32 0.002
%6 ONYX 262 + 84
Kontrol 126 +32 <.0001
%20 ONYX 434 £ 29
Salin 177 +33 0.06
DMSO 208 +£23
Salin 177 £33 0.03
%6 ONYX 262 + 84
Salin 177 £33 <.0001
%20 ONYX 434 £ 29
DMSO 208 +£23 0.08
%6 ONYX 262 + 84
DMSO 208 £ 23 <.0001
%20 ONYX 434 £ 29
%6 ONYX 262 + 84 <.0001
%20 ONYX 434 £ 29

*Mann Whitney U Testi
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Beyin dokusunda glia hiicre sayimlarina ait degerlerin gruplara gore dagilimi
ve gruplar arasi farklilik incelendiginde salin verilen ve kontrol gruplarindaki glia
hiicre sayilarinda fark gézlenmemisken DMSO, %6 ONYX ve %20 ONYX verilen
gruplardaki glia hiicre sayilar1 kontrol ve salin verilen gruplardaki glia hiicre
sayilarindan istatistiksel olarak farkli bulunmustur. ONYX verilen gruplarda beyin
dokusundaki piknotik hiicre sayisindaki artisa benzer sekilde glia hiicre sayisinin

artt1g1 ve bu artisin konsantrasyona bagimli oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.3).
4.4. Lipid peroksidaz aktivitesi

Tim gruplarda yer alan Orneklerde 72 saat sonra saptanan lipid peroksit
degerleri (g-yas doku/nmol) kaydedilerek (Sekil 4) varyanslarin homojenligi
kontrol edilmistir. Gruplar homojen olmadigi i¢in gruplar arasi farkliligin 6nemlilik
kontrolii Kruskal-Wallis Coklu Karsilastirma testi ile yapilmis ve %95 gilivenlik
siirinda (p > 0.05) gruplar arasinda anlamli farklilik gézlenmemistir (Tablo 4.5).
Gruplar birbiriyle ikili olarak karsilastirildiginda (Mann Whitney U Testi) kontrol
grubu ile %20’lik ONYX arasinda anlamli fark saptanirken (p = 0.02), diger
gruplar arasinda lipid peroksidaz diizeyleri arasinda anlamli fark saptanmamistir

(Tablo 4.5).
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Sekil 4: Gruplar arasinda lipid peroksidaz diizeylerinin dagilim

Tablo 4.4.: Gruplarin lipid peroksidaz aktivitesi Ol¢iimlerinin tanimlayici

ozellikleri

Minimum  Maksimum Ortanca Std. sapma
Kontrol 0.15 0.28 0.23 0.04
salin 0.21 0.39 0.30 0.07
DMSO 0.18 0.35 0.25 0.06
%6 ONYX 0.14 0.40 0.26 0.08
%20 ONYX 0.19 0.36 0.29 0.06
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Tablo 4.5.: Lipid peroksidaz aktivite degerlerinin gruplar aras1 dagilimi ve

gruplar arasi farkin 6nemi

Ort. £ std.sapma *P=
Kontrol 0.23 +0.04 0.04
Salin 0.30+0.07
Kontrol 0.23+£0.04 04
DMSO 0.25+0.06
Kontrol 0.23+£0.04 04
%6 ONYX 0.26 £ 0.08
Kontrol 0.23 +0.04 0.02
%20 ONYX 0.29 +0.06
Salin 0.30+0.07 0.14
DMSO 0.25+£0.06
Salin 0.30+0.07 0.3
%6 ONYX 0.26 £ 0.08
Salin 0.30+0.07 0.7
%20 ONYX 0.29 +0.06
DMSO 0.25+0.06 0.9
%6 ONYX 0.26 £ 0.08
DMSO 0.25+0.06 0.13
%20 ONYX 0.29 +0.06
%6 ONYX 0.26 £ 0.08 0.3
%20 ONYX 0.29 +0.06

*Mann Whitney U Testi
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5. TARTISMA

