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AMAC

Beyin dokusu, iskemi-reperflzyon hasari ve oksidatif strese yUksek duyarhlik
gostermekte ve bu nedenle beyin iskemisi ve ardigik reperfiizyon ndronal hasar ve
apopitoz ile sonuclanmaktadir. Olusturdugumuz deneysel modelde ginkgo biloba
ekstresi (G) ve selenyumun (S) prefrontal korteks ve hipokampustaki tedavi edici
etkilerini yapisal, immunhistokimyasal ve biyokimyasal olarak incelemeyi amagladik.

YONTEM

Sham grubunda 4, diger gruplarda 14 sican olacak sekilde 5 calisma grubu
olusturuldu. 1. Sham, Il. Iskemi-reperfiizyon (IR), Ill. IR+G, IV. IR+S, V. IR+G+S.
Sham grubu disinda tim deneklere 45 dakika tek tarafli arteria carotis communis
oklizyonu uygulandi. G, S ve G+S tedavileri iskemi-reperfizyon olusturulduktan
sonra 14 gln sdreyle intraperitoneal yoldan yapildi. Ginkgo biloba extresi 50
mg/kg/giin, Selenyum 0.625 mg/kg/gun verildi. Isik mikroskobik incelemeler igin elde
edilen kesitler Crezyl-violet ile boyandi. Apopitozisi saptamak i¢in Apostain boyasi ve
Kaspaz-3 immun isaretleme uygulandi. Serumda TNF-a ve IL-18, prefrontal korteks

ve hipokampus doku homojenatlarinda ise TNF-a, IL—18 ve NGF dlzeyleri élctldi.

BULGULAR

IR grubunda néronlarda belirgin biiziiime, hiicre ve gekirdek sinirlarinda diizensizlik,
cekirdek kromatininde yogunluk, néron sitoplazmasinda dansite artisi, perinéronal ve
perikapiller 6dem gozlenirken tedavi gruplarinda bu bulgular oldukc¢a azalmis olarak
izlendi. Hiicre sayimlarinda IR grubunda azalan hiicre sayilarinin tedavi gruplarinda
korundugu saptandi. Apostain ve kaspaz-3 ile boyanan kesitlerde apopitoza giden

noronlar belirgin olarak isaretlenirken tedavi gruplarinda bu tir hicrelere rastlanmadi.



IR grubunda artan serum ve doku TNF-a ve IL—1B diizeyleri ve azalan NGF diizeyleri

tedavi gruplarinda sham grubuyla uyumlu bulundu.

SONUC
Histolojik ve biyokimyasal sonucglar acgisindan G, S ve G+S tedavisi uygulanan
gruplar degerlendirildiginde, iskemi-reperfliizyon hasarina karsi tedavi gruplarinin her

birinin anlamli olarak farkli derecelerde olumlu etki gosterdigi gézlendi.
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ABSTRACT

The Histological Effects of Ginkgo Biloba Extract (EGb 761) and Selenium on
Brain Tissue in Experimental Ischemia-Reperfusion Injury

Dr. Seda Ozbal
Histology and Embryology Department, Faculty of Medicine, Dokuz Eylul University,

inciralti, izmir, Turkey

AlM

The brain tissue exhibits high sensitivity to ischemia-reperfusion injury and therefore,
brain ischemia and consecutive reperfusion result in neural damage and apoptosis.
We aimed to investigate the therapeutic effects of ginkgo biloba extract (G) and
selenium (S) on the prefrontal cortex and hippocampus structural,

immunohistochemically and biochemically in our experimental model.

MATERIAL AND METHOD

5 study groups were formed with 4 rats in the Sham group and 14 rats in each of the
remaining four groups. I. Sham, Il. Ischemia-reperfusion (IR), Ill. IR+G, IV. IR+S, V.
IR+G+S. Unilateral common carotid artery occlusion was applied 45 minutes except
sham. The G, S and G+S treatments were carried out for 14 days after ischemia-
reperfusion, intraperitoneally. Ginkgo biloba extract was administered at a dose of 50
mg/day and selenium was administered at a dose of 0.625 mg/kg/day. The sections
obtained were stained with Crezyl-violet for light microscopical examination. Apostain
and Caspase-3 immune staining were used to detect apoptosis. TNF-a and IL—1(3
were measured in serum and TNF-a, IL-1B and NGF levels were measured in
prefrontal cortex and hippocampus tissue homogenates.

RESULTS
Marked contraction in the neurons, irregularities in cell and nucleus borders,
chromatin condensation in nucleus, an increase in the density of the cytoplasm of

neurons and perineural and pericapillary edema were observed in the IR group



whereas these findings were highly decreased in the treatment groups. The cell
count revealed that there was a decrease in the number of cells in the IR group while
such a decrease was not observed in the treatment groups. While the apopitotic cells
were markly stained in apostain and caspase-3 sections, these cells was not
observed in treatment groups. The increased serum and tissue levels of TNF-a and

IL—1B and the decreased NGF levels were found to be consistent with the sham

group.

CONCLUSION

As G, S and G+S treated groups evaluated in terms of histological and biochemical
results, it was observed that each treatment group was significantly effective against
cerebral ischemia-reperfusion injury in different levels.
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2. GiRIS VE AMAC

Damar yatagindaki kan akiminin azalmasi ile ortaya ¢ikan iskemi en sik gorulen
hiicre hasar tipidir. Iskemi sonucu hiicrede protein sentezi, hiicre membrani, hiicrenin
genetik elemanlari ve mitokondrial oksidatif fosforilasyon hasarlanmasina bagli pek
cok histolojik ve biyokimyasal degisiklik meydana gelmektedir. Organ yada dokularin
tekrar oksijenlenmesi, bir baska deyisle reperfliizyonu ile hasarlanma daha da
artmaktadir (1, 2).

Beyin, enerji olusturmak icin ylksek metabolik gereksinimi olan ve néronlarin
cogalma yetenegine sahip olmamasi nedeniyle iskemiye yiksek duyarlilik gésteren
bir organdir. Beyin dokusunun O ve glikoz rezervinin disik olmasi nedeniyle, beynin
fonksiyonel ve yapisal butinliginin korunmasi igin yeterli glikoz konsantrasyonuna
sahip oksijenli kana surekli gereksinimi vardir (3, 4).

Serebral iskemi glinimUzde oldukga yaygin goérilen, d6nemli sosyal ve ekonomik
problemlere yol acan saglik sorunlarindan biri olan serebrovaskuler hastaliklarin en
sik goérllen nedeni olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Son on yilda serebrovaskiler
hastaliklar sayisinda azalma goérilmesine karsin dinyada kalp hastaliklar ve
kanserden sonra Ug¢uncu 6lum nedenidir (5).

Beyin iskemisi ve ardisik reperflzyon sonrasi iskemik bdlgede artan Reaktif
Oksijen Turlerine (ROS) bagli olarak gelisen histolojik ve biyokimyasal degisiklikler
néronal hasar ve apopitoz ile sonuclanmaktadir (6, 7).

Hasara ugrayan dokunun savunma mekanizmasi, olasi patolojilerin
6nlenmesinde 6nem tasimaktadir.

Ginkgo biloba extresi (EGb-761)’nin antiapopitotik ve antioksidan &zelliklere
sahip oldugu cesitli calismalar ile gésterilmistir. Pek ¢cok iskemik ve dejeneratif olayda
néroprotektif etkisi bilinmektedir. Ozellikle icerdigi Ginkgolide B kuvvetli bir platet-
aktivator faktér (PAF) reseptdr antagonistidir ve bu 6ézelligi nedeniyle serebral kan
akiminin dnemli él¢iide artmasini saglamaktadir (8, 9).

Selenyum ise serbest oksijen radikallerini temizleyen biyolojik fonksiyonuna
bagl olarak antioksidan &zellige sahiptir. Glutatyon peroksidaz benzeri aktivite ile
hidroperoksidaz ve lipoperoksidazlari azaltmakta, oksidatif hasara karsi
Deoksiribontkleik Asit (DNA), lipid ve proteinleri korumaktadir (10, 11).



Ginkgo biloba ve selenyumun beyin iskemi-reperflizyon hasarinda (iRH)
sagaltici etkisini karsilagtiran mikroskopik, immunhistokimyasal, biyokimyasal
parametrelerle desteklenen calismaya literatirde rastlanmamistir. Bu nedenle
olusturdugumuz deneysel modelde adi gegen antioksidan ajanlarin etkilerini ve varsa
etkinlikleri arasindaki farkliligi histolojik, immunhistokimyasal, biyokimyasal olarak
incelemeyi amagladik.



3. GENEL BILGILER

3.1. HUCRE ZEDELENMESI

Organizmamiz farkh &ézellikler tasiyan hlcrelerin olusturdugu, degisik doku ve
organlardan olusur. Normal bir hlcrenin fonksiyon ve yapisi, metabolizma,
differansiasyon, o6zellesmedeki genetik programlar, komsu hucre ile iligkiler ve
metabolik maddelerin uygunlugu gibi faktérler nedeniyle oldukca dar bir alanla
sinirlidir.

Hucreler normal kosullarda bile cevrelerindeki degisiklere uyum saglamak
durumundadirlar. Bu degisikler fizyolojik (hamilelik, emzirme, puberte vb) olaylara
karsi normal yanitlar olabileceg@i gibi, asin fizyolojik stres veya patolojik uyaranlara
karsi da gerceklesebilir. Bu sirada uyaran faktére yanit olarak hiicre yasamini devam
ettirirken, fonksiyonunu veya 6zelliklerini dizenleyerek degismis olan yeni duruma
uyum saglar. Eger adaptasyon sinirini asan bir uyari olur yada adaptasyon olamazsa
hiicre zedelenmesi olarak adlandirilan olaylar zinciri geligir. Bir noktaya kadar hicre
hasari geri dontsimltddr; ancak kalici zorlamalarla hicre geri déntisimsiz olarak
zedelenir (12).

Spesifik bir stres sekli ister adaptasyon olustursun isterse zedelenmeye neden
olsun, sonug¢ sadece stresin 6zelligine ve siddetine degil ayni zamanda hUlcrenin
yaralanmaya karsi  duyarlihigina, differansiasyonuna, kan gereksinimine,
beslenmesine ve 6nceki durumu gibi diger birgok hlcreye 6zel degiskenlere de
baghdir (13).

Hiicre zedelenmesinin nedenleri :

1) Oksijen Yetersizligi: hipoksi, iskemi, kanin oksijen tagima kapasitesinde yetersizlik
2) Fiziksel Ajanlar: mekanik travma, asiri 1sI fazlaligi veya azligr (yanik ve donma)
gibi 1s1 degisiklikleri, atmosfer basincinda ani degisikler, radyasyon ve elektrik soku

3) Kimyasal Ajanlar ve ilaglar: glikoz veya tuz gibi basit kimyasallarin yodun
konsantrasyonlari, yiksek konsantrasyonlarda oksijen, arsenik, siyanid, civa tuzlari
gibi zehirler, ¢cevre ve hava kirliligi, insektisidler ve bitki ilaglari, endistriyel ve mesleki
tehlikeli maddeler (karbonmonoksit ve asbest), alkol veya narkotik maddeler gibi

sosyal uyaricilar ve tedavide kullanilan bazi ilaglar



4) Mikrobiyolojik Ajanlar

5) Immunolojik Reaksiyonlar

)
)
6) Genetik Defekiler: Down sendromu, orak hlicre anemisi gibi
7) Beslenme Bozuklugu: tek yonli beslenme, az yada asir beslenme

8) Yashlik

Iskemi en sik gérilen hiicre hasar tipidir. Belirli dokularin damar yatagindaki kan
akiminin azalmasi ile ortaya cikar. Glikolitik enerji Uretiminin devam edebildigi
hipoksiye zit olarak iskemi, glikoliz igin gerekli maddelerin ulagimini da igine alr.
iskemik dokularda glikolitik maddelerin tlikenmesi veya metabolitlerin taginamamasi
sonucunda glikolitik aktivite inhibe olur, anaerobik enerji Uretimi durur. Bu nedenle
iskemi, dokulari hipoksiden daha hizli hasarlar.

Hipoksinin ilk atak noktasi hlcrenin aerobik solunumudur. Hlcre igcinde oksijen
azaldiginda oksidatif fosforilasyon duger ve adenozin trifosfat (ATP) dretimi azalr.
ATP tiketilmesi hiicredeki pek cok sistemde etkilere sahiptir ve pek ¢ok biyokimyasal
mekanizmada degigsikliklere neden olur.

iskemik dokunun tekrar kanlanmasi ise reperfiizyondur. iskemik duruma
getirilmis fakat 6lmemis hicredeki kan akimi dizeltildiginde zedelenme daha da
artar. Buna iskemi-reperflizyon hasari denir. Hasar artisi hem ortamda artan ROS’a
hem de tekrar kanlanma ile gelen kalsiyum (Ca*?) sonucu hiicre ici kalsiyum dengesi
saglanamamasi, Ca™ etkili yollarin aktive olmasi ve hiicre bitinluginin
kaybolmasina baghdir (1, 2, 12).

Hicre zedelenmesi birgok yolla gerceklesebilir ve herhangi bir nedenle olusan
zedelenmede biyokimyasal olaylar ve sonucunda gelisen belirtiler kompleks olup
diger hicre icgi yollarla da i¢ ice gegmektedir. Ancak incitici ajan ne olursa olsun, dort
hicre ici sistem 6ncelikle yaralanir: hiicre membran batinligd, aerobik solunum ve
bunun sonucunda mitokondrial oksidatif fosforilasyon ve ATP olugsumu, protein

sentezi, hicrenin genetik elemanlari (12).



3.2. SANTRAL SiNiR SISTEMi HISTOLOJiSI

Sinir sistemi insan vicudunun en karmasik yapisidir ve sinir hicrelerinin
olusturdugu bir iletisim agindan kuruludur. Sinir dokusu yapisal olarak hicreler arasi
madde icermedidi i¢in néronlar ve glia hlicreleri olmak Uzere 2 tipten olusur (14).

3.2.1. Néron

Sinir dokusunda asil fonksiyon géren hacrelerdir. Néronlar, karmagik yapisal
Ozellik gobsteren, bagimsiz, anatomik ve fonksiyonel birimlerdir. Uyarilari almak,
iletmek ve ilerletmek, belli hlicresel aktiviteleri baslatmak, nérotransmitterleri ve diger
bilgi molekullerini salgilamaktan sorumludurlar (14).

Noéronlar boyut ve sekil olarak son derece degiskendir. 150u ¢apta olabildigi
gibi, 4-5u c¢apta néronlar da bulunmaktadir. Sinir hicrelerinin gévde kisimlari da
degisik sekiller goOsterir. Noéron bir gévde kismi (perikaryon) ile, sitoplazmik
uzantilardan meydana gelir. Iki tip sitoplazmik uzantisi bulunur:

- Dendrit: Cevreden gelen uyartiyl alan ¢ok sayidaki kisa uzantilardir. Genis alici
bir yiizey olusturur. Once tek bir dalla cikip daha sonra bircok kez daha kiiciik dallar
verir ve terminale dogru incelirler. Dendritlerde c¢ekirdek ve golgi disinda
perikaryonda bulunan tim organeller gérulebilir. Distaline dogru organeller azalr ve
kaybolur.

- Akson: Akson tepeciginden ¢ikan tek, uzun uzantidir. impulsu diger hiicrelere
(n6ron, kas, bez) iletir ve molekullerin aksonal tagsinmasindan sorumludur. Akson
cap! arttikga hiz da artar (15, 16). Aksonlar sinir hticresinin gévde kismindan ¢iktiktan
sonra kisa bir mesafe ¢iplak olarak seyrederler. Sonra bulunduklari yere gére farkh
miktarda kihfla sarilirlar. Kilifli bu aksonlarin her birine sinir fibrili adi verilir (17).

Uzantilarin sayi ve sekline gére néronlar 3’e ayrilir :

1. Unipolar: Dendritleri yoktur, uyarilari gévde kisimlari ile alip, aksonu ile iletirler.
2. Bipolar: Bir dendrit ve bir aksonu vardir. Bipolar néronlarin diger tipi olan
pseudounipolar néronlar ise tek bir uzantiya sahiptir, uzanti perikaryondan c¢iktiktan
kisa bir stire sonra T seklini alir. Uzantilardan biri dendrit biri akson gbérevi gorur.
Alinan uyarn perikaryona ugramadan dogrudan aksona iletilir.

3. Multipolar: En sik gorllen tipidir. Cok sayida uzantisi bulunur. Bunlardan biri

akson, digerleri dendrittir (15).



NOron gbvdesi, néronun ¢ekirdek ve gevresindeki sitoplazmadan meydana gelir.
Hicre zan ile cevrelenmis nbéron goévdesinde tim hicre organelleri gdzlenir.
Membransal organellerden yana ¢ok zengindir ve hiicrenin besleyici merkezidir.

Sinir hacrelerinde c¢ekirdek genellikle iri, yuvarlak ve ékromatiktir. Tek ve sentrik
yerlesimlidir. Sempatik ve duyu ganglionlarinda iki ¢ekirdekli sinir htcreleri de
bulunabilir. Bol miktarda dagiimig soluk renkli kromatin grandlleri igerir. Kromatin ince
taneciklidir, bu da hudcrelerin yogun aktivitesini yansitir (14). Cekirdekgik de iri,
yuvarlak ve soluk boyali ¢ekirdek icinde koyu goérinlist ile c¢ok belirgindir.
Cekirdekeigin blyik olmasi protein sentezinin yiksek hizina baghdir. Cekirdek zari
cift kathdir; ¢ekirdegin icine ve disina dogru difflizyonun olabilecegi ince porlar igerir.
(18).

Hlcre gbvdesi, paralel sisterna kimeleri seklinde dizenlenmis, oldukg¢a genis
granulli endoplazmik retikulum igerir. Sitoplazmada sisternalar arasinda bulunan ¢ok
sayida poliribozom, bu hicrelerin hem yapisal hem de tasiyici proteinlerini
sentezledigini dustindldrmektedir. Uygun boyama yapildiginda granulli endoplazmik
retikulum (GER) ve serbest ribozomlar 1sik mikroskobu altinda Nissl cisimcikleri
denen bazofilik grandler alanlar seklinde gorulir (15). Bu granuller kaplan sirti
goérindmu verdiginden Tigroid cisim de denir. Bunlar perikaryon ve dendritte
gbruldigtu halde aksonun c¢ikis yerinde ve akson iginde bulunmazlar. Nissl
cisimciklerinin sayisi noron tipine ve fonksiyonel duruma goére degigir. Motor néron
gibi buyUk sinir hiicrelerinde sayica fazladir (14). Néronlarda ribonukleik asidin (RNA)
bol olusu ve nukleusun yapisi protein sentezinin fazla oldugunu géstermektedir. Nissl
cisimcigi protein sentezinden sorumludur; akson ve dendritler boyunca akarak
seyreder ve hucresel aktivite sirasinda pargalanan proteinlerin yer degistirmesini
saglar. Yorgunluk ya da ndronal hasarlar, Nissl cisimciginin hareket etmesine ve
sitoplazmanin periferinde yogunlasmasina neden olurlar (18).

Granulstz endoplazmik retikulum bir cok néronda bol miktarda goralir. Bunlar
dendrit ve aksonlarda plazmalemma altinda genis, yassi ve pencereli sisterna yapisi
gosterir. Hicre gévdesinde GER ile devam eder. Transport ve sinaptik vezikdller igin
kaynaklik yaptiklari, proteinleri hicre boyunca dagittiklari ve kalsiyum tuttuklan
bilinmektedir (17).
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Golgi kompleksi nukleusa yakin yerlesir ve c¢ok iyi gelismistir. Cekirdek
cevresinde siralanmis, cok sayida paralel diz sisternalar igerir. Ayni zamanda salgi
ve transfer veziklllerine kargilik gelen biraz daha kiguk ve kiresel vezikiller vardir.
Sentezlenen protenlerin gegici olarak depolanmasi diginda lizozom Uretiminde ve
hiicre membran sentezinde de oldukca aktiftir.

Noronlarda 06zellikle aksonun sonlanma kisimlarinda iri ve bol miktarda
mitokondri bulunur. Dendrit ve perikaryonda da bulunan mitokondriler, hicre
gbvdesinde kuguk ve az sayidadir (18).

No6ron hlcre iskeletinde 3 farkh flaman vyapisi gorGlir: mikrotibdller,
néroflamanlar ve mikroflamanlar.

Noroflamanlar denen 10 nm. ¢apinda ana flamanlar perikaryonda ve hucre
uzantilarinda bol miktarda bulunurlar. Belli fiksatiflerin etkisi ile néroflamanlar, gruplar
yaparlar ve gimusle impregne edildiginde 1sik mikroskobu ile gérllebilen nérofibrilleri
olustururlar. Bu olugsumlar hiicreyi desteklemekle ve madde iletimi ile gdrevlidirler
(14).

Mikrotubuller 20-30 nm  g¢apindadirlar ve mikroflamanlarin  arasina
serpilmiglerdir. Hicrenin gévdesi ve uzantilari boyunca uzanirlar. Hiicre gévdesinden
hicre uzantilarinin distal uglarina dogru madde transportu ile goérevli olduklari
ddsinulmektedir (18).

Sentrioller, bélinmekte olan olgunlagsmamis sinir hiicrelerinde bulunan kigctk,
cift yapilardir. Sentrioller olgun sinir hicrelerinde de bulunurlar, mikrotubullerin
yapilandirilmasi ile iligkili olduklarina inanilir.

Noronlarda gesitli inkllzyonlar da bulunur :

- Melanin grandlleri: Beynin belli kisimlarindaki néron sitoplazmalarinda bulunur
(6rn, mesencephalonun substansia nigrasi). Bu pigmentin prekirséri olan
dihidroksifenilalanin ve metildopa ayni zamanda ndérotransmitterlerden dopamin ve
noradrenalinin de prekurséradar. Melanin grandllerinin varhdi, nérotransmitterleri
dopamin olan bu néronlarin katekolamin sentez etme kabiliyeti ile iligkilidir.

- Lipofuskin pigmenti: Dlzensiz bigimli pigment granaltdir. Sinir hicrelerinde
primer lizozomlar bol olarak bulunmaktadir. Yasla birlikte sekonder lizozomlar
artarken, primer lizozomlar biraraya gelerek sitoplazmada sarimtrak-kahverengi

granuller olarak gd6zlenen lipofuskin pigmentini olustururlar. Lizozomal enzimatik
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aktivite artiklari olduklari distnulmektedir. Cekirdek ve organelleri bir tarafa iterek
hiicresel fonksiyonlara etki edebilirler.

- Lipid damlaciklari: Noéron sitoplazmasinda bozuk metabolizma sonucu
gorulebilir. Bunlarin enerji depoladiklari digtindlmektedir.

- Sekresyon granulleri: Noérosekretuar hiicrelerde gortlir. Gogdu sinyalleyici

molekduller igerirler (16, 17).

3.2.2. Glia hucreleri

Noronlar sinir dokusunun esas hucreleri olmalarina kargin, glia hacreleri
noéronlara metabolik ve mekanik destek saglayan hucrelerdir. Bu hicrelerin sayisi
beyinde néronlardan 10 kat daha fazladir; beyin ve medulla spinalisin total hacminin
yarisi kadarini olustururlar. Noéron araliklarinda yerleserek hem sinir hicresinin
gbvdesini, hem de akson ve dendrit uzantilarini sararlar. Sinir dokusunun htcreler
aras!I matriksi yoktur, glia hicreleri néron etkinligi igin gereken uygun mikrogevreyi
saglar (18).

Santral sinir sisteminde 4 tip néroglia hiicresi vardir :

e Astrositler néroglia hicrelerinin en buyukleridir. Cok sayidaki uzantilari nedeni ile
yildiz seklinde izlenen hicrelerdir. Glial fibriller asit proteininden yapilmis ara
flamanlar bu htcrelerin yapilarini giglendirir. Astrositler néronlari kapilerlere ve pia
mater e baglar. 2 farkh tipi vardir :

- Protoplazmik astrositler Santral sinir sisteminde (SSS) gri maddede daha fazla
bulunurlar. Yildiz sekilli, bol sitoplazmali, ¢ok sayida kisa uzantilari vardir. Hicre
gbvdesi ve uzantilar sitoplazmalarinda fibréz astrositlerinkinden daha az flament
icerir.

- Fibréz astrositler ise SSS'de beyaz maddede daha fazla bulunurlar. Uzantilari
daha diz ve uzundur. Hicre gdvdesi ve uzantllar sitoplazmalarinda ¢ok sayida
flament icerir.

Astrositler néronlarin iyonik ve kimyasal ortamini kontrol ederler. Santral sinir
sistemi ile kan damarlari arasinda kesintisiz bir bariyer, yani kan-beyin bariyerini
(KBB) olustururlar.

Ayrica santral sinir sistemi hasar gérdiginde astrositler prolifere olarak glia

yamasi olarak tanimlanan htcresel nedbe dokusunu olustururlar.
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SSS'nin pek ¢ok islevinin diizenlenmesinde rol oynarlar. Astrositler, (izerlerinde
in vitro adrenerjik reseptoérler, aminoasit ve peptid reseptérleri bulundururlar ki bu
Ozellik de astrosite pek ¢cok uyariya yanit verme yetenegdi kazandirir.

Astrositler néronun canlihdi ve aktivitesini de etkileyebilirler. Bunu sadece hiicre
disi cevredeki etkileri diizenleyerek degil, vazoaktif endotelinler, opioid prekirsérleri
ve norotrofik somatostatin  gibi metabolik substratlari ve néroaktif molekdlleri
salgilayarak da gerceklestirirler.

Birbirleriyle gap junctionlar aracihdi ile dogrudan temas halindedir ve bu sekilde
bilgi uzak mesafeler arasinda bir noktadan bagka bir noktaya akabilmektedir (17).

e Oligodendrositler astrositten daha kigcuktir. Az sayida, az dalli uzantilan
vardir. Hem beyaz hem de gri maddede bulunur. SSS néronlarin elektriksel uyari
dagitimini baglayan miyelin kilifi yaparlar. Bu hdcrelerin aksonlarin etrafina sarilan
bir ka¢ kigUk uzantisi bulunmaktadir (14).

e Ependim hiicreleri SSS'deki bosluklari déseyen algak prizmatik siliah epitel
hucreleridir. 3 gruba aynilabilirler:

- Ependimositler, beyin ventrikllleri ve medulla spinalisin canalis centralisini
dbserler. Silyalarin hareketi ile beyin-omurilik sivisinin dolagimina yardim eder. Ayni
zamanda serbest ylzeyindeki mikrovilluslar absortif bir fonksiyonlari oldugunu
g6stermektedir.

- Tanisitler, hipotalamusun eminentia medialisini 6rterek 3. karincik désemesini
kaplarlar. Beyin-omurilik sivisindaki kimyasal maddeleri hipofizeoportal sisteme
tasidigi dustntlmektedir.

- Koroidal epitel hiicreleri, plexus choroideuslarin ylzeyini 6rterler. Burada beyin-
omurilik sivisi Uretimi ve salgilanmasi ile ilgilidir (18).

e Mikroglia néroglial hicrelerin en kigukleridir. Kisa uzantilara sahip, uzamisg,
hicrelerdir. Diger glia hlcrelerinin kire seklindeki ¢ekirdeklerinin aksine yogun ve
uzun sekilli ¢ekirdekleriyle ayrilirlar. Sinir dokusunda mononUkleer fagositik sistem
kapsamina giren fagositik htcrelerdir ve kemik iligindeki éncll hicrelerden kdken
alirlar. Noétral proteazlar ve oksidatif radikaller Uretip salgilayarak inflamasyon ve
onarimda goérev alirlar (14).
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3.2.3. Sinir dokusunun dejenerasyonu ve rejenerasyonu

Noronlar boélinmez ve dejenerasyonlart kalici kayiplara yol agar. Sinir
hicrelerinin aksine SSS’nin néroglia hlcreleri mitozla bélinme yetenegine sahiptir.
SSS’deki hastalik ya da hasar sonucu olugsan hlicre kayiplarindaki bosluklari néroglia
hiicreleri doldurur (14).

Fiziksel travma veya damarsal tikanmalarin neden oldugu yaralanmaya karsi
néroglia hiicrelerin yaniti astrositlerin hiperplazisi ve hipertrofisi seklinde olur. Onceki
morfolojisi ne olursa olsun fibréz yapi kazanirlar. Astrositlerin gogalmasi astrositozis
veya gliozis olarak tanimlanir. Blylyen astrositlerin sitoplazmasi ¢ok sayida fibril ve
glikojen grandlleri icerir. Oligodendrositler ise yaralanmaya, bulylyerek ve
sitoplazmalarinda vakuolizasyon gostererek yanit verirler; c¢ekirdekleri piknotik
duruma gecer. Daha ileri hasarlari ise demiyelinizasyonla sonuglanir (18).

3.2.4. Prefrontal Korteks

Serebral hemisferleri distan saran korteksin kalinhgr 1,5-4 mm. arasinda
degismektedir. Gri cevherdeki néronlarin sayisi degisik alanlarda ve tabakalarda
farklidir. Beyin korteksinde yaklasik 14 milyar néron bulunur (15, 16).

Prefrontal korteks hemisferlerin lateral yiziinde premotor sahanin (Brodmann'in
6-8. alanlari) 6éninde yer alan frontal lob kismidir. Gyrus frontalis superior, gyrus
frontalis medius ve gyrus frontalis inferiorun blyUk bir kismi ile gyri orbitales ve gyrus
cingulinin 6n yarisini (Brodmann'in 9, 10, 11, 12. alanlari) kapsar (19).

Kotekste degisik tipte néronlar bulunur :

1. Piramidal néron: N6ron gévdesi piramit bicimlidir. Hicre gévdelerinin cogunlugu
10-15 pum uzunlugundadir. Apikal dendrit yukar disa uzanirken, lateral dendrit
horizantal uzanir. Akson ise gévdenin bazalinden ¢ikarak i¢ce derinlere dogru uzanir,
bir kismi ak cevhere gecger, bir kismi ak cevherden yeniden kortekse girerek
assosiasyon fibrillerini olusturur. Gévde uzunlugu 120 um olan en bulyUklerine ise
Betz’in dev piramidal hicreleri denir. Bunlar lobus frontalis'in motor gyrus
precentralisinde bulunurlar.

2. Stellat (Granuler) néron: Uzantilar nedeniyle yildiz bi¢ciminde olan, 8 um ¢aph
kicUk ndronlardir. Aksonu cok kisadir ve korteks icinde kalarak yakinindaki piramidal
hicrelerin dendritleri cevresinde pleksus yapar.
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3. Fuziform néronlar: Modifiye stellat néronlardir. Genellikle korteksin en derin
tabakasinda bulunurlar. Dendritler hicre gévdesinin her bir kutbundan cikarlar.
Yizeyel dendrit, korteksin yuzeyine dogru uzanip ylzeyel tabakalarda dallanirken,
alttaki dendrit ayni hlcre tabakasi iginde dallanir. Akson, hicre gdévdesinin alt
bdliminden cikar ve beyaz cevhere bir projeksiyon, assosiasyon veya komissural lif
olarak girer.

4. Horizantal néron (Cajal’ in horizantal hicreleri): YUzeye yerlesmis horizontal
konumdaki kiguk, fiziform néronlardir.

5. Martinotti ndéronlari: Kiguk multipolar, tersine dénuk piramidal néronlardir. Hicre
kisa dendritlere sahiptir. Akson ise korteksin ylzeyine dogrudur; codunlugu en
ylzeyel tabakada olmak Uzere daha ylzeyel bir tabakada sonlanir. Akson seyri
boyunca, az sayida kisa kollateral dallar verir.

Histolojik olarak beyin, ylzeye paralel 6 tabakadan meydana gelir. Tabaka
kalinhklari, hiicre sayilari hemisferin degisik kisimlarinda farklilik gésterir. Distan ige
dogru:

1. Stratum moleculare: En ince tabakadir. Az sayida horizantal hicre ve ¢ok
sayida horizontal seyirli néron uzantisi (alt tabakalardaki néron dentritleri, stellat
hicre ve martinotti néronlarinin aksonlari) bulunur. Bu sinir fibrilleri arasinda tek tik
Cajal’'in yassi horizantal hicreleri bulunur. Korteksin bu en ylzeyel tabakasi, farkli
ndronlar arasinda ¢ok sayida sinapsin oldugu yerdir.

2. Stratum granulare eksternum: KigcUk piramidal néronlar ve stellat (granuler)
néronlar bulunur. Komsu tabakalardan gelen akson ve dendritlerle bu tabakadaki
akson ve dendritler yogun bir ag olusturur. 5 tabakadaki piramidal néronlarin apikal
dendritleri ile assenden afferent fibriller arasinda ¢ok sayida sinaps vardir.

3. Stratum pyramidalis: Orta capta piramidal hlcreler ve 2 tabakaya yakin
yerlesmis kigUk piramidal néronlar ile horizontal ve vertikal konumdaki fuziform
néronlar yer alir. Apikal dendritler molekuller tabakaya girerken, aksonlar projeksiyon,
assosiasyon veya komissural lifler olarak beyaz cevhere girerler.

4. Stratum granulare internum: Molekiller tabakadan sonra en ince tabakadir.
Baslica stellat néron, nadiren kiglUk piramidal néronlar bulunur. Hilcreler yodun
yerlesimlidir. Horizantal seyirli fibrillerin yogunlasmasiyla Bailinger’in dis bandi diye
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bilinen fibriller alan ortaya ¢cikmistir. Bunlar komsu tabakalarda, subkortikal bélgede,
korteksin diger kisimlarinda yerlesik néronlarin horizontal seyirli néritleridir.

5. Stratum ganglionare: En blyidk piramidal néronlar ve az sayida da stellat
hiucreler vardir. Piramidal néronlarin blydkligiu degisik alanlarda farkhlik gdsterir.
Gyrus precentralisin motor korteksinde bu tabakanin piramidal hiicreleri gok buyUktir
ve Betz hicreleri olarak adlandirilirlar. Bu hdcreler traktus piramidalis veya traktus
kortikospinalisin projeksiyon liflerinin yaklagik %3 UnU tegkil eder. Bu tabakada da 4.
tabakadaki gibi horizontal seyirli fibrillerin yodunlasmasiyla Bailinger’in i¢ bandi
olusmustur.

6. Stratum multiforme: Degisik ndron tipleri ve uzantilarinda olusan en derindeki
tabakadir. Martinotti néronlari en belirginleridir. Hicrelerin gogu fuziform sekilli oldugu
halde, bircogu hiicre gbvdeleri i¢ggen veya oval olan piramidal hiicrelere degismistir.
Alttaki beyaz cevhere giren veya ¢ikan ¢ok sayida sinir lifi bulunur.

2-3. tabakaya beraberce Supranikleer Tabaka, 5-6. tabakaya Infragraniler
Tabaka denmektedir. insanda supragraniiler tabaka en son gelisir ve en ileri
farklanma gdsteren tabakadir.

Serebral korteksin tim alanlari bu 6 tabakaya sahip degildir. 6 esas tabakanin
tanimlanamadigi korteks alanlari heterotipik; aksine 6 tabakaya sahip olanlar
homotipik olarak adlandirilir (15,16, 17).

Cok sayida kognitif fonksiyonu bulunan prefrontal korteks subkortikal yapilarin
aktivite ve hiyerarsik kontrolind saglamaktadir.

Prefontal alan, bireyin kisiliginin olugsmasi ile ilgilidir. Codu kortikal ve subkortikal
kaynaklardan gelen uyarilarin sonucu olarak, kisinin duyusal derinligini dizenler.
Ayrica bireysel girisim, karar verme ve yorumunda da etkilidir (18).

Bu boélge, kuramsal fikirler, yargi, emosyonel duygu ve Kisiligin olugsmasi igin
gerekli olan deneyimlere yardim etme yeteneginde olan bir korteks alanidir. Prefontal
korteksin timérleri veya travmatik tahribi kisinin tesebbls ve vyargl yetenegini
kaybetmesi ile sonuglanir.

Prefrontal assosiasyon alani, disincelerin iglenmesi ve olgunlastiriimasi icin
O6nemli bir yapi olarak tanimlanmaktadir. Her yeni bilginin beyne ulasmasi ve bu
bilginin analizi igin gerekli plan c¢alisan belledin olusturulmasinda rol oldugu

distnudlmektedir.
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Prefrontal alanlarin dikkatin strdUrdlmesi, yazilan sézcuklerin taninmasi,
planlama ve kontrol etme gibi degdisik kognitif fonksiyonlari vardir. Zihinsel
faaliyetlerin amaca yo6nelik siralanmasinda énemli rol oynar. Bu faaliyetler arasinda
gelecegi tahmin etme, gelen duyusal cevabi geciktirerek en iyi olduguna karar verilen
cevabin hazirlanmasi, motor hareketlerin uygulanmadan sonucunun kestiriimesi,
komplike matematik ve karmasik soyut problemlerin ¢6zUlmesi, islevlerin toplumsal
kurallara gére denetlenmesini igerir (19, 20, 21).

3.2.5. Hipokampus

Hipokampus; lateral ventriktlln alt boynuz tabani boyunca uzanan, yaklagik 5-8
cm. uzunlugunda bir gri cevher bdlgesidir. Aslinda temporal lob korteksinin bir
bélimdndn, yan ventrikllin lateral ylGzinO olusturmak (zere igeriye dogru
katlanmasindan ibarettir (19, 21).

Filogenetik olarak beynin en eski bdlimlerinden olan hipokampus, koronal
kesitlerde C harfi seklinde goérulir. Deniz atina benzediginden dolaylr anatomist
Arantius tarafindan hipokampus adi verilen bu yapi, cornu ammonis adi ile de
anilmistir (19, 20).

Ventrikile bakan yizi ependim hucreleri ile 6értaladdr. Bunun altindaki beyaz
cevher kismina alveolus hipokampi adi verilir. Bu yapinin fibrilleri mediale uzanarak
fimbria hipokampi’yi olustururlar.

Ramony Cajal isimli arastirmaci, hipokampus icinde yedi tabaka belirlemistir.
Ancak bu farkli tabakalar ¢ ana tabaka olarak incelenmektedir.

1. Stratum oriens (Polimorfik tabaka): Piramidal hlicrelerin bazal dendritleri ile
internéronlarin yerlestigi tabakadir. Buradaki cogu néron aksonlari alveolus liflerine
katilir. Diger hiicre aksonlari ise molekuler tabakaya kadar uzanir.

2. Stratum pyramidalis: Bu tabakada piramidal hlcreler c¢ogunluktadir.
Hipokampusa asil seklini veren buradaki piramidal hicrelerin dizilimidir.

3. Stratum moleculare: En icte yer alan tabakadir.

Piramidal hicrelerin daha yogun bulundugu hipokampus kismina superor

bdélim, daha az bulundugu kismina inferior bélim denir.
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Cornu Ammonis’in bas harflerini temsilen CA olarak da ifade edilebilen
hipokampus, hiicre yapisindaki degisikliklerden dolayi kendi iginde CA1, CA2, CA3,
CA4 gibi alanlara bdlinmastar.

CA1 insanda en biyuk alan olup subikuluma en yakin olan alandir. Sommer’in
alani olarak da tanimlanan bu alan, anoksi ve iskemiye duyarlihidr nedeniyle g¢ok
onemlidir. Ayrica temporal lob epilepsilerinin bazilari igin “tetikleyici alan” olarak kabul
edilir. CA2 ve CA3 hipokampusun inferior bdlimunde yer alirlar. Diregli alan olarak
anoksiye karsi az duyarhdirlar. CA4 (Bratz alani) ise hipokampus ile gyrus dentatus
arasinda yer alir. Hipoksiye duyarliligi orta derecededir (20).

Hipokampusun hem yapisinin karmasikligi, hem de beyindeki birgok bdlge ile
yakin iligkisi, foksiyonunun agiklanmasini giglestirmektedir. Hemen her tarli duyusal
uyarl hipokampusun c¢esitli bélimlerinin aktivasyonuna neden olur. Bundan dolayi
gelen duyusal sinyalleri igerisinden gegciren ek bir kanal gérevi gorur (21).

Hipokampusun hafiza, 6zellikle kisa sureli hafiza ile ilgili oldugu bilinmektedir.
Sag hipokampus goérsel, sol hipokampus ise sézel hafiza ile ilgili fonksiyonlarda
daha fazla aktivite géstermektedir.

Kisa sureli bellegi uzun sdreli bellege cevirir. Yeni bilgilerin kalici bilgi olarak
depolanmasi amaciyla sinyaller Urettidi ileri strdlmektedir. Hipokampusu etkileyen
lezyonu olan hastalarda kisa sureli hafizanin uzun sireli hafizaya dénustirilemedigi
gb6zlenmistir (19, 20, 21).

Heyecan uyandiran reaksiyonlar veya heyecanin kontrold, i¢ organlara ait
aktivitenin duzenlenmesi ve serebral korteks U(zerine olan retikiler aktivitenin
ayarlanmasi gibi fonksiyonlara da katildigi kabul edilmektedir.

Degisik alanlarinin uyariimasi ile hiddet, edilgenlik ve asiri seks gudusu gibi

davranislarin gértlmesine sebep olur (20).
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3.3. SEREBRAL iSKEMi

Normal bir erigkin beyninden bir dakikada gecen kan miktari 750-900 ml.
dolaylarindadir. Beyin, total vicut agirhginin %2 si kadar bir agirligr olmasina karsin
kalpten atilan kanin % 157ini ve vicut tarafindan tiketilen oksijenin % 20 sini kullanir.
Bu durum beyin dokusunun bol kanla beslendigini ve metabolizmasinin yiksek
oldugunu gbstermektedir (22, 23, 24).

Gri ve ak cevherin aldiklar kan miktari da farkhdir. Gri cevherin ¢gok yogun bir
kapiller agi olup ak cevhere kiyasla 3-5 kat fazla kanla sulanmaktadir. Bunun nedeni
hicre gbévdelerinin gri cevherde bulunmasidir (22).

Beynin kanlanmasi iki arter sistemiyle saglanmaktadir. 1- Karotis sistemi, 2-
Vertebro-baziler sistem. Kan akiminin baydk bir bolimU karotis sistemince saglanir .
Bu kanin tasidigi glikoz ve oksijen, beyin metabolizmasi igin temel gereksinim
maddeleridir (23).

Beyin enerji olusturmak icin yiksek metabolik gereksinim gdsteren bir organdir.
ATP formundaki ylksek enerijili fosfat, hlicrenin pek ¢ok yapim ve yikim reaksiyonlar
icin gereklidir. Bunlar hicre membranindan tasima, protein sentezi, lipogenez ve
fosfolipid déngusu i¢in gerekli reaksiyonlardir (12).

Diger organlardan farkh olarak enerji metabolizmasinda sadece glikoz kullanir.
CMB glu (glikoz metabolizma hizi) 5mg/100gr/dak, 75-100 mg/dak ya da
125¢gr/gun’dar (24, 25).

Glikoz beyinde iki yol ile metabolize olur:

e Aerobik metabolizma ile 36 ATP kazanilir.
e Anaerobik metabolizma ile de 2 ATP + laktik asit elde edilir (26).

Santral sinir sisteminin metabolik ihtiyaglari ve bunun igin gerekli olan kan akimi
arasinda hassas bir denge vardir ve bu denge beyinde otoregilasyon mekanizmasi
ile saglanmaktadir.

Serebral kan akimi (SKA) 100 gr beyin dokusu i¢in dakikadaki kan hacmi olarak
tanimlanir. Bazal sartlar altinda SKA 50-55 ml/100 gr/dakikadir ve serebral perflizyon
basincinin (SPB), serebrovaskiiler rezistansa (SVR) oraniyla belirlenir.

SKA = SPB/ SVR (24, 25).
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SPB ise kani serebral sirkiilasyona yollayan arterial basingla geri dénen vendz
basing arasindaki farktir ve normal kosullarda sabittir. Serebral otoregllasyon arterial
basincin 60-160 mmHg arasinda kaldigi durumlarda ¢alismaktadir.

Otoregulasyonu bozan durumlar:

- DOffaz serebral iskemi

- iskemik inme

- Kafa travmasi

- Vazospazm

- Karotis stenozu ya/ya da oklizyonu

- paCO2’'nin ylksek olmasi (23, 24, 25)

Beyin kendisindeki kan akimi degisikliklerine kargi son derece duyarldir. Bu
nedenle SKA'da degisikliklerin gelisim sureci, yayginhdi ve miktarina bagh olarak,
¢ok kisa zamanda irreversibl parankimal hasar olusabilir. Serebral iskemi kan
akiminin doku canlihdinin devami icin gerekli olan seviyenin altina dismesi ile geligir.
Bu degerin 30 ml'ye kadar dismesi serebral otoregllasyon mekanizmalarinin
devreye girmesi sonucu herhangi bir nérolojik iskemik semptom olusturmazken, 30-
20 ml'ye diusmesi ile gegici iskemik ataklar meydana gelir (27). Serebral fonksiyonun
korunmasi igin gerekli SKA 18-20 ml/100gr/dk. dir. SKA'nin bu esik degder asagisina
dismesi ve bu dizeyde 5 dakika ya da daha fazla devamlhlik gdstermesi kalici
nérolojik kayiplar ile birlikte serebral infakta yol acar (23, 24). Kisa slirede geriye
dénugsuz hasarin goéraldigu dens bir iskemik merkez (iskemik ¢ekirdek) meydana
gelir. Bu bdlgenin etrafinda kan akiminin azaldidi ancak kalici bir hasarin meydana
gelmedigi daha az dens bir alan bulunur. Hicrenin elektriksel aktivitesinin durup,
membran potansiyelinin korundugu bu alana iskemik penumbra denir. Burasi kisa
surede reperflizyon gergeklesirse kurtarilabilir beyin dokusudur (5, 23).

Santral sinir sisteminde belirli bdlgeler ve hicre gruplan hipoksik-iskemik
incinmeye digerlerinden daha hassastirlar. Noronlar en duyarlidir ve bunlari
astrositler, oligodendroglialar ve endotelial hlicreler takip eder. Néronlar arasinda da
duyarhhk farkhdir. Hipokampal CA1 piramidal hcreler, neokorteksin Ill, V, VI.
tabakalarindaki néronlar, serebellar purkinje hlcreleri ve neostriatumdaki kiguk ve

orta boyutlu néronlar en duyarhdir (27).
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3.3.1. Iskemik Depolarizasyon

iskemi sonucu vaskiller yatakta otoregiilasyonun bozulmasi ve perfiizyon
basincinin dismesi, dokulara yeterli glikoz ve oksijen saglanamamasina, dolayh
olarak da enerji yetersizligi ve ATP depolarinda azalmaya neden olur (12, 28, 29).
Oksijen seviyesi dustigliinde mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyon sona erer.
Hucre canlihgimnin devami icin gerekli olan enerji (ATP), glikojen depolarindan glikoliz
yoluyla yani anaerobik olarak Uretiimeye baglar. Sonugta glikojen depolari hizla
azalir. Glikoliz, laktik asit ve inorganik fosfatlarin artimi ile sonuglanir, laktik asidoz
olusur ve hicre ici pH'i diser. Bu durumda ylksek diizeyde ATP ihtiyaci gdsteren
iyon kanallarinin aktivitesi, Na pompasi ve buna bagli membran stabilizasyonu
bozulur. Potasyum htcre disina ¢ikarken, sodyum, klor ve su hlcre igine girerek
membran depolarizasyonu olusur. iyon dengesinin bu sekilde degismesi akut hiicre
sismesine neden olur (12, 13). iskemik néronlardan K* ve glutamatin ekstrasellller
araliga gecmesi ile komsu hucrelerde de periinfakt depolarizasyon denilen

depolarizasyon dalgasi meydana gelir ve lezyon gittikce genigler (28).

3.3.2. Glutamat Eksitotoksisitesi ve Kalsiyum Sitotoksisitesi

Iskemi sirasinda ATP azalmasi sonucu Na-K pompasi gibi enerjiyle caligan
sistemler bozulmaktadir. Bu da membran potansiyelinin bozulmasina ve néronlarla
glial htcrelerin depolarize olmasina neden olmaktadir. Bunun sonucunda presinaptik
uctan ekstraselltler araliga asiri bir glutamat salinimi olur (23, 30).

Glutamat guglu etkileri olan ve merkezi sinir sisteminde oldukc¢a ytksek
konsantrasyonlarda bulunan bir eksitatér aminoasittir (EAA). Ogrenme, hafiza,
hareket, duyusal baglantilarin saglanmasi gibi pekcok nérolojik fonksiyonda gérev
alir (30, 31, 32). Etkilerini reseptdrleri Gzerinden gdsterir:

1) lyonotropik Glutamat Reseptérleri: lyon kanallari Gzerinden etkilerini gdsteren
reseptorlerdir.

- N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri

- alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionik asit (AMPA) reseptérleri
2) Metabotropik Glutamat Reseptérleri: Transmembran proteinlerine baglidirlar.
Uyariimalari sonucu guanin nikleotid baglayici protein (G protein) Uzerinden etki

gobsteren reseptorlerdir (33, 34).
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iskemide bir yandan asiri miktarda glutamat salinimi meydana gelirken, bir
yandan da enerjiye bagimh presinaptik geri alinim mekanizmalarinin bozulmasi
ekstrasellller aralikta glutamatin ylksek miktarda artisina neden olur. Bu yolla
NMDA ve AMPA reseptorleri aktivasyonu ile siddetli ve devamli depolarizasyon
meydana gelir. iskemik beyinde asiri miktarda salinan eksitatér aminoasitlerin
meydana getirdigi bu néronal hasar “eksitotoksisite” olarak tanimlanir (23, 30, 35,
36). Hem NMDA reseptérleri ve AMPA reseptérleri araciligi ile hem de
depolarizasyon sonucu voltaj kapili kalsiyum kanallarinin aktivasyonu ile bol miktarda
Ca*® hiicre igine girer.

Normal kosullarda ekstraselliler Ca™ konsantrasyonu intraselliiler
kompartimana oranla 10 000 kat yilksektir. Konsantrasyon fazlaliginda Ca*?, voltaj
gradyaniyla ya da ATP kullanarak endoplazmik retikulum ve mitokondriye girmekte
ve bu organellerde birikmektedir. Asiri birikim halinde, ER (endoplazmik retikulum)
icindeki Ca*® glutamatin metabotropik reseptér aktivasyonu ile, mitokondri icindeki
Ca*® da MPT (mitokondrial permiabilite transit) gdzenekleri araciligi ile organel
disina, hiicre icine gdnderilmektedir. Hiicre icindeki Ca*® da, Na-Ca degistirici sistem
ve ATP kullanarak Ca*®u hiicre disina gikaran Ca pompasi ile hiicre disina atilmakta
ve boylelikle hemostazin devami saglanmaktadir (Sekil 1) (29, 37).

Voltsj NMpA  AMPA

a+2

Fosfolipaz C

1P3

Fosfolipaz C

Ca+2 ve
diger molekiiller

IP3-reseptorii

Sekil 1: Ca*® hemostaz semasi
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iskemik kosullarda ise Ca*? asir birikim sonucu ER ve mitokondriden hiicre
icine gbnderilmekte, ancak ATP'ye bagdiml sistem ve pompalarin bozulmasi
nedeniyle hiicre disina génderilememektedir. Tim bunlarin sonucunda Ca**un
hicre igindeki konsantrasyonu asiri sekilde artar (29, 37, 38, 39).

Glutamat reseptérleri aktive olduklarinda en gok NMDA reseptérleri Ca*™ un
hiicre icine girmesine yol acar. NMDA reseptérlerinden Ca*? gecisi olurken, AMPA
reseptorleri Ca* disinda tek degerlikli katyonlarin da gegisine izin verir ve Ca**'un
yanisira Na* da hiicre igine girer. Intraselliler Na* miktarinin artmasi suyun hiicre
icine pasif gecisine neden olur. Bu sekilde olusan hicre sismesi, perfizyonu kétl
etkilemekte, intrakranial basinci arttiran vaskiler kompresyon ve herniasyon yaratan
beyin 6deminin ilk basamaklarindan biri olarak kargimiza ¢ikmaktadir (32) .

Selltler hasar surecinin baglamasinda kalsiyum iyon hemostazinin bozulmasi
en kritik noktadir. iskemi sirasinda intrasellliler kalsiyum hizla cogalmaktadir. Hiicre
icinde kalsiyumun artmasi hlcrede potansiyel ¢ok sayida enzimi aktif hale gegirir.
Sonugta kalsiyumun aktive ettigi fosfolipaz, proteaz, ATP'az ve endonikleaz

aktivasyonu hicre hasarina neden olur (Sekil 2) (3, 4, 5, 6, 30).

SEREBRAL
iSKEMi

1
Serbest =2 | EAA salinm — | EAA reseptdrlerinin
radikallerin olugurmu stimulagyony

gg+2ﬂ

Fosfataz, orolea? ve endonplieaziann akiivasyony

Sekil 2 : EAA etki mekanizmasi
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3.3.3. Lipaz Aktivasyonu

Kalsiyumun aktive ettigi fosfolipazlar, membran lipidlerini arasidonik asit ve
diger vazoaktif metabolitlere doénustirirler. Endoteliyal ksantin dehidrogenaz,
ksantin oksidaza doénlUsUr ki bu enzim reperflizyon esnasinda serbest radikal
dretiminde rol alan 6nemli bir ajandir.

Hucre ici kalsiyum artisi ile plazma membraninda bulunan fosfolipaz A2 aktive
olur. Fosfolipazlar membran fosfolipidlerini yikarak aragidonik asit olusumuna neden
olurlar.  Aragidonik asit lipooksijenazlar ve siklooksijenazlar ile yikilr.
Lipooksijenazlar ile yikildiginda I6kotrienler, siklooksijenazlar ile yikildiginda ise
prostoglandinler (PGE», PGF,), prostasiklin (PGly) ve tromboksan A2 (TxA2)
meydana gelir. Bu arasidonik asit Grlnlerine “eikasonoidler” adi verilir (26).

Lokotrien B4 (LTB4) polimorfonikleer I16kositlerde kemotaksis artigina ve beyaz
kan hucrelerinin endotele adhezyonuna neden olmaktadir. Nétrofilleri aktive ederek
notrofillerin hidrojenperoksit (H.O») ve proteolitik enzim salgilanmasina neden
olmaktadir (38, 39, 40).

TxA2 ise vazokonstriksiyon ve trombosit agregasyonundan sorumludur. Ayni
zamanda notrofilleri aktive ederek H»O, Uretimine neden olurlar.

Hucre yapi taglarindan 6zellikle lipid membranlarin yikimiyla ortamda serbest
yag asitleri ve lipid radikaller birikir. Iskemi sonrasi aragidonik asit Griinlerinin neden
oldugu vazokonstruksiyon ve trombosit agregasyonu serbest radikal olusumunu
arttinr ve lipid peroksidasyonu hasarini daha da derinlestirir (26).

3.3.4. Proteaz Aktivasyonu
iskemik beyinde hem ekstraselliiler, hem de intraselliiler proteazlar aktive

olmasi hedef proteinlerin fonksiyonlarinin bozulmasi ile sonuglanir. ki tip proteaz
bulunmaktadir:
1- Intrasellller Proteazlar

e Kalpainler: Sistein proteazlardir.

iki izoformu bulunur: kalpain | ve kalpain Il. Her ikisi de aktivasyon icin Ca'a
bagimlidirlar. Fizyolojik kosullarda kalpain, gegici hiicre ici Ca*® artisi ile aktive olur
ve spesifik bir inhibitdr olan kalpastatin ile regiile edilir. Iskemi sonucu hiicre ici Ca*?

dizeyinin ¢ok ylkselmesi ile bu regilasyon mekanizmasinin durmasina neden olur.
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Bunun sonucunda da kalpain patolojik olarak artar. Kalpainlerin artisi ise ¢ok sayida
proteinin fonksiyonunu bozarak, hiicre 6limune katkida bulunurlar (23).

e Kaspazlar: inflamasyon ve apopitozda rol alan sistein proteazlardir.

Kaspaz-1 daha cok inflamasyonda rol oynarken kaspaz-3,7,8,9 apopitoza giden
yolda gorev alirlar. Kaspaz-3 hem intrensek ve hem de ekstrensek apopitotik yolda
rol oynayan énemli bir anahtar enzimdir (43, 44, 45, 46, 47).

2- Ekstrasellller Proteazlar

e Matrix metalloproteinazlar (MMP)

e Ekstrasellller serin proteazlar

Her ikisi de plazminojeni plazmine ¢evirir. Plazminin hem fibrinoliz yapici etkisi
varken hem de matrix metaloproteinaz gelatinaz B (MMP-9) aktivasyonu
saglamaktadir. iskemi sonrasi aktiviteleri artan MMP-9 ve diger metalloproteinazlar,
bazal lamina proteinlerinin yapisini bozmakta bunun sonucunda da KBB’de kiriima,
6dem artisi ve nekrotik dokuda hemorajik transformasyon meydana gelmektedir
(23).

3.3.5. Mitokondrial Disfonksiyon

Mitokondri, hicre 6limine dogru bir dizi reaksiyonun baslamasinda 6nemli
rollerden birine sahiptir. Kalsiyumun hlcre iginde asiri birikmesiyle mitokondri zarar
gbrur. Membran i¢ ylzeyindeki lipid ¢atisi bozulur ve mitokondride yuksek iletimli
MPT gbzenegi ortaya ¢ikar. Kalsiyumu mitokondri disina ¢cikarmak amaciyla acilan
bu gbzenekten, molekiler agirhgi 1,5 kD a kadar olan diger iyon ve molekiller de
gecer. Bunun sonucunda mitokondride osmotik sisme meydana gelir.

Postiskemik néronlarda MPT gbzeneginin agilmasini tetikleyen faktorler; ATP
azalmasl, intraselliler Ca*® artisi, serbest radikaller ve diger reseptdr aracilikli
sinyallerdir. MPT gbzeneginin acilmasi, membran i¢ yizinU depolarize eder ve agiri
sUperoksit yapimina neden olur. Sitokrom ¢ ve AlIF (apopitotik indikleyici faktor)
serbest kalir. Bunlar da, apopitotik kaspazlari (baslica kaspaz-3 olmak Uzere) aktive
ederler (23).
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3.3.6. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis orbitalinde bir veya birden fazla sayida giftlenmemis tek
elektron tasiyan atom veya molekdllerdir. Tek elektronlu olan bu molekuller olduk¢a
reaktif 6zelliktedir. Herhangi bir molekdl ile etkilesime girerek bu molekulden ya bir
elektron alir veya ona bir elektron verirler.

Serbest radikal reaksiyonlari, normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda da
gbzlenen dogal bir slregtir. Normal fizyolojik kosullarda hlcre sinyal iletiminde,
biyolojik olaylarda rol oynarlar. Hicresel enzim ve elekiron tasima sistemlerinde de

ara Uran olarak sinirli miktarlarda olusurlar (48, 49).

Vicutta serbest oksijen radikali (SOR) olusumu:
e Eksojen kaynaklar

- lyonizan isinlar

- Ksenobiyotikler

- Hava kirliligi, sigara, UV 1sinlari
e Endojen kaynaklar

- Mitokondrial elektron transport zinciri

- ER elektron transport zinciri

- Bazi enzimatik reaksiyonlar

- Fagositoz

- Prostoglandin sentezi ile meydana gelmektedir.

Olusan bu serbest radikaller normal fizyolojik kosullarda organizmada bulunan
antioksidan sistemler tarafindan etkisizlestirilerek bir denge halinde tutulurlar.
Biyokimyasal agidan en 6nemli serbest radikaller oksijen kékenlidir. Bunlardan
Ozellikle stuperoksit ve hidroksil radikali ¢ok reaktiftir.

Antioksidan savunma sistemleri
1. Enzimatik
e SUlperoksit dismutaz (SOD)
e Katalaz

e Glutatyon peroksidaz (GPx)
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2.  Non-enzimatik

e Membran yerlesimli (lipofilik)
- Alfa-tokoferol
- Beta-karoten

e Membran digi yerlesimli (hidrofilik)
- Askorbik asit
- Urik asit
- Transferrin
- Sertloplasmin
- Haptoglobin
- Albumin

Ancak serbest radikaller belli bir diizeyin UGzerinde olusur ve/veya antioksidanlar
yetersiz kalirsa hiicrenin yapi elemanlarini bozarak zararli etkilere yol acgarlar.
Serbest radikallerin zararh etkileri:
e Lipid peroksidasyonu
e Proteinlere etki
- Enzim denatlrasyonu
- Yapisal proteinlerde zararlanma
¢ Nukleik asidlere etki
- DNA'da hidroksilasyon, ¢apraz baglanma, kirllma vb ( 48, 49, 50)

Iskemi sirasinda serbest radikalleri temizleyen enzimlerin ve okside glutatyonun
seviyesi duser. Iskemiyi izleyen reperfiizyon sirasinda da doku oksijene fazla
miktarda maruz kalarak, serbest radikal yapimi daha da artmaktadir. Reperflizyon
fazinda meydana gelen serbest radikallerin meydana getirdigi vazodilatasyon
sonucu normal endotel yaniti bozuldugundan KBB gegirgenligi artmakta, bunun
sonucunda da O6dem ve intrakranial basingta ylkselme meydana gelmektedir.
Endotele yapisan ve beyin dokusuna giren enflamatuar hlcreler de zengin bir
oksijen radikal kaynagidir. Olusan serbest radilaller; DNA, protein ve lipid yapilarinin
yikimi ile endotel lezyonlarina neden olurlar (23, 30).
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3.3.7. Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO), dokularda yaygin olarak bulunan gaz yapisinda bir
mediatérdlr. Vaskuller endoteliyumda kan akimi ve kan basincinin regllasyonunda,
gegcirgenlik ve sinaptik transmisyon gibi fizyolojik fonksiyonlarda rol oynamaktadir.
Esansiyel bir aminoasit olan L-arginin’den nitrik oksit sentaz (NOS) aracilig ile
sentezlenir ve difflzyon ile gevre hilcrelere yayilr (51).

NOS

L-arginin ——————  Nitrik oksit (NO) + Sitrullin

NOS un 3 izoformu bulunmaktadir:
e nNOS (n6ronal nitrik oksit sentaz)
e eNOS (endotelial nitrik oksit sentaz)
e iNOS (indUklenebilir nitrik oksit sentaz)

NNOS ve eNOS aktivitesi Ca/Kalmoduline bagimlidir ve hicre igindeki kalsiyum
artis1 ile aktive olurken, INOS ise kalsiyumdan bagimsizdir. iINOS, makrofaj,
mikroglia ve baska hiicrelerden de kaynaklanir (30).

Bunlardan eNOS, endotel hicreleri icinde NO yapimini arttirir. Olusan NO
guanilat siklaz enzimini aktive ederek GTP den c-GMP olugsumuna neden olur.
Meydana gelen c-GMP de inaktif protein kinazlarn aktive ederek diz kas
hiicrelerinde relaksasyon yaparak vazodilatasyon olusturur. Bu da beyin kan akimi
artisini saglar. Sonug olarak, eNOS aracihgi ile olusan NO un iskemik hasari azaltici
etkisi vardir (23).

Noéronlardan nNOS aracih@i ile sentezlenen NO ile, iskemi ve sepsis gibi
patolojik durumlarda iINOS araciligi ile glial hiicrelerden saliverilen NO ise toksiktir.
Komsu néronlara diflize olarak, iskemik hasari agirlastirir.

NO ribonikleotid rediktaz aktivitesini baskilayarak DNA sentezini inhibe eder.
Ayrica DNA vyapisini zedeleyerek, DNA tamir enzimi olan poly (ADP-ribose)
polimeraz (PARP) enziminin de aktive olmasina neden olur.

Iskemi-reperflizyon fazla miktarda sliperoksit olusturdugu gibi, nitrik oksit
yapimini da tetiklemektedir. NO ile siperoksitin birleserek olusturdugu peroksinitrit,
KBB yikimindaki esas faktorlerden biridir (23, 51).

28



3.3.8. Ksantin

Ksantin oksidaz endotel hicresinde 6nemli bir serbest radikal kaynagidir.
Normal kosullarda ksantin ve hipoksantin NAD varliginda ksantin dehidrogenaz
enzimini kullanarak, drik asit ve NADH a cevrilir.

Ksantin dehidrogenaz
Ksantin + HxO + NAD = Urik asit + NADH + H*
(Hipoksantin)

iskemi sirasinda yiiksek enerjili bir fosfat bilesigi olan ATP metabolizmasi
sonucu hipoksantin ve ksantin gibi ptrin metabolitlerinin konsantrasyonu yukselir ve
dokuda agsiri miktarda hipoksantin birikir. ATP nin yikiminin artigi sirasinda hicre
icine Ca*™ girisi ile kalsiyum proteazin artisina bagl olarak ksantin dehidrogenaz
ksantin oksidaz enzimine dénlismektedir.

Reperflzyon sirasinda aniden ve c¢ok miktarda oksijen sisteme dahil olur.
Sisteme giren oksijen pirinlerin ¢ok sdratli bir sekilde okside olmalarina neden olur.
Urat ve siiperoksit anyon radikali olusur.

Ayrica superoksit anyon radikali endotelial hicrelerde H>O,, HO, HOCI gibi
diger oksijen metabolitlerinin agiga ¢ikmasina neden olur (30, 38, 51).

3.3.9. Sitokinler

Sitokinler cesitli reseptorler araciligi ile hiicreler arasinda sinyal tasiyan solubl
mediatorlerdir. Tim0 buyuklUkleri 8-30 kDa arasinda degisen polipeptidlerdir. Bu
molekdiller lenfositlerin blylime ve farklilagsmasinda, antijenlerin eliminasyonunda ve
hemapoetik hiicrelerin gelisiminde rol oynarlar (54, 55).

Sitokinler etkilerini hedef hiicrede spesifik ylzey reseptérlerine baglanarak
gosterirler. Baslica gobrevleri hucre digi bir sinyali alip hicre i¢i bir sinyale
donustirmektir. Bu reseptérler ligandlarina ylksek affinite gdsterirler ve ¢ok kuguk
miktar sitokinler dahi sellller cevabi veren intrasellller sinyal kaskadini baslatabilirler
(55).

Sitokin reseptérleri transmembran proteinler olup, iki ana birimden olugsmaktadir.

Extrasellller bdlge ile spesifik sitokinlerini baglar, intrasellller bélgeleriyle de sinyal
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iletimini saglarlar. Hedef hiicrelerin membranlarindaki spesifik reseptérlere baglanir,
cogunlukla hedef hlcrelerde gen ekspresyonu ile yarisan sinyal iletim yollarini
tetiklerler. Boylece hedef hlcreler yeni fonksiyon geligtirebilir veya prolifere olabilir
(56).

Serebral iskemi sonrasinda, iskemik doku ve ¢evresinde sitokinler, interlékinler,
kemokinler, l6kositler, adezyon molekulleri gibi ¢ok sayida inflamatuar mediatér
gbzlenmektedir.

Postiskemik inflamasyonun néron Uzerine olumsuz etkisi vardir. iskemi;
mikroglia, endotel hlcreleri ve néronlar aktive ederek, sitokinlerden 6zellikle Tamor
Nekroz Faktor-alfa (TNF-a) ve interlékin1-beta (IL1-B) ekspresyonuna neden olur.
TNF-a ve IL1-B, proinflamatuar diger sitokinlerin serbest kalmasini saglar. Bunlar da
endotel hlcresi ve IOkositlerdeki adezyon molekullerinden selektin, ICAM-1
(interselliiler Adhezyon Molekiilii-1) , VCAM-1 (Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilii-1)

ve integrinleri aktive ederler.

Sonug olarak; l6kositlerin endotel hicrelerine adezyonu ve mikrovaskiler
tikanmalar, sekonder iskemik olaylari meydana getirir. Bunun yanisira, integrinler ve
makrofajlar kan-beyin bariyerini gecerek ndéronlar Uzerine toksik etki gdsterirler.
inflamasyonun hiicre élimine, sekonder perfiizyon bozukluklari ve serbest radikal

dretimi yoluyla katkida bulundugu distntlmektedir (23, 54).

3.3.9.1. TNF Ailesi

Uzerinde en fazla calisilan protein ailesidir. Bir cok sistemde fonksiyonu olan 19
dyesi vardir. Dogal ve kazanilmig bagisiklik, hlcre regulasyonu, farklilagsma ve
apopitozda énemli rollere sahip polipeptid yapida bir sitokindir (56).

TNF vicutta baslica makrofaj, monosit ve nétrofillerden salinir. Bunun disinda
astrosit, mikroglia, diz kas hucreleri ve fibroblastlar da TNF sentezlerler (56,57). 2
formu bulunur; TNF-a (kasektin) ve TNF-B (lenfotoksin). 6. kromozom (izerine
lokalize farkli 2 gen tarafindan kodlanirlar (55). Baslica makrofajlardan salinan TNF-
a 17 kDa, 157 aminoasitten meydana gelirken, TNF-B 25 kDa'dan meydana gelir
(56). Bu iki form birbirleriyle % 35 homolog aminoasit igerir. Buna karsilik reseptorleri

ve etki mekanizmalari aynidir.
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iki tip TNF reseptori (TNF-R) bulunur; p55 (TNF-R1) ve p75 (TNF-R2). Bu
reseptdrler integral membran glikoproteinleridir. Sisteinden zengin ekstrasellller
boélgeleri birbirleri ile homolog iken, intraselliler bélgeler kiguk ve oldukga farkhdir.
p55 reseptoérlerinin intraselliler kismi apopitozun baslamasindan sorumlu olmasi
nedeniyle “6lim bodlgesi” olarak tanimlanir. Olim bdlgesi, TRADD ve RIP gibi diger
sinyal adapt6r molekdlleri ile etkilegirler.

Her iki reseptdér de TNF'nin iki formuna da affinite gdsterir. Sitotoksisite,
aragidonik asid salinimi ve gen ekspresyonunun modulasyonu gibi TNF’nin biyolojik
aktivitelerinin  buyuk kismi p55 reseptérleri tarafindan yGritalir. Buna kargin p75
reseptoérleri, hicre proliferasyonu kontrolu dahil mikroorganizma ve diger patolojik
faktorlere karsi konak savunmasinda kritik bir rol oynamaktadir (55).

TNF, prohormon seklinde membrana entegre halde bulunur. Uyaranlara yanit
olarak 26 kDa'luk membrandéz TNF (mTNF), TNF dénUstiricu enzim (TACE)
tarafindan yikiir ve 17 kDa’luk matir ve solubl form (sTNF) olusur, Olusan
molekdllerin Ggl biraraya gelerek aktif olan homotrimer yapiyi olusturur (58).

TNF-a sentezi interferon, bradikinin, immun kompleksler, siklooksigenaz

inhibitdrleri ve PAF gibi pek ¢ok farkl uyaran ile indiklenmektedir (56).

3.3.9.2. IL-1 Ailesi

IL-1 atese neden oldugundan endojen pirojen olarak da isimlendirilen, beyin
Uzerinde etkileri oldugu tanimlanan ilk sitokindir (59, 60). Sentezlenen IL-1'in ana
kaynagr monositlerdir. Ayni zamanda farkl kaynaklardaki aktive makrofajlardan ve
periferal notrofil granulositlerden de Uretilirler. Bunlarin disinda endotelial hucreler,
fibroblastlar, diz kas hicreleri, keratinositler, derinin Langerhans hicreleri,
osteoklastlar, astrositler, timus ve korneanin epitelial hiicreleri de IL Gretirler.

Birbirine benzer fonksiyonlar gésteren 2 formu bulunur : IL-1a ve IL-183. Her biri
17 kDa olan ve 2. kromozom Uzerinde lokalize olan farkli 2 gen tarafindan kodlanan
bu sitokinlerden IL-1a 159 aminoasitten meydana gelirken, IL-18 153 aminoasitten
olusur (56). IL'in her iki formu da ayni reseptére baglanir; IL-1 reseptér 1 (IL-1RlI). IL-

1RI sinyal Gretimi igin bir aksesuar proteine (AcP) ihtiyag gostermektedir.
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Bu ailenin G¢lnca dyesi IL-1 reseptér antagonisti (IL-ra) dir. IL-17in tim etkilerini
bloke eden ylksek selektif kompetatif antagonisttir. Bu etkileri disinda tanimlanmis
bagimsiz bir etkisi bulunmamaktadir.

Her Ug¢ IL-1 molekull de prekursér olarak olusur. Bunlardan pro- IL-1a ve pro-IL-
1ra biyolojik olarak aktif iken, pro-IL-1B inaktiftir. Pro-IL-1B aktif hale gegebilmek igin
kaspaz-1’in katalizérligtine gereksinim duyar (54, 55, 59, 61, 62). IL-1B salinimi
makrofaj veya mikroglia yUzeyindeki purinerjik P2X; reseptorlerinin ekstraselliler
ATP ile aktivasyonuyla gergeklesir. P2X7 aktivasyonu hlicre ylzeyinde por olusumu,
potasyumun disa salinimi ve kaspaz-1 aktivasyonuna neden olur. IL-1’in reseptdriine
baglanmasi transkripsiyon faktér NF-kappa-B’yi aktive eder (59).

IL-1 ailesinin tOm Gyeleri saghkl SSS'de beyin hiicrelerinden disik dozlarda
eksprese edilirler. IL eksprese eden ilk hicre mikroglialardir. Fakat ayni zamanda
astrositler, vaskuler hicreler ve néronlar da IL Uretirler (54, 59, 62).

3.3.9.3. TNF ve IL’nin SSS’deki Etkileri

Sitokinler periferal dokuda Uretilirler. Néronal ve humoral uyarilar yoluyla beyine
sinyal goOnderirler. Ancak periferal infeksiyon ve inflamasyonda dizeylerinin
yUkselmesiyle beyin hicrelerinden de Uretilirler (54). TNF ve IL-1 pek ¢ok fonksiyonel
ortak 6zelligi paylagmaktadir (55).

Glial hacreler TNF ve IL-1 sentezledikleri gibi, ayni zamanda otokrin bir yolla
salindiklari glial hiicrelere de etki ederler. Her iki sitokin de astrogilozis olarak bilinen
astrosit proliferasyonunu indiiklerler. In vivo deneylerde erigkin kemirgen beyinlerine
IL-1 uygulamasinin astrositozisi stimule ettigi gézlenmistir (63). TNF ve IL-1’in
intraokUler enjeksiyonlari, inflamatuar hicrelerin vaskiler endotelial yapismasini
arttirmakta ve tavsanlarda astrogliozisi uyarmaktadir (64) . SSS hasari sonrasinda
astrositler ve reaktif astrositler yara iyilesmesinde de rol alabilirler. Reaktif astrositler
hasar alaninda ekstraselltler araligin molekuler ve iyonik igerigini reguile ederler ve
nérotropik faktérlerin de salgilanmasini indiiklerler (65). Ozelllikle gelismekte olan
farelerde embriyonik beyin, spinal kord ve periferik sinirlerde TNF-a oldukga ytksektir
(55).

TNF ve IL-1 mikroglial hiicreleri de aktive ederek proliferasyonlarini indiklerler.

Bu proliferasyonun indiklenmesinde her iki sitokin sinerjistik hareket ederler.
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TNF-a in vitro miyelin ve oligodendrosit hasarina aracilik eder, ayni zamanda
oligodendrositlere karsi hiicre élimiyle sonuglanan sitotoksik aktiviteye sahiptir. in
vitro ortamda TNF-B ile inkibe edilmis oligodendrositlerin apopitoza gittigi
gbsterilmigtir.

SSS’de TNF-a Uretiminin ylkselmesi travmatik hasar, iskemi, infeksiyon ya da
parankimal dejenerasyonuna bagli hastaliklarda gériimektedir (55, 66, 67, 68, 69,
70).

TNF ve IL-1 endotelial hiicrelerin permeabilitelerini arttirmaktadir. Bunun sonucu
olarak adezyon molekdillerinin de salinimi indiklenmektedir. Bu durum SSS’de
inflamatuar reaksiyonu genisletirken, lenfosit ve monositlerin daha etkili adezyon ve
proliferasyonuna neden olur. Ayni zamanda TNF endotelial hicrelerin koagulasyon
mekanizmasinda rol almasini saglar. TNF protrombik durumda endotelial hicre
ylUzeyinde dengede anahtar gbérevi gbérmekte ve intravaskller koagulasyonu
induklemektedir.

TNF ve IL-1 kan damar gelisimini stimile eder. DusUk konsantrasyonlarda
sitokinler angiogenezi indUklerken, yiksek konsantrasyonlarda angiogenezi inhibe
ederler. Revaskularizasyonun SSS hasarini izleyen doku yasami ve fonksiyonel
iyilesmesini saglayan plastisite igin gerekli oldugu distnulmektedir (Sekil 3) (55).

Ha=zar

IL-1R1 1R
Astrost

ﬂ IL-1ACF

Man kinazlar
Hicre dlimi Tamir

Sekil 3: Sitokinlerin etki mekanizmasi
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3.3.10. Sinir Blyiime Faktéri (NGF)

Serebral iskeminin neden oldugu oksidatif stres sonucu pek ¢cok zararli madde
meydana gelmektedir. Organizmada bir yandan da hasar olusumunu engellemeye
yada olusan hasari azaltmaya yoénelik faktérler calismaktadir. Bu faktérler arasinda
NGF 6énemli bir yer tutmaktadir.

NGF, Beyin-derive Noérotropik Faktér (BDNF), Nérotropin-3 (NT-3), Nérotropin-
4/5 (NT-4/5) birlikte norotropin ailesini meydana getirmektedir (71,72). NGF,
ndrotropin ailesinin ilk ve en iyi karakterize edilen Uyesidir (73).

NGF ilk olarak 1950’li yillarda Rita Levi-Montalcini tarafindan fare sarkom doku
transplantlarinin tavuk embriyosunda spinal ganglia boyutlarinda artisa neden olmasi
ile kesfedildi. Daha sonra Stanley Cohen tarafindan purifikasyonu ve
karakterizasyonu gerceklestirildi (1985 yilinda her ikisi de Nobel Odili ile
ddullendirildi) (74, 75).

Baslangicta farelerin submaksiller bezlerinden izole edilen NGF’in hipotalamus,
hipofiz, tiroid, testis ve epididimisden de sentezlendigi anlasiimistir. Ayni zamanda
vaskuler diiz kas hucreleri ve fibroblastlar gibi pek ¢cok hiicre tarafindan da Uretilirler
(56).

NGF 305 aminoasitli pro-nérotropin olarak sentezlenir. Preklrsér proteinin N ve
C termallerindeki proteoliz sonucu matir form elde edilir. Her iki form da biyolojik
olarak aktiftir. 130 kDa olan ve 118 aminoasitten meydana gelen NGF, 1. kromozom
tzerinde lokalize olup birbirlerine kovalent bagla baglanmis 3 alt Gniteden olusur; a, 8
vey (56, 71).

a ve y alt Uniteleri yapisal olarak tripsin-benzeri serin proteazlarla ilgili olan
kallikrein ailesindendir. Bunlardan a-NGF inaktiftir. Non-disulfid bagli bir homodimerik
polipeptid olan B-NGF, NGF’nin tim biyolojik aktivitelerinden sorumludur (56, 71).
insan, fare ve rat B-NGF biyolojik aktivitelerinde yaklasik %90 homolog 6zellik
gbsterirler (76). y —NGF ise yUksek spesifik aktif proteazdir ve pre-NGF’yi matur
formuna dénlstirme kapasitesine sahiptir.

NGF etkilerini iki dnemli reseptére baglanarak gosterir; trkA (tirozin kinaz
reseptdér) ve p75 (distk afiniteli nérotropin reseptér, LANR). NGF’nin pek cok
biyolojik aktivitesi trkA'nin ligand bagimli aktivasyonu ile gergeklesir. trkA'ya
baglanma hizi hizlh bir trozin otofosforilasyonu stimile etmesi yaninda, Ras-Erk
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yolagi, fosfolipaz Cy1, PI3 kinaz ve SNT gibi pek ¢cok sinyal transdiksiyon kaskadini
da aktive etmektedir (56, 71).

p75, diger noérotropinleri de kendisine baglayan dustk affiniteli  bir
glikoproteindir. p75 ayni zamanda timoér nekroz faktor reseptér slUperailesinin bir
dyesi olarak bilinmektedir. NF-kB ve c-Jun kinaz (JNK) aktiviteleri ve artan seramid
yapimi gibi transdiksiyon yolaklarinda da rol almaktadir (77) .

Pro-ndrotropinler p75’e matlr noérotropinlerden daha yuksek affinite ile
baglanirken, trk reseptdrlerine zayif olarak baglanmaktadirlar. NGF néronal yasam ve
6lim dengesini idare etmektedir. Pek ¢cok arastirma yasami devam ettirici nérotropin
sinyallerinin trkA reseptorlerinin aktivasyonu ile, o6lium sinyallerinin ise p75
reseptodrlerinin aktivasyonu ile gergeklestigini géstermistir (78, 79).

NGF esas olarak periferik sinir sistemindeki duyusal ve sempatik néronlarin
yasamsal, differansiasyon ve fonksiyonel aktivitelerinden sorumludur. Ayni zamanda
SSS’deki kolinerjik néronlarin gelisimi ve fonksiyonel aktivitesinde, eriskin SSS
dokularinda hasar tamiri ve noral rejenerasyonda 6nemli rol oynamaktadir (56, 71,
84, 85, 86, 87, 88). in vivo NGF uygulamasi, fetal gelisim ve sinir rejenerasyonu
Uzerine etkilidir.

NGF’nin sinir, immun ve endokrin sistemler arasinda belirgin bir dengeleyici role
sahip oldugu dustnudlmektedir (80).

NGF ekspresyonu SSS'nin korteks ve hipokampus gibi spesifik néronlarinda
glutamat aracihg ile pozitif, GABA ile ise negatif etkilenmektedir. Astrositlerdeki NGF
sentezi IL-1, TNF-a ile artmaktadir. Bu faktdrler schwann hucrelerindeki NGF
sentezini ise etkilemedigi gdsterilmistir.

NGF duyusal néronlarda substans P (SP), somatostatin ve vazoaktif intestinal
polipeptid (VIP) gibi pek cok spesifik transmitter benzeri peptid sentezini indukler.
NGF sempatik sinirlerde noradrenalin salinimini inhibe eder (56).

Bunlarin disinda sinir sistemi disindaki dokularda da oldukg¢a genis biyolojik
aktiviteleri bulunmaktadir. Mast hlicreleri NGF’den etkilendigi distinilen ilk néron digi
hicredir. NGF ayni zamanda mast hicrelerinin proliferasyonunu promote eder,
histamin salinimini arttirir ve ¢esgitli uyarilara kargi cevapta bazofiller tarafindan lipid

mediatbrlerin olusumuna neden olur (56, 71).
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Mast hlcreleri disinda insan bazofil, T ve B lenfositleri, monosit/makrofajlarda
da tanimlanmistir. NGF, B-hicrelerinin blylime ve proliferasyonunu ve T-hicrelerinin
buyumesini stimile eder. Dahasi allerjinin anahtar hucreleri olan insan periferik kan
eozinofilleri de yapim ve salimmda NGF'den etkilenmektedir. In vitro insan
polimorfontikleer I6kositlerin kemotaktik migrasyonunu stimile eder (81, 82).

NGF cesitli insan plazma hicreleri ile immunglobulin olusumunu inhibe eder.
Immun ve inflamatuar reaksiyonlarin regllasyonunda aksesuar rol oynar.
Sitokinlerden IL-1, IL-6 ve bFGF (Fibroblast Bayime Faktérd), NGF’nin potent
indUkleyicileridir. NGF, feokromasitoma hticrelerinde glial hticreler i¢in bir blyime
faktérl gibi hareket eden IL-1 sentezini indikler (56).

Pek c¢ok calisma SSS disinda Lupus eritamatosus, psériasis, Kawasaki
sendromu, skleroderma, romatoid artrit, astim, Urtiker-anjioédem, rinokonjunktivit,
Vernal keratokonjunktivit gibi ¢esitli otoimmun, inflamatuar, fibrotik ve allerjik
bozukluklarda plazma ve/veya serum NGF diizeylerinin arttigini géstermistir (83, 89).

3.3.11. Apopitoz

Apopitoz, organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik gbrevini tamamlamis veya
hasarlanmis hucrelerin, zararsiz bir bicimde ortadan kaldiriimasini saglayan ve
genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6lumuddr. Bu fizyolojik sire¢ insanlarda
ve pek ¢ok canlida normal intrauterin gelisme ve erigkin yasami icin hayati dGnem
tasimaktadir (90).

Hicre olumuyle ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 1sik mikroskobunun ve boya
ybntemlerinin kesfiyle baslamis ve ilk olarak nekroz tanimlanmistir (91). Fizyolojik
olarak olugan hucre 6lumu uzun yillardir bilinmesine ragmen “apopitoz “ terimi ilk kez
1972 yihinda Kerr, Wyllie ve Currie adindaki patologlar tarafindan kullaniimigtir. 1972
yllinda, iskemiyle karsilasan dokunun etrafinda nekrozdan daha farkli bir hlcre
6lim0 goésterilmis ve buna aga¢ yapraklarinin gévdeden ayrilmasi anlamina gelen

“apoptozis” adi verilmistir (92).
3.3.11.1. Apopitozun izlendigi Durumlar

Fizyolojik olaylar

e Embriyolojik gelisim sirasinda
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- intrauterin gelisim sirasinda el ve ayak parmaklari baglangicta kapali iken
parmaklar arasindaki hiicrelerin apopitoz ile yikilmasi (93, 94)
- sinir sistemi ve immun sistemin gelisimi (93)
- embriyonun gelismekte olan epidermisinin en Ust sirasindaki bazi hiicrelerin
amnion sivisina atiimasi (93)
e Hormona bagimli doku involusyonu
- prostat, endometrium ve meme dokusu hicreleri (95)
e Surekli prolifere olan hiicre gruplarinin azaltiimasi
- gastrointestinal sistem hacreleri, deri (92)
e Immun sistemin diizenlenmesi
- sitokin yetersizligine bagll T ve B lenfositlerin apopitozu (95)
e Metamorfoza ugramis veya yaslanmis ve bu nedenle fonksiyonlarini kaybetmis

hiicrelerin ortadan kaldirilmasi (91, 96, 97)

Patolojik olaylar

e Tumodrlerde hem blyime hem de regresyonda izlenen hicre d6limu

e Baz viral hastaliklardaki hiicre 61im
- HIV-1, HCV, Adenovirus enfeksiyonlarinda (95)
-~ viral hepatitde kc. de olusan apopitotik hicreler Councilman cisimleri olarak
bilinir (95)

e Pankreas, paratiroid ve bébrek gibi organlarda kanal obstruksiyonuna bagli
gelisen atrofilerde (94)

e Hipertermi, radyasyon, sitotoksik kemoterapi, hipoksi gibi ¢esitli fiziksel ya da
kimyasal etkenlerle olusan hicre élimu (91, 96, 97).

3.3.11.2. Apopitozdaki Morfolojik Degisikler

Apopitozda 11k mikroskobisi ile ge¢ dénem degisiklikler tanimlanabilmekteyse
de en iyi elektronmikroskopik gériintiileme ile sonug alinabilmektedir. Ozellikleri:
1) Yiizey organellerinin kaybi: Mikrovilluslar, baglanti noktalari ortadan kalkar ve
hicrenin komsulari ile baglantisi kesilir.
2) Hicre buzilmesi: Hicre daha kiglk boyuttadir, sitoplazma yogdundur,

organeller géreceli olarak normal olmalarina ragmen daha siki paketlenmistir.
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3) Kromatin kondansasyonu: Apopitozun i1gilk mikroskobunda da secilen en
karakteristik 6zelligidir. Kromatin periferde c¢ekirdek zarinin altinda cesitli sekil ve
buyuklUklerde, iyi sinirli, yogun kitleler olarak kimelenir. Cekirdek ise iki ya da daha
fazla parcaya ayrilabilir.

4) Sitoplazmik baloncuklar ya da apopitotik cisimlerin olugsumu: Hicrede
membran digina dogru baloncuklar olusur. Sonra bu baloncuklar ¢ok sayida
cekirdek parcasi icerebilen zarla cevrili sitoplazma ve organel pargaciklar seklinde
hicreden ayrilir.

5) Apopitotik cisimler ve hiicrelerin fagositozu: Komsu hucreler, parankimal
hucreler ve makrofajlar bu cisimcikleri fagosite eder. Apopitotik cisimler hizla
lizozomlar iginde pargalanir, komsu hicreler migrasyonla ya da prolifere olarak
apopitotik hticrenin boslugunu doldurur (4, 90, 95, 97, 99).

Rutin 151k mikroskobik histolojik incelemede hematoksilen eozin ile boyanmig
dokularda, apopitoz tek hicreyi veya hicre kimelerini tutar. Apopitotik htcreler
yuvarlak veya oval, yogun eozinofilik sitoplazmali yogun ¢ekirdek kromatin parcalari
ile birlikte goérulir. Hicre kiglUlmesi ve apopitotik cisimlerin olugsmasi hizlidir ve
parcalar hizla fagosite edilir, parcalanir veya limene dokulur. Histolojik kesitlerde
gorundr olmadan 6nce dokuda anlamli apopitoz meydana gelebilir. Ek olarak
apopitoz nekrozdan farkh olarak inflamasyon olusturmaz ve bu da histolojik olarak

saptanmasini guglestirir (95).

3.3.11.3. Apopitoz Mekanizmasi

Apopitoz degisik olaylarla aktive olur. Baglangic fazi icin ilk énce, hicrenin ilgili
genetik mekanizmayi harekete gecirecek bir sinyal ile kargilasmasi gerekir. Bu
sinyaller hlcre iginden veya digindan gelebilir (99, 100, 101).

Bu sinyaller iki ana apopitotik yolu, hiicre digi/hticre 610m reseptdri ya da hicre
ici/mitokondrial yolu harekete gegirirler. Bu her iki yol da kaspazlari aktive eder.
Aktive olan kaspazlar hedef proteinlerini yikarak, hicre i¢i degisiklere neden olur.
Sonugta hiicre parcalanarak apopitotik cisimlere ayrilir. Apopitotik cisimler de

fagositoz yoluyla yok edilirler (90).
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3.3.11.3.1. Ekstrensek Yol

Hicre disindan kaynaklanan ve hicre ylzeyindeki 6lim reseptoérlerinin
tutulmasi ile diizenlenen apopitozdur.

Apopitozda rol alan membran 6lum reseptdrleri iginde en énemli grup timor
nekroz faktor reseptdr (TNFR) ailesidir. Bu reseptdr grubunun tim Gyeleri apopitoz
olusturmaz. TNFR icinde apopitoz olusturan reseptérlerden en énemlileri Fas ve
TNFR1 dir. Bu reseptorler sinyalleri hiicre igine 6lim zinciri igeren “adaptodr protein”
adi verilen birtakim bagka proteinlerin yardimi ile tagsirlar. Reseptorlerin
sitoplazmanin i¢ kisminda kalan kisimlari bu reseptoérlere ligand baglandigi zaman
apopitotik mekanizmayi uyararak “adapt6r proteinlere” baglanirlar. Adaptér proteinler
de apopitoz icin baslatici olan kaspazlara (6rn; prokaspaz 8) etki ederek
aktiflesmelerini saglar (90, 102, 103).

Hlcre yUzey reseptérlerinden Fas (CD95, APO-1)’a Fas ligand baglanir. Bunun
sonucunda Fas resptérinin hiicre igindeki pargasi adaptér proteinlerden Fas adaptér
proteinle (FADD) birleserek 6lim baslatan sinyal kompleksi (DISC) meydana getirir.
DISC’in olugsumuyla da prokaspaz 8 aktifleserek diger kaspazlarin aktivasyonunu
baglatir (99).

Hicre ylUzey reseptérlerinden TNFR1’e ise ligand olarak bir sitokin olan TNF
baglanir. THFR1’in hiicre igindeki pargasi ise TNFR adapt6r proteinle (TRADD), daha
sonra da FADD ile birleserek prokaspaz 8 aktivasyonuna neden olur. Bu da
ekstrensek ve intrensek yolda ortak tetikleyici olan kaspaz-3'U0 aktive eder (3, 91,
104).

3.3.11.3.2. intrensek (mitokondrial) Yol

Artmis mitokondriyal gegirgenlik ve apopitoz dnclst molekillerin sitoplazmaya
gecmesi sonucunda olur. i¢c sinyaller ile olusan apopitozda mitokondri dénemli rol
oynamaktadir. Apopitoz ile ilgili pek ¢ok protein mitokondri zarinda bulunmaktadir.
Gelen sinyaller dis mitokondri zarinda gegirgenlik artisina neden olurlar. Bunun
sonucunda da mitokondrial proteinler sitoplazma ve/veya ¢ekirdege salinirlar (105).

Mitokondri dig zarinin gegirgenligini bazi proteinler ayarlamaktadir. Bunlarin en
6nemlisi  bcl-2 grubu proteinlerdir. Bcl-2 ailesi, hicrenin apopitozdan korunmasini
saglayan antiapopitotik Uyeler ve apopitoza yol agan pro-apopitotik Uyelerden
meydana gelir (106).
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Bcl-2 proteini antiapopitotiktir. Mitokondri dis membranina ve apopitoz proteaz
aktive edici faktér 1 (Apaf 1) e tutunmustur. Hicrenin iginden kaynaklanan apopitotik
sinyaller Apaf 1'in mitokondriden ayrilmasina neden olur. Bu ayrilma dis mitokondri
zarinin gegirgenligini arttirir. Gegirgenligin artmasi, mitokondrinin iki zari arasinda
bulunan sitokrom c¢'nin sitoplazmaya ¢ikmasina neden olur. Sitokrom ¢ sitoplazmada
apaf 1, kaspaz 9 ve ATP ile birlesir. Olusan yapiya apoptozom adi verilir. Apoptozom,
sonlandirici kaspaz olan kaspaz-3'0 aktive ederek apopitoza neden olur (90, 107).

Apopitozda rol oynayan bu proteinlerin disinda mitokondrinin i¢ membraninda
bulunan bir flavoprotein olan AIF (Apopitoz indUkleyici faktér) kaspazlardan bagimsiz
olarak mitokondriden cekirdege gecer ve kromatin kondansasyonu ile DNA
parcalanmasina neden olur. Ayrica IAP (apopitoz inhibe edici protein) ve FLIP (flice
ligand inhibitor protein) proteinleri sitoplazmada énemli antiapopitotik proteinler olarak
tanimlanmiglardir (106, 108).

3.3.11.3.3 Kaspazlar

Kaspazlar genellikle sitoplazmada aktif olmayan proenzim seklinde bulunurlar.
Hucre apopitoza basladiktan sonra parcalanir, aktif hale gecerler ve bu aktif kaspazlar
proteolitik dénglde degisik hedeflere etki ederler. Bu gine kadar tanimlanan 14
kaspaz bulunmaktadir. Kaspazlar iki gruba ayrilirlar:

1) Baslatici kaspazlar: Apopitotik sinyal yolunun erken safhasinda etki
gbsterirler. Adaptdr proteinler veya spesifik bdlgelerle etkilesime girerek 6lim
sinyallerini ilerletici kaspazlara iletirler. kaspaz-2, kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-10
kaspaz-12

2) ilerletici kaspazlar: Hedef proteinleri pargalayarak hiicrede apopitotik yikimi

gerceklestirirler. kaspaz-3, kaspaz-6, kaspaz-7

Olim reseptérleri adaptér proteinler araciligi ile, i¢ sinyaller ise mitokondri
aracihgi ile kaspazlari aktive eder. Aktive olan baslatici kaspazlar da zincirleme olarak
diger kaspazlari aktive ederler. Apopitozun bu son fazi proteolitik bir sirali tepkimedir
ve kaskatl selaleyi andinir. Bu yuzden de bdyle hlcre ici sirali tepkimelere kisaca

kaskat denilmektedir. Sonlandirici kaspazlar da aktive olduktan sonra sitoplazma ve
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cekirdek icindeki hedef proteinleri hidrolizleyerek yikarlar. Hicre iskeleti ve ¢ekirdek
matriks proteinlerini yikarak hicre iskeletini parcalarlar (109, 110, 111, 112, 113).
Sonugta ATP dlzeylerindeki digme ile baslayan iskemi pek ¢ok histolojik ve
biyokimyasal degisik ile sonuglanmaktadir. Serebral iskemi sonucu eksitotoksisite ve
asin kalsiyum yuklenmesi, serbest radikal olusumu ve lipid peroksidasyonu gibi
mekanizmalar birbirleriyle igice gegcmis karmasik bir iligki icindedir ve tum bunlarin
sonucunda da htcre 6limU meydana gelmektedir (3, 101, 102, 114, 115, 116) (Sekil

4).
iskemik Ekstraselliler intraselltiler
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Sekil 4: Serebral iskemi mekanizmasi
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3.4. GINKGO BiLOBA EXTRESI (EGb-761)

Ginkgo biloba (GB) antik bir Cin agacidir. Saghga yararl etkileri nedeniyle
yetistiriimis ve korunmustur (9). 5.000 yildan fazla zamandir meyve ve tohumlari
geleneksel Cin tibbinda astim, ékstrik ve enlresis tedavisinde kullaniimaktadir (10).
EGb-761, Ginkgo biloba agacinin yapraklarindan elde edilen patentli bir extredir.
1964’te gelistiriimesinden sonra ¢ok sayida hastalik ve bozuklukta etkileri arastiriimistir
(9).

EGb-761’in hazirlanmasi icin GB yapraklari henlz yesilken toplanip kurutulur ve
15 adimh ekstraksiyon iglemine alinir. Ekstraksiyon islemine aseton—su karigimiyla
baglanir, sonra lipofilik yapilar ¢ikartilir ve aktif bilesenler konsantre edilir (9, 10).

EGDb-761 ekstresinde standart olarak %24 flavonoid glikozidler ve %6 terpenoid
laktonlar bulunur. Flavonoidler esas olarak quarsetin, kamferol ve isorhamnenitin
glikozdur. Terpenoid fraksiyonu diterpenler (ginkgolid A,B,C ve J) ve bilobalid’den
olusur. Ayrica EGb-761, ekstrenin suda ¢6zinurliginde rol oynadidi bildirilen kinlrenik
asit, hidroksikindrenik ve vanilik asit dahil organik asitleri icerir (9, 10, 117, 118).

Oral alim sonucu gastrointestinal sistemden hizla emilmektedir. Ginkgolid A,
ginkgolid B ve bilobalid komponentlerinin biyoyararliligi oldukga iyidir. Ginkgolid A igin
%100, ginkgolid B igin %93, bilobalid i¢in %72 biyoyararlanim mevcuttur. Maksimum
plazma konsantrasyonu ginkgolid A igin 15 ng/ml, ginkgolid B icin 4 ng/ml, bilobalid igin
ise 12 ng/ml'dir. Yarilanma émrt ise 3,2-7 saat arasinda degismektedir (9).

EGb-761'in pek ¢ok biyokimyasal ve farmakolojik aktiviteleri bulunmaktadir:
Antioksidan etkileri: Ozellikle terpenoid fraksiyonlar etkiler (9, 119, 120).

- Normal metabolizmanin oksidan yan drlnleri mitokondri tarafindan devamli
dretilir. Bu reaktif oksijen turleri DNA, protein ve lipidlerde oksidatif hasara neden
olabilir. Terpenoidlerin antioksidan 6zelliklerinin serebral ve lipid metabolizmasi ve
farkli nérotransmitterler Gzerine etkilerine bagli oldugu dusintlmektedir (120).

- Peroksid radikal ¢épgusudur (121).

- EGb-761’in sliperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi oldugu bilinmektedir (9, 10).

- Iskemi-reperflizyon sirasinda superoksit anyonlari ksantin oksidaz sistemiyle
olusur. Meydana gelen superoksit anyonlarini ortadan kaldirmaktadir (9).
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- ROS’un doku dizeylerini dislrerek, membran lipid peroksidasyonunu énleyerek
NO’i ortadan kaldirma kapasitesi vardir (122, 123).

- Nitrik oksid olusumunda inhibisyona neden olur (122).
e Noroprotektif etki

- Ozellikle beyin dokusunda olmak iizere hipoksiye toleransta artisa neden olur. Bu
etki fosfodiesterazlar ve Na-K-ATPazlara bagl oldugu disintlmektedir (117).

- Travmatik veya toksik nedenlerle olugan beyin 6deminin gelismesinde inhibisyon
ve regresyonun hizlanmasina yol agar (124).

- Kortikal infakt hacmini azaltir (124, 125, 126).

- Serebral korteksin periferal benzodiazepin reseptdr (PBR) seviyesinde azalmaya
neden olmaktadir (123).
e  PAF (Platet aktivasyon faktéril) antagonizmi etki: Ozellikle ginkgolid fraksiyonu
sorumludur. PAF hicre membraninda yapilan bir otokoiddir, fosfolipid yapisindadir
ve baglica inflamatuar hucreler olmak Gzere pek ¢ok hucre tarafindan salgilanir. Akut
iskemik olaylarda hicre dejenerasyonunda énemli bir mediatér olarak karsimiza
ctkmaktadir. Ekstre icindeki gesitli terpen tirevleri PAF In hedef hiicrelerde kendine
6zgU reseptdrlerini antagonize ederek etki gdsterir. PAF iskemi sonucu dokularda
vaskuler permiabiliteyi arttirmakta ve hicre iskeletinde bozulma ve endotel hasarina
neden olmaktadir (9, 127).
o Kanin akiskanhk 6zelliklerinin iyilesmesini saglar. Eritrosit hiperagragasyonu ve
deformitesi Uzerindeki etkileri sayesinde kan viskositesini anlamh &lgtde azaltir (9,
10).
e Ozellikle mikrosirkulatuar alanda olmak (izere kan akiminin diizelmesine yol
acar. Beyin ve ekstremiteler igin gerekli olan oksijen ve kan akimini saglar. Beyne
giden kandaki oksijen miktarini arttirir. Kan damarlari ve kapiller duvarlarin elastisite
ve dayanikhligini arttirir. Kan-beyin bariyerinden glikoz alimini artirir (118).
e Antiapopitotik etki: Antiapopitotok etki mitokondrial bitlinligu korumada énemli
rol oynamaktadir. Apopitotik kaspaz gselalesinin baglamasina 6nclUlik eden
apoptozom olusumunda kritik bir basamak olan mitokondriden sitokrom ¢ salinimini
azaltmaktadir. Antiapopitotik bcl-2 benzeri protein transkripsiyon regulasyonunu
arttirmakta, endoplazmik retikulumda spesifik bir stres proteini olan pro-apopitotik

kaspaz-12 transkripsiyonunu azaltmaktadir. Apopitozda anahtar rol oynayan kaspaz-
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3 aktivasyonunu ve sonugta da nikleer DNA fragmantasyonunu inhibe etmektedir
(124, 128).

e Noronal plastisiteyi artirir (123).

o Hipokampusta kolin aliniminda dizelmeyle birlikte muskarinik kolin reseptorleri
ve alfa 2-adrenoreseptorlerin yasa baglh azalmasinin inhibisyonuna neden olur (129).
o Retina 6deminin ve retina hicrelerinde lezyonlarin azaltir.

o Hafiza, dil, oryantasyon ve 6grenme kapasitesinin gelismesine neden olur (9,
10).

o Noéroblastoma hulcrelerinde amiloid $ agregasyonunda inhibisyona yol acar
(117).
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3.5. SELENYUM

Selenyum 6nemli bir eser elementtir. Bir eser element oldugu 1957 yilinin
sonlarinda bulunmustur (130). Selenyum bilesikleri pek c¢ok hicre siklusundaki
regulatuar proteinler, sinyal molekdlleri, proteazlar, mitokondri ile iligkili faktorler,
tarnskripsiyonel faktérler, timdér supressor genler, poliamin ve glutatyon seviyelerinin
ekspresyonlari ve/veya aktivitelerini diizenlerler (131).

Kimyasal o6zellikleri yoéninden kuklrte benzer. Karbona kovelant baglarla
baglanabilir. Kikirt atomuna gére 10.000 kat daha fazla nikleofiliktir. Glutatyon
peroksidaz enziminin aktif bélgesinde yer alan ve peroksit metabolizmasinda aktif bir
katalisttir. Selenyumun GSH peroksidazin aktif bdlgesinde olduguna dair ilk bilgiler
Rotruck ve arkadaslari tarafindan selenyum eksikligi bulunan sigan eritrositlerinde
peroksitin yol ac¢tigi hemolizin ileri derecede siddetlendiginin goésteriimesi ile
saptanmigtir (10, 131).

Glutatyon peroksidaz enzimi molekll basina 4 atom selenyum igerir. Glutatyon
peroksidaz enziminin aktif merkezinde ¢ok nadir bir aminoasit olan selenosistein
bulunmaktadir. Enzimin molekdl agirhdr 84.000 moldir. Bu enzim herbiri bir atom
selenyum kapsayan ve yaklasik 21.000 mol agirlikh 4 alt birimden olugsmaktadir (131,
132).

GSH peroksidaz karaciger, bobrek, eritrosit, damar endotel tabakasi, gézin
lensi basta olmak Gzere bircok hiicrede bulunmakta ve hiicre membrani ile hicrenin
fonksiyonel proteinlerini oksidan ajanlara karsi korudugu kabul edilmektedir.
Eritrositlerde H»O» ve lipid hidroperoksitlerinin yikimini, indirgenmis glutatyonu ile
katalizler. Antioksidan mekanizmada 6nemli bir rol oynamaktadir (130, 133, 134).

Yetiskin bir insan igin selenyum ihtiyaci 55 pg/gun olarak kabul edilmistir. Bunun
10-30 kati toksik etkilere neden olur. Selenyum bilesiklerinin akut toksisitesi ana
olarak santral sinir sistemini etkilemektedir. Yaygin nekroz ve hemoraji, akcigerlerde
bu lezyonlara sekonder olarak hipoksi ve 6lim goérulebilir (130, 134, 135).

Eritrosit, kalp, karaciger, bdbrek, duedenum, testis, pankreas gibi ¢ok sayida
dokuda selenyum baglayan proteinlerin cogu 58 K ve 26 K dalton alt birimlerinden

olusmustur. Selenyumun biyolojik fonksiyonlari selenoproteinler tarafindan yartaltr.
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30 cesit selenyum baglayan protein bulunmaktadir. ilk kez selenoprotein P nin
selenyum icin bir tagiyici protein oldugu tesbit edilmistir (10, 11, 136).

Gastrointestinal sistemden absorbe olan selenyum emilim mekanizmasi ve
emilim yeri hen(iz belli degildir. insanlarda selenyum emilimi % 40 oranlarinda oldugu
g6zlenmistir. Miktarlari; tim kan 18,2 ug/100 ml, eritrosit 23,6 pg/100 ml, plazma 14,4
ug/100 ml, semen 54 ug/100 bulunmaktadir. Yas ilerledikce plazma ve hicre
selenyum igeriginin azaldigi éne surdlmuistir. Selenyum fazlasi dimetil selenid olarak
akcigerler yoluyla veya trimetil selenid olarak idrarla yoluyla vicut digina atilir (130).

Sinir sisteminde iskemi sonucu glutamat salinimi ve Ca*? artisina bagli olarak
ortaya cikan oksidatif stresi ile glial aktivasyon artigsina neden olarak doku hasarini
azaltmaktadir. Eksitotoksisiteyi dnlemekte, glutatyono-mimetik etki ile ndroprotektif
Ozellik géstermektedir (137, 138, 139).

Kanser ve perkanserdz lezyonlarda kuvvetli bir kemoprevantif ajandir. Ozellikle
6zefagus, akciger, ovaryum, pankreas, tiroid, melanom, prostat ve kolon kanserlerine
kars! koruyucudur (140, 141).

Mitokondrinin ATP sentezinde, koenzim biosentezinde ve immunolojik olaylarda
blydk rol oynamaktadir.

Testikller dejenerasyon, spermde hassasiyet ve motilite azalmasina neden
olmaktadir. Eksikliginde tiroid hormon metabolizmasinin etkilendigi, ayrica

testesteron hormon sekresyonunun azaldigi géralmusttr (130).
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4. GEREC VE YONTEM

Calismamizda Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakdiiltesi Deneysel Arastirma
Birimi’nden (DETFAB) temin edilen 200-300 g. agirhginda Wistar-Albino erkek
sicanlar kullanildi. Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarinda Wistar Albino susunun bulunmasi ve literatirle uyumlu olmasi
nedeniyle bu tlr denek tercih edildi. Deneklerin calisma sdresince barindiriimasi ve
bakimlari bu Unite tarafindan yapildi. Denekler arastirma baslangicina kadar 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik ortamda 20+2°C oda sicakhginda barindirildi ve standart
pellet yem, musluk suyu ile beslendi.

Sham grubunda 4, diger gruplarda 14 denek olacak sekilde 5 calisma grubu
olusturuldu. Her gruptaki hayvanlarin yarisi histolojik ve immunhistokimyasal
incelemeler icin diger yarisi da kan ve doku antioksidan enzim aktivitesi igin
kullanilmak Gzere ayrildi. Deney gruplar asagidaki sekilde diizenlendi;

Grup I.  Sham. Arteria carotis communis agida ¢ikartildiktan sonra herhangi bir

islem yapilmayan grup.

Grup Il. iskemi - reperflizyon (iR) uygulanip salin (SF) verilen grup.

Grup llI. iskemi- reperflizyon uygulanip ginkgo biloba ekstresi verilen grup.

Grup IV. iskemi- reperfiizyon uygulanip selenyum verilen grup.

Grup V. iskemi- reperflizyon uygulanip ginkgo biloba ekstresi ve selenyumun

birlikte verildigi grup.

Deneysel iskemi-reperflizyon modelinde kullanilan deney hayvanlarn (n=56)
deneyin bir gece dncesinden a¢ birakildi. Anestezileri intraperitoneal (i.p.) 80 mg/kg
ketamin ile yapildi. Deneklere, sirt Ustl pozisyon verildikten sonra steril sartlar altinda
deneklerin boyunlari hiperekstansiyona getirilerek orta hattan vertikal olarak 0.5-1
cm’lik cilt, cilt alti insizyonu yapildi. Trakea bulunarak sag arteria carotis communis
45 dakika boyunca klemplendi (Resim 1). 45 dakika sonra klemp agilarak
reperflizyon saglandi ve insizyon kapatildi. Sham grubuna ise anestezi
uygulandiktan sonra sag arteria carotis communis agiga c¢ikarildi ve klemp
uygulanmadan tekrar insizyon kapatildi.

Ginkgo biloba, selenyum veya salin tedavileri iskemi olusturulduktan sonra 14
gln slreyle yapildi. Ginkgo biloba ekstresi (Schwabe Extracta GmbH& Co. KG,
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Almanya) 50 mg/kg/gin, selenyum (Na,SeOs; %98 toz, S1382 Merck) 0.625
mg/kg/gln i.p. olarak verildi. Bu slre iginde herhangi bir nedenle deneye devam
edemeyen ya da deney bitmeden yasami sonlanan denekler, grup sayilari korunarak
deney ve istatistik kapsamindan ¢ikarildi.

14 gUnlik tedavi suresinin  sonunda histolojik ve immunhistokimyasal
incelemeler igin ayrilan denekler, eter anestezisi altinda %10’luk tamponlanmig nétral
formalin ile transkardiak perflize edildi. Ratlar servikal dislokasyon ile sakrifiye
edildikten sonra beyin dokulari ¢ikartildi ve %10’luk tamponlanmig nétral formaldehid
icinde fikse edildi.

Biyokimyasal incelemeler igin ayrilan deneklerden ise yine eter anestezisi
altinda vena cava caudalisten 3-4 cc. kan alindiktan sonra serum fizyolojik ile
transkardiak perflize edildi. Ratlar servikal dislokasyon ile sakrifiye edildikten sonra
beyin dokular c¢ikartilarak buzla sogutulmus ortamda prefrontal korteks ve
hipokampus bdlgeleri mikrodiseksiyonla ayrildi.

Calisma sonunda ortaya ¢ikan atiklar Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakdltesi
Deney Hayvanlari biriminin kurallarina gére yok edildi.

Resim 1: Deney sirasinda iskemi olusturmak icin arteria carotis communise klemp

uygulanmasi.
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4.1. Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolii

Beyin dokulari %10'luk tamponlanmis nétral formalin icerisinde 48 saat tespit
edilerek rutin doku takip islemi baglatildi. Tespit maddesinin uzaklastirilmasi igin 1 gece
akar su altinda yikandiktan sonra, 60°C de etlivde 20'ser dakika sirasiyla %70, %80,
%96'ya artan etil alkol serilerinden gegirildi. Daha sonra 60°C de etlivde 20’ser dakika
dort degisim asetonda dehidrate edildi. Ardindan seffaflandirma amaciyla 60°C de
etlivde 30'ar dakika iki degisim ksilolde bekletildi. 60°C'lik etlivde iki degisim halinde
1’er saat parafin ile immersiyonu saglanarak ince doku dilimleri parafin bloklar
icerisine gémuldu. Rotary mikrotom (1130 Biocut, Reichert-dung) araciligi ile 5 p'luk
koronal kesitler alindi. Kesitler rat beyin atlasina (142) gére prefrontal korteks icin 11,
12. duzlemler, hipokampus igin 21, 23, 25. dizlemlerden alind..

Kesitlerin bir kismi doku histolojisini incelemek amaciyla crezyl-violet ile
boyandi, diger kesitler polilizinli lamlara yerlestirilerek apoptotik hicreleri isaretlemek

amaciyla indirekt immunohistokimyal yéntemle apostain ve kaspaz-3 uygulandi.

4.1.1. Crezyl-violet boyamasi

Alinan parafin kesitler 3 giin 37° de etlivde bekletildi. 20 dakika 60°C de etlivde,
20 dakika da iki degisim halinde oda isisinda olmak Uzere (¢ degisim ksilolde
bekletildi. Ardindan %96'dan %60'a azalan alkol serilerinden gecirilerek hidrate edildi.
Distile suda yikandiktan sonra 0,2 gr Crezyl-violet boyasi (61123 Fluka, Chemika) 150
ml. distile suda c¢6zllerek STOK solusyon yapildi. 30 ml STOK solusyon 100 ml
0,1M, pH 3,5 asetat tampon ile sulandirilarak %30’luk c¢alisma solusyonu
hazirlandi. Kesitler gcalisma solusyonu igerisinde 20-30 dakika bekletildikten sonra
%96’lik alkolle calkalandi. 3 kez 20 dakika ksilol ile seffaflandirma yapilip entellan (UN
1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatild.

4.1. 2. Hiicre sayimi

Crezyl-violet ile boyanan kesitlerin goéruntdleri, 1sik mikroskobu (Olympus BH-2
Tokyo, Japonya) ve ylksek rezollsyon video kamera (JVC TK-890E, Japonya) iceren
bilgisayar destekli gérintli analiz sistemi kullanilarak elde edildi. Prefrontal korteks ve

hipokampal CA1 néron sayilan 20x Olympus lensle gortntilenen monitérde yaklasik 6000
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um? lik sayim gercevesi yardimiyla sayildi. Sayim gercevesi goriintii analiz sistem monitdr
Uzerine randomize olarak 5 kez yerlestirildi. Prefrontal korteks néronlari ile hipokampal CA1
néronlari sayildi ve elde edilen sonuglarin ortalamalar alindi ve istatistiksel olarak
degerlendirildi.

4. 2. Immunohistokimyasal Analizler

Genel ilke;

imunohistokimyasal analizler, hiicre ve dokulardaki var olan 6zel proteinlerin
belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Asagida belirtilen tG¢ temel adim uygulanir: 1)
Primer antikor 6zel antijene baglanir, 2) Antijen-antikor kompleksi, bir konjugasyon
enzimi yardimiyla ikinci bir antikorla baglanir, 3) Substrat ve kromojen varliginda, bu
enzim antijen-antikor baglanma bélgesinde renkli bir depozite dénlgtr. Gérinim is1k
mikroskobunda histopatolojik olarak degerlendirilir.

4.2.1. Apopitoz Analizi
Apostain yéntemi (Mab to ssDNA (F7-26))

Genel ilke;

Yukarida belirtilen ve diger immunohistokimyasal analizlerde uygulan ilkeler Apostain
yéntemi icin de gecerlidir. Ancak bu analizde diger ilkelere ek olarak, hedef antijen
olan apoptotik DNA, yiksek i1sida ve formamid varliginda denattire edilir. Tek zincir
DNA'’ya 6zel monoklonal antikor (F7-26) ile boyanir.

Uygulama basamaklari;

1- Lizinli lamlara alinan 5 p'luk kesitler 56—60 “C da bir gece etlivde bekletildi.

2- Deparafinizasyon iglemleri igin 30'ar dakika iki degisim ksilole tabi tutuldu.

3- Sirasiyla %95, %80, %70 alkol serilerinden gecirilip hidratasyon saglanarak 5
dakika distile suda bekletildi.

4- Kesit ¢evresi, lam kalemi (DAKO PEN) ile sinirlandirlidi.

5- Lamlara 100 er pl saponin (0.2 mg/ml PBS iginde) ilave edilerek oda sicakliginda
20 dk bekletildi. PBS ile yikandi.
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6- 20 dakika oda Isinda proteinaz K (20 pg/ml PBS iginde) ile inkibe edildi. PBS ile
yikandi.

7- Ug defa 5’er dakika distile su ile yikandi.

8- Onceden 56-60°C ye Isitilmis %50 formamid sollisyonu icinde 20 dakika etiivde,
daha sonra da 5 dakika soguk PBS iginde bekletildi.

9- Daha sonra %3’lUk hidrojen peroksidte, endojen peroksidazi inhibe etmek amaci
ile 5 dakika bekletildi.

10- PBS ile yikanan kesitler non-spesifik baglanmayi engellemek icin yagsizlastirimig st
tozunda 37°C da inkilbe edildi. PBS ile yikandi.

11- 30 dakika 100 pl 6nceden hazirlanmis monoklonal antikor F7-26=Apostain
(Chemicon- ABD& Kanada) ile inkiibe edildi. PBS ile yikandi.

12- 1/100 dilisyonunda peroksidaz-conjugated anti-mouse IgM ile 60 dakika inkibe
edildi. PBS ile yikand!.

13- Reaksiyonunun goéranarligund saptamak amaciyla 100 pl diaminobenzidine (DAB)
ile boyandi. Distile su ile yikandi.

14- Mayer hematoksilen ile art alan boyamasi saglandi.

15- %80 ve %96'lik alkollerde dehidratasyon yapildi.

16- 3 kez 20 dakika ksilol ile seffaflandirma yapildi.

17- Entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi.

4.2.2. Kaspaz Analizi
Caspase 3 ( CPP32) Ab-4

Genel ilke;

Yukarida belirtilen ve diger immunohistokimyasal analizlerde uygulan ilkeler Caspase
3 yOntemi icin de gecerlidir.

Uygulama basamaklari;

1- Lizinli lamlara alinan 4 p'luk kesitler 56—60 “C da bir gece etlivde bekletildi.

2- Seffaflandirma amaciyla 15'ser dakika iki degisim ksilole tabi tutuldu.

3- Sirasiyla %96, %80, %70 alkol serilerinden gecirilip hidratasyon saglanarak 5
dakika iki degisim distile suda bekletildi.

4- Kesitler sitrat solusyon igine konularak mikrodalgada 650 W’a soklandi.
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5- 20 dakika kapaklar agilarak ¢ozeltinin iginde sogutuldu. Distile su ile yikandi.

6- Kesit cevresi, lam kalemi (DAKO PEN) ile sinirlandirildi. PBS ile yikandi.

7- Endojen peroksidazi inhibe etmek amaci ile 15 dakika %3’luk hidrojen peroksid
uygulandi. PBS ile yikandi.

8- Kesitler 1 saat bloklama solusyonu (TA-125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile
inklbe edildi.

9- Bloklama solusyonu dokudan uzaklastirilip, énceden hazirlanmig 100 pl primer
antikor (RB-1197 Neomarkers, Fremont, CA) ile 60 dakika inkube edildi. PBS ile
yikandi.

10- Kesitler anti-mouse biotin sekonder antikor (TA-125-UB, Lab Vision, Fremont,
CA) ile 20 dakika muamele edildi. PBS ile yikandi.

11- Kesitler anti-mouse streptavidin sekonder antikor (TA-125-UB, Lab Vision,
Fremont, CA) ile 20 dakika boyandi. PBS ile yikandi.

12- Reaksiyonunun goérunarligini saptamak amaciyla 100 pl diaminobenzidine (DAB)
ile boyandi. Distile su ile yikandi.

13- Harris hematoksilen ile art alan boyamasi saglandi.

14- %80 ve %96'lik alkollerde dehidratasyon yapildi.

15- 3 kez 20 dakika ksilene ile seffaflagtirma yapildi.

16- Entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi.

4.3. Biyokimyasal Analizler

4.3.1. Rat TNF-a (Tumor Necrosis Factor- Alpha) Analizi
Serum ve doku TNF-a dlciiminde, BIOSOURCE standart rat TNF-a immunoassay
kiti (KRC3011C, Biosource, USA) kullanildi.

Genel ilke;

Test kantitatif olarak o6lgilen “sandwich Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay”
(ELISA) temeline dayanir. Anti-rat TNF-a kapli mikrotitrasyon kuyucuklarina
ornek/standart uygulanir. inkubasyon yapilir. Biotinlenmis antikor ve streptavidin
HRP, antijene baglanir (immun reaksiyonun 1. basamagi). Sonucta peroksidaza
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bagll immun kompleks, TMB substrati ile fotometrik olarak &lgulebilen renk
reaksiyonu verir. Renk yogunlugu, rat TNF- a konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Testin duyarhihdi; 4 pg /ml dir.

Test icerigi;

TNF standardi, standart dillenti, inkubasyon sollisyonu, rat TNF-a yUksek ve disik
kontrolleri, biotinlenmis antikor reaktifi, biotinlenmis antikor konsantresi, HRP
solisyonu, HRP konsantresi, ylkama konsantresi, kromojen (TMB), sonlandirma
solisyonu.

Standartlar kullanimdan hemen 6énce hazirlanir. 2,43 ml. standart diluent sollisyonu
ile sise icerisindeki standart eritilir. (5000 pg/ ml) 100 ul bu konsantrasyondan alinan
standart 400 pl diluent ile 1000 pg/ ml konsantrasyona getirilir. 250 ul diluent konmus
tiplerden ilkine 250 pl konarak seri standart dilusyonlar ardisik olarak hazirlanir.

Uygulama basamaklari;

1- Calismada sigcan serumlari ve sigan beyin (hipokampus ve prefrontal bélim) doku
homojenatlari kullanildi.

2- Calisma solUsyonlari kullaniimadan énce oda sicakligina getirildi.

3- 100’er pl standart ve kontroller kuyucuklara duplike olarak yerlestirildi.

4- 50’ser ul standart diltienti her kuyucuga ilave edildi. Uzerlerine drnekler 50’ser
yine duplike olarak yerlestirildi.

5- Herbir kuyucuga 50 pl biotin konjugat ilave edilerek 90 dakika oda isisinda inkibe
edildi.

6- Aspire edilen kuyucuklar 4 kez yikama solUsyonu ile yikandilar.

7- 100’er pl taze hazirlanmig Steptavidin-HRP Sollisyonu ilave edildi.

8- Oda isisinda 45 dakika inkiibe edildi.

9- Aspire edilen kuyucuklar 4 kez yikama solUsyonu ile yikandilar.

10- 100’er pul TMB renklendirme ¢ozeltisi ilave edildi.

11- Oda 1sisinda 30 dakika i1siktan korunarak inkiibe edildi.

12- 100’er pl durdurucu ¢ozelti ilave edildi.

13- Otuz dakika icinde mikroplate okuyucuda 450 nm. de okundu.
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14- Sonugclar standart konsantrasyonlarina karsilik okunan absorbans degerleri ile
olusan lineer egri Uzerinde pg/ml olarak degerlendirildi.

4.3.2. Rat IL-1B (Interleukin 1- Beta) Analizi
Serum ve doku IL-1B d&lgiminde, BIOSOURCE standart rat IL-1(
immunoassay kiti (KRC0011C, Biosource, USA) kullanildi.

Genel ilke;

Test “sandwich Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay” (ELISA) temeline dayanir.
Spesifik antikor kaph mikrotitrasyon kuyucuklarina &rnek/standart uygulanir.
Biotinlenmis antikor ve streptavidin HRP, antijene baglanir. Sonugta peroksidaza
bagh immun kompleks, TMB substrati ile fotometrik olarak 6lculebilen renk
reaksiyonu verir. Renk yogunlugu, rat IL—1 konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Testin duyarhligi; 3 pg /ml dir.

Test icerigi;

Rat IL-1B standardi, standart dilienti, rat IL-1B kapl kuyucuklari, inkibasyon
solisyonu, rat IL-1B biotinlenmis antikor konsantresi, HRP solisyonu, HRP
konsantresi, ylkama konsantresi, kromojen (TMB), sonlandirma solisyonu.
Standartlar kullanimdan hemen énce hazirlanir. 0,86 ml. standart diluent solisyonu
ile sise icerisindeki standart eritilir (10 000 pg/ ml). 120 pl bu konsantrasyondan
alinan standart 480 pl diluent ile 2000 pg/ ml konsantrasyona getirilir. 300 pl diluent
konmus tuplerden ilkine 300 pl konarak seri standart dilisyonlar ardisik olarak

hazirlanir.

Uygulama basamaklari;

1- Calismada sigan serumlari ve sican beyin (hipokampus ve prefrontal bdlim) doku
homojenatlari kullanildi.

2- Calisma solisyonlar kullaniimadan énce oda sicakligina getirildi.

3- 100’er pl standartlar kuyucuklara duplike olarak yerlegtirildi.

4- 50’ser ul standart diliienti her kuyucuga ilave edildi. Uzerlerine érnekler 50’ser ul,

yine duplike olarak yerlestirildi.

54



5- Oda 1sisinda 3 saat inkibe edildi.

6- Aspire edilen kuyucuklar 4 kez yikama solUsyonu ile yikandilar.

7- Her bir kuyucuga 100 pl biotin konjugat ilave edilerek 60 dakika oda isisinda
inkibe edildi.

8- Aspire edilen kuyucuklar 4 kez yikama solUsyonu ile yikandilar.

9-100’er ul taze hazirlanmig Steptavidin-HRP Sollsyonu ilave edildi. 30 dakika
inkibe edildi.

10- Aspire edilen kuyucuklar 4 kez yikama sollsyonu ile yikandilar.

11-100’er ul TMB renklendirme ¢dzeltisi ilave edildi.

12- Oda 1sisinda 30 dakika i1siktan korunarak inklibe edildi.

13-100’er ul durdurucu ¢ozelti ilave edildi.

14- Otuz dakika icinde mikroplate okuyucuda 450 nm. de okundu.

15- Sonuglar standart konsantrasyonlarina karsilik okunan absorbans degerleri ile
olusan lineer egri Uzerinde pg/ml olarak degerlendirildi.

4.3.3. Rat NGF (Nerve Growth Factor ) Analizi

Genel ilke;

NGF Ena (G7631, Promega,USA) immunoassay sistemle sensitif ve spesifik olarak
NGF antikorunun sandovi¢ formatta tayin edilmesi esasina dayanir. Bu yéntemde
kuyucuklar, anti- NGF poliklonal antikoru ile kaplanir. G6zinir fazda NGF baglanir.
Bagli NGF spesifik ikinci bir monoklonal antikor ile karsilastirilir. Spesifik bagli
antijene, HRP Ug¢lncl reaktant olarak baglanir. Sonucgta peroksidaza baglh immun
kompleks, TMB substrati ile fotometrik olarak ol¢ulebilen renk reaksiyonu verir. Renk
yogunlugu, NGF konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Testin duyarhhigi; 7,8-500 pq /ml dir.

Test icerigi;
NGF standardi, 6rnek diltienti, Anti NGF pAb, Anti NGF mAb, Anti-Rat IgG, HRP
konsantresi, kromojen (TMB).

Standartlar kullanimdan hemen énce hazirlanir. NGF hazir standart konsantrasyonu
1 pg/ml dir. Bu standarttan alinan 10 pl, 390 ul diluent ile 1/40 seyreltilir. Daha sonra
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bu konsantrasyondan alinan 10 pul, 490 ul diluent ile sonug¢ dilisyonu olan 1/2000
dilisyonuna getirilir (500 pg/ml). Seri standart dilisyonlar, bu asamadan sonra (100
ul diluent ile ) 1/2 oraninda, ardisik olarak hazirlanir (Sonug standartlari; 7,8 pg/ml ve
sifir NGF konsantrasyonu).

Uygulama basamaklari;

1- Mikro kuyucuklar ¢alismanin yapilacagi bir giin 6ncesinden karbonat solisyonda
hazirlanmis Anti NGF pAb ile kaplandi.

2- Bir gece +4°C de bekletildi.

3- Ertesi sabah sabitleme ve 6rnek sollisyonu ile kaplanan kuyucuklar, bir saat oda
Isisinda inkUbe edildi.

4- Aspire edilen kuyucuklar hazirlanan yikama soltsyonu ile bir kez yikandi.

5- Bes kez seyreltilerek hazirlanmis 6rnek dillenti, her bir kuyucuga 200’er pl olacak
sekilde uygulandi. Bir saat oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra aspire edilerek
yikama solUsyonu ile bir kez yikand..

6- Seri dilisyonla hazirlanmig standartlar 100°er ul olacak sekilde duplike edilerek
mikro kuyucuklara uygulandi.

7- Doku ve serum Orneklerinin uygulanmasi;

Asitle islem goren érnekler:

Onceden DPBS ile 4 kez diltie edilerek hazirlanan érneklerin her bir 50 pl si icin, 1 pl,
1N HCl ilave edildi ( Ornek pH si 3.0 veya daha diisiik olmalidir). Karistirilan drnekler
15 dakika oda isisinda inkiibe edildikten sonra, her bir 50 pl icin, 1 yl, 1 N NaOH
ilave edilerek nétralize edildi ( pH yaklasik 7.6 olmalidir).

Asitsiz 6rnekler:

Denemelerimizde 4 dilisyonun uygun oldugu saptandi ve asitsiz érnekler bu oranda
ornek diluenti ile seyreltildi.

Asitli ve asitsiz olarak ikiye ayrilan ayni doku ve serum Ornekleri, duplike olarak
100’er pl mikro kuyucuklara uygulandi. Altl saat, calkalayicida, oda sicakliginda
inklibe edildi.

8- Aspire edilen kuyucuklar 5 kez yikama solUsyonu ile yikandi.
9- Hazirlanan sekonder antikor (Anti-NGF mAb) 100’er pl mikro kuyucuklara

uygulandi.
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10- Bir gece + 4°C de bekletildi.

11- Aspire edilen kuyucuklar 5 kez yikama sollsyonu ile yikandi.

12- Hazirlanan Anti-Rat IgG ve HRP konsantresi 100’er pl mikro kuyucuklara
uygulandi. 2,5 saat ¢alkalayicida, oda sicakhginda inkibe edildi.

13- Aspire edilen kuyucuklar 5 kez yikama sollsyonu ile yikandi.

14- Oda sicakhgina getirilmis TMB solusyonu 100’er ul, mikro kuyucuklara uygulandi.
10 dakika calkalayicida, oda sicakhginda isiktan korunarak inktbe edildi.

15- 100’er pl durdurucu ¢dzelti olarak 1 N HCl ilave edildi.

16- Otuz dakika icinde mikroplate okuyucuda 450 nm. de okundu.

17- Sonuglar standart konsantrasyonlarina karsilik okunan absorbans degerleri ile

olusan lineer egri Gzerinde pg/ml olarak degerlendirildi.

4.4. istatistiksel Analizler

Deneyde elde edilen degerler Windows icin SPSS 11.0 programi kullanilarak
analiz edildi. Parametrik veriler arasindaki fark analizi icin One Way ANOVA varyans
analizi kullanildi. Gruplar arasi karsilastirma amaciyla ise; histolojik veriler igin
Bonferroni, biyokimyasal veriler icin Tukey testi uygulandi ve p<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Isik Mikroskobik Bulgular
5.1.1. Prefrontal Korteks Crezyl-violet boyamasi

Sham grubunda (grup 1), normal histolojik yapr gdézlendi. N&éronlar normal
g6riinimdeydi, sinirlari belirgin hiicre zar bGtanliga korunmustu. Cekirdek sinirlari
ddzenli, kromatin dagilimi normal ve c¢ekirdekcik belirgin olarak gbzlendi. Kapiller
endotel bOtinltgu ve kapillerlerin ¢cevre doku ile batinlGga normaldi. Isik mikroskobik
g6zlemlerde glial hiicre sayisi normal olarak izlendi (Resim 2-5).

iskemi ve reperflizyon modeli uygulanan deneklerin, prefrontal korteks ve
hipokampus doku d&rneklerinden alinan kesitler, crezyl-violet ile boyanarak
incelendiginde iskemi reperflizyon uygulanan grup ile tedavi gruplari arasinda isik
mikroskopik olarak belirgin farklilik gdzlendi.

IR grubunda (grup 1), piramidal néronlarda belirgin biizilme, hiicre ve gekirdek
sinirlarinda duzensizlik, bazi hucrelerde cekirdek kromatininde yogunluk, ndron
sitoplazmalarinda dansite artisi gbézlendi. Stratum molekularede 1sik mikroskobik
olarak glial hicre artigi g6zlendi. Perinéronal ve perikapiller 6dem belirgindi (Resim
6-10).

IR+ ginkgo biloba verilen grupta (grup 1ll), prefrontal korteksin izlenen tabakalari
ahsilmig yapidaydi. Néronlarda c¢ekirdek ve c¢ekirdekgik belirgindi. Perinéronal ve
perikapiller 6dem gdzlenmedi. Glial hiicrelerin dagilmi normal olarak izlendi (Resim
11-14).

iR+ selenyum verilen grupta (grup IV), iR grubunda (grup 1) bulunan néronlarda
blizUlmeler seyrek de olsa bu grupta da izlendi. Ancak perinéronal ve perikapiller
6dem gbzlenmedi (Resim 15-18).

iR+ ginkgo biloba ve selenyumun birlikte verildigi grupta (grup V) néronlar
normal yapida, ¢ekirdek ve cekirdekgik belirgindi. Glial hiicre yapisi ve diizenlenimi

olagandi. Perindéronal ve perikapiller 6dem gbzlenmedi (Resim 19-22).
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Resim 3: Sham grubu prefrontal korteks genel gérinim Crezyl-violet X33
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Resim 5: Sham grubu prefrontal korteks genel gériinim Crezyl-violet X132
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Resim 7: IR grubu prefrontal korteks genel gériiniim Crezyl-violet X33
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Resim 8: IR grubu prefrontal korteks perinéronal (=) ve perikapiller 6dem (%)
Crezyl-violet X66

Resim 9: iR grubu prefrontal korteks néronlarda biiziilme (=), perikapiller
6dem (¥ ) Crezyl-violet X66
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Resim 11: IR+G grubu prefrontal korteks genel gériiniim Crezyl-violet X13,2
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Resim 15: IR+S grubu prefrontal korteks genel gériiniim Crezyl-violet X13,2

65



v e ¥ 3 L -
- LY & -
. b
: "' ; ; " : (“ '-r-\ “; , .
\J - e y '@ 1Y
' » \‘Q\l‘ 7 % "ﬁ"&‘
e - L‘, . ‘i ﬂ' ” s ‘t q
’ ; o At Ko SER AT (i \
I ’ . " 3 ) o (@ %
i s BN OO0 ¢ o V¥V O_?' O ‘ay 9
o A . ' : ., i e \
el Pael /g WS OL A 0w
T Gy .8 e y 4 £ Q& - %4
.‘ w AL . O (25 & 0
~ o y o
3 1 N q et o ; : { l
\B Q%0 * 00, ¥ - o L ALVEE! Y
! 7 \ 3 o %
. 1‘ ._.,l .‘ ~f r \‘ ! # ' e " . : "
|/ ?:‘-‘ o - o \’: \ 5 (L o) 1:; ’t_ faa - " 3.
A (=) o
- Lo e ™ " 1 4 7 . i
. ] ‘_h 'h‘ » ] 5 r‘) o * " - .
" L] i - » [ S \ p { B vy
v 5 F ] § A ’ o,
r. " c r v <€ : - ._ & i . 2
A o r 0 L O (V. B 8 \ -:f,a 3
’ v - A
2 . N TR . A ” p . -] .f)’ c 04 ‘}-r ‘
Ve & > ¢
f-.., .,'G,_ 5: row o - O A
eps? L] _}_ | - - . -
b e 8 % -'.‘1' | v
'. L ) .‘ - '. 4 1 » N e :- L

P -‘_)\ ‘__:_ui ‘ ; T . v :
3 A P B0 BRI B S WP

#,

[ N e Q
: : >

3 ¥ - }’-
UL ¢ Q.,) P o A ey e e
\'I -'II" P Y : (,'l'p -3 ’j . ke
2 J . ‘\J . 0 & Q_ ,."
%- \_l ! a7l {_ .‘.‘.
R é. WIS A e’ 59
B RSN g Sy ’..\‘ @ e &%
e o, ) ’ » ’ ’.'_.J .- 4 & P
ﬁ! e 22 iy =X
RS NG . A e 1 g
) ";1'" v {' ;‘“ ".‘i\-,_.' .’_’}i & . .‘3
’j" { = { J ".._._4‘ Py -

Resim 17: IR+S grubu prefrontal korteks genel gériinim Crezyl-violet X66
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Resim 18: IR+S grubu prefrontal korteks genel gériiniim Crezyl-violet X132
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Resim 19: IR+G+S grubu prefrontal korteks genel gériinim Crezyl-violet X13,2
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Resim 21: IR+G+S grubu prefrontal korteks genel gériiniim Crezyl-violet X66
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Resim 22: IR+G+S grubu prefrontal korteks genel gériinim Crezyl-violet X132

5.1.2. Hipokampus Crezyl-violet boyamasi

Sham grubunda (grup 1), normal histolojik yapr gdézlendi. N&éronlar normal
g6riinimdeydi, sinirlari belirgin hiicre zar bGtanliga korunmustu. Cekirdek sinirlari
dizenli, kromatin dagilimi normal ve c¢ekirdekcik belirgin olarak goézlendi. Isik
mikroskobik gézlemlerde glial hiicre sayisi olagan olarak izlendi (Resim 23-25).

iskemi ve reperfiizyon grubu ve tedavi gruplari deneklerin hipokampus doku
orneklerinden alinan kesitler, crezyl-violet ile boyanarak incelendiginde iskemi
reperflizyon uygulanan grup ile tedavi gruplari arasinda isik mikroskopik olarak
farkhhklar gézlendi.

IR grubunda (grup Il), hipokampusun tipik ¢ok sirali hiicre dizilimi bozulmus,
hicreler seyreklesmisti. Daha blyUk buydltmelerde sham grubuna gére néronlarin
blz0ldigl ve sayica azaldigi, birbirinden uzak, seyrek dizilimli yerlestigi, néronlar

arasindaki alanlarin glial hicrelerce isgal edildigi saptandi. Hicre ve c¢ekirdek
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sinirlarinda duzensizlik, 151k mikroskobik olarak glial hiicre artigi izlendi (Resim 26-
28).

IR+ ginkgo biloba verilen grupta (grup Ill), hipokampus yeniden cok sirali
g6rinim kazanmis olagan yapidaydi. Hucreler birbiriyle yakin komsulukta olarak
gb6zlendi. Noéronlarda c¢ekirdek ve cekirdekcik belirgindi. Glial hucrelerin dagilimi
normal olarak izlendi (Resim 29-31).

iR+ selenyum verilen grupta (grup IV), IR grubunda (grup Il) gézlenen
néronlardaki bizlilme ¢ok az sayida bu grupta da gézlendi (Resim 32-34).

iR+ ginkgo biloba ve selenyumun birlikte verildigi grupta (grup V) néronlar
normal yapida, cekirdek ve cgekirdekgik belirgindi. Glial hiicre dagilimi olagandi
(Resim 35-37).

- b . ’ . ¥ ¥ * i
L . L] L
] ’
- 4 2 ’
. L] L
'0 ] \
v 3 )
g N 3
' () v -
A
L .
\ \
’ : A '
- ] » F
) T T { { ./,
a B0 5 S T - ANt ' 4 A
i1 A, 4 | S 3 ! [
A 4
) | \ L 2
-,
| ’ B
f
L
'
A
L]
. ’

Resim 23: Sham grubu hipokampus genel gérinum Crezyl-violet X33
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Resim 25: Sham grubu hipokampus genel gériniim Crezyl-violet X132
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Resim 26: IR grubu hipokampus genel gériiniim Crezyl-violet X33

Resim 27: IR grubu hipokampus néronlarda biiziilme (=) Crezyl-violet X66
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Resim 29: iIR+G grubu hipokampus genel gériinim Crezyl-violet X33




Resim 31: iIR+G grubu hipokampus genel gériinim Crezyl-violet X132
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Resim 32: iR+S grubu hipokampus genel gériinim Crezyl-violet X33
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Resim 33: iR+S grubu hipokampus genel gériinim Crezyl-violet X66
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Resim 35: IR+G+S grubu hipokampus genel gériiniim Crezyl-violet X33
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Resim 37: IR+G+S grubu hipokampus genel gériinim Crezyl-violet X132
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5. 2. Hiicre Sayimi Sonuclari
5.2.1. Prefrontal Korteks Hiicre Sayimi

Ortalama Prefrontal Korteks néron sayilari, Sham grubunda 25,3+0,3 hiicre; iR
grubunda 17,1£0,5 hiicre; Ginkgo biloba verilen grupta 21,8+£0,5 hicre, Selenyum
verilen grupta 20,0+0,5 hiicre; G+S verilen grupta ise 23,7+0,5 hicre olarak bulundu.

istatistiksel olarak karsilagtirildiginda, gruplar arasinda sirasi ile; IR ile Sham
grubu arasinda (p<0,001); iR ile G grubu arasinda (p<0,001), iR grubu ile S grubu
arasinda (p=0,004); IR ile G+S grubu arasinda (p<0,001) anlamli istatistiksel fark
bulundu. IR grubu karsilastirildigi bu gruplardan anlamli derecede diisiikti. G ile
Sham grubu arasinda (p=0,008); S ile Sham grubu arasinda (p<0,001) anlamh
istatistiksel fark vardi. Sham grubu degerleri, karsilastirildigi bu gruplardan anlamli
derecede yiksekti. G+S ile S grubu arasinda (p<0,001) anlamli istatistiksel fark
vardi. G+S grubu degerleri, karsilastinldigr bu gruptan anlamh derecede yUksekti
(One Way ANOVA, Bonferroni) (Tablo 1).
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Sham iR G S G+S
Tablo 1: Prefrontal Korteks Néron Sayisi Ortalamalari

5.2.2. Hipokampus Hiicre Sayimi
Ortalama Hipokampus néron sayilari, Sham grubunda 41,3+0,3 hiicre; IR
grubunda 28,0+0,7 hiicre; Ginkgo biloba verilen grupta 34,1+£0,5 hicre, Selenyum
verilen grupta 34,1+0,5 hicre; G+S verilen grupta ise 38,2+0,6 hiicre olarak bulundu.
istatistiksel olarak karsilastirildiginda, gruplar arasinda sirasi ile; iR ve Sham
grubu arasinda (p<0,001); iR ile G grubu arasinda (p<0,001), iR ile S grubu arasinda
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(p<0,001); IR ile G+S grubu arasinda (p<0,001) anlamli istatistiksel fark bulundu. IR
grubu karsilastirildigr bu gruplardan anlamli derecede dustkti. G ile Sham grubu
arasinda (p<0,001); S ile Sham grubu arasinda (p<0,001) anlamli istatistiksel fark
vardi. Sham grubu degderleri, karsilastirildigi bu gruplardan anlamh derecede
yUksekti. G+S ile G grubu arasinda (p<0,001); G+S ile S grubu arasinda (p<0,001)
anlaml istatistiksel fark bulundu. G+S grubu karsilastinidigr bu gruplardan anlamh
derecede yuksekti (One Way ANOVA, Bonferroni) (Tablo 2).
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Tablo 2: Hipokampus N6ron Sayisi Ortalamalari

5.3. Immunohistokimyasal Bulgular
5.3.1. Prefrontal Korteks Immunohistokimyasal Bulgular

Sham grubunda (grup ), apostain ile boyanan prefrontal korteks kesitlerinde
herhangi bir tutulum gézlenmedi ve normal histolojik yapi izlendi. (Resim 38-39, 46).

iskemi-reperflizyon modelinde deneklerden alinan ve apostain ile boyanan
prefrontal korteks kesitlerinde, iskemi reperfliizyon uygulanan grup ile tedavi gruplari
arasinda fark vardi.

IR grubunda (grup Il), apostain ve kaspaz-3 ile boyanan kesitlerde apopitoza
giden noéronlar belirgin olarak isaretlenmisti (Resim 40-42, 47-48).

Sham grubunda oldugu gibi (grup |) tedavi gruplarinda (grup Ill, IV, V) apostain
ve kaspaz-3 ile pozitif boyanan hiicrelere rastlanmadi (Resim 43-45, 49-51).
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Resim 38: Sham grubu prefrontal korteks genel gériniim Apostain X33

Resim 39: Sham grubu prefrontal korteks genel gériinim Apostain X66
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Resim 41: IR grubu prefrontal kortekste apopitotik hiicreler ( mmp ) Apostain X66
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Resim 43: IR+G grubu prefrontal korteks genel gériinim Apostain X66
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Resim 45: IR+G+S grubu prefrontal korteks genel goériinim Apostain X66
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Resim 47: iR grubu prefrontal kortekste apopitotik hiicreler (==») Kaspaz-3 X33
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Resim 49: iIR+G grubu prefrontal korteks genel gériinim Kaspaz-3 X66
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Resim 51: IR+G+S grubu prefrontal korteks genel gériinim Kaspaz-3 X66
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5.3.2. Hipokampus immunohistokimyasal Bulgular

Sham grubunda, apostain ve