Endovaskiiler tedavide ONYX’in kullanimi giderek yayginlagmaktadir (1).
Yapilan arasgtirmalar ONYX’in anjiyotoksik oldugunu ve bu toksisitenin de
ONYX’in solventi olan DMSO’dan kaynaklandigin1 ortaya koymaktadir. (1,15)
Klinik uygulamalarda ONYX’in zaman zaman damar disina ¢ikmasi ve ndronal
dokular ile temasi miimkiindiir. Mevcut elektronik veri tabanlarinin taramasi
sonucunda, literatiirde bugiine kadar ONYX’in komsu noronal dokularla temasi
sonrasinda ortaya ¢ikan degisikliklerin biyokimyasal ve histolojik sonuglarini
arastiran kontrollii bir deneysel c¢aligma olmadigr goriilmiistir. Bu c¢alismanin
amaci, ONYX adl likit embolizan polimer maddenin komsu noronal dokular

tizerindeki etkilerinin histolojik ve biyokimyasal sonug¢larini arastirmaktir.

Yapilan hayvan ¢aligmalarinda, ONYX ve solventi DMSO’nun damar disina
cikmasi halinde incelenen beyin preparatlarinda akut subaraknoid kanama, diisiik
dereceli mikroglial ensefalit ve hafif menenjit bulgulari, akut ve kronik
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, akut nekroz alanlari, perivaskiiler lenfosit
birikimleri saptanmistir (3). Bu calismalarda ONYX ve DMSO bir arada oldugu
icin mevcut doku degisikliklerinin hangi degiskene degiskene bagli oldugunu
saptamak miimkiin degildir. Dr. Bakar (2) ve arkadaslar1 tarafindan perkiitan yolla
subaraknoid mesafeye verilen DMSO ve degisik konsantrasyonlarda ONYX’in
komsu noéronal dokularda mononiikleer agirlikli inflamatuvar reaksiyona neden
oldugu, endotel ile madde temasinin olmadig1 ortamlarda direkt anjiotoksisiteye
neden olmadig1 ve serbest radikal olusumuna yol agmadigi tespit edilmistir. Bu
deney sonucunda inflamatuvar siirecin benzer olmasi nedeniyle ortak payda olan
DMSO sorumlu tutulmustur. DMSO’nun antioksidan etkisi oldugu degisik
caligmalarda gosterilmistir (3). Ayrica toksik etkileri olmasina ragmen DMSO’nun
kan osmolaritesini azaltabilecegi diisiiniilmektedir (3). DMSO’nun prostaglandin ve
tromboksan sistemleri lizerinden oksijen radikallerine bagli hiicre dejenerasyonunu
azalttig1 da gosterilmistir (3,16). Bu bulgulara dayanarak DMSO’nun antioksidan,
antiinflamatuvar ve radyoprotektif 6zellikleri oldugu diistiniilmektedir. DMSO ile
ilgili yapilan arastirmalarda DMSO’nun topikal uygulandiginda deriden

emilebilecegi, histamin saliverilmesine neden olabilecegi hipersensitivite
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reaksiyonlaria yol acabilecegi bildirilmis, fakat genel olarak gilivenli bir solvent
oldugu one siiriilmiistiir (34). Yine DMSO’nun olast toksik etkilerini arastirmak
amactyla ONYX verilen 38 hastanin norolojik muayene ve radyolojik tetkiklerinde
(BT ve MR) higbir toksik reaksiyon saptanmamistir (29). Bununla birlikte bu
hastalarin hi¢ birinde ONYX damar disina c¢ikarak subaraknoid mesafe veya
parankimle dogrudan temas etmediginden, yan etkilerinin arastirilmasi
anjiotoksisite ile sinirli kalmaktadir. Arteriyovendz malformasyon nedeniyle
ONYX enjeksiyonu yapilan ve sonrasinda opere edilen 23 hastalik bir seride
yapilan histopatolojik incelemelerde embolizasyondan bir giin sonra alinan
orneklerde hafif akut inflamasyon, 4 giin sonra alinan orneklerde ise kronik
inflamatuvar degisiklikler saptanmistir. iki vakada embolize edilen damarlarda
anjiyonekroz  gelistigi  bildirilmistir. Bu hastalarda parankimal hemoraji

saptanmamig ve damar duvari biitiinliigliniin korundugu gézlenmistir (17).

Calismamizda farkli konsantrasyonlarda ONYX ve solventi DMSO beyin
parankimine uygulandiginda ortaya c¢ikan histolojik ve biyokimyasal etkiler
arastirilmistir. Isik mikroskobu kullanilarak yapilan histolojik incelemelerde %6 ve
%20 konsantrasyonlarinda ONYX ve onun solventi olan DMSO verilen
hayvanlarin beyin dokusunda piamater altinda belirgin 6dem, néronal dejenerasyon
ve bir dereceye kadar apopitozis saptanmis, bunun yani sira damarlarda genisleme
ve staz izlenmistir. Yine bu hayvanlarda parankim dokusunda birden fazla kanama
odaklar1 gozlenmistir. Kanama odaklarinin sadece enjeksiyon alani ile simirlt
olmayip uzak bolgelerde de goriilmesi, bu kanamalarin enjeksiyon teknige degil
verilen kimyasal maddeye bagli oldugu goriisiinii desteklemektedir. Yukarida
belirtilen inflamatuar ve dejeneratif degisiklikler %20 ONYX verilen grupta en
yiiksek oranda gozlenirken, %6 ONYX ve DMSO verilen gruplarda sirasiyla daha
hafif olarak izlenmistir. Yapilan istatistiksel analizler %6 ve %20 ONYX verilen
gruplarda néronal dejenerasyon ve glial hiicre artisinin anlamli  oldugunu
gostermektedir. Bugiine kadar yapilan diger calismalardan farkli olarak, bu
calismada elde edilen histolojik veriler noéronal doku hasarinda ONYX’in
sorumlulugunu 6n plana c¢ikarmaktadir. Ciinkii bu c¢alismada ONYX verilen
gruplarda gozlenen degisiklikler, tek basina DMSO verilen gruptan konsantrasyon
bagimli olarak daha siddetli ve belirgin olarak izlenmektedir. %6 ONYX, %20
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ONYX, DMSO ve SF verilen gruplarin lipid peroksidasyon degerleri arasinda
istatistik olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.005). Elde edilen degerler
degisik konsantrasyonlarda ONYX ve DMSO’nun membran fosfolipidleri
iizerinden serbest radikal formasyonuna yol a¢madigini, hatta tam aksine
—istatistiksel farklilik bulunmamakla birlikte— bu yoldan serbest radikal olusumunu

kismen azalttigin1 gostermekte olup, literatiir bilgileri ile uyumludur.

Farmakolojik olarak, bir aktif maddenin etkilerinin ve toksisitesinin genel
olarak doz bagimli olmasi beklenir. Bu ¢alismada gozlenen toksik etkilerin ONY X
konsantrasyonu ile dogru orantili degisimi, toksik etkiden sadece solvent olan
DMSO’nun sorumlu olmadigini, bu siirecte ONYX’in de doz bagimli olarak rol

aldigin1 desteklemektedir.
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6. SONUC

Yapilan bu 6n c¢aligmada perkiitan yolla beyin parankimine %6 ve %20
konsantrasyonlarda ONYX ve onun solventi olan DMSO verildiginde elde edilen

sonuclar asagida 6zetlenmistir:

1. %6 ve %20 konsantrasyonlarda ONYX ve onun solventi olan DMSO’nun
perkiitan yolla beyin parankimine verildiginde komsu ndral dokuda azalmaya,

piknotik ve glia hiicrelerinde artmaya neden oldugu gosterilmistir.

2. Her li¢ grup arasinda (%6 ONYX, %20 ONYX ve DMSO) inflamatuvar

hiicre yogunlugu agisindan belirgin farklilik olmadig1 saptanmaistir.

3. %6 ONYX, %20 ONYX ve sadece DMSO verilen gruplarda ndronal
dejenerasyon ve glial proliferasyonun farkli derecelerde olmasi, inflamatuar

stiregten DMSO’nun yani sira ONYX’in de sorumlu oldugunu diistindiirmektedir.

4. Her ii¢ grupdada agirlikli olarak intraselliiler ve yer yer ekstraselliiler
kompartmanlarda izlenen 6dem bu toksisiteye bagli inflamatuvar siirecin bir

komponenti olarak kabul edilmistir.

5. Bu maddelerin membran fosfolipidlerinden kaynaklanan serbest radikal

olusumuna yol agmadig1 gosterilmistir.
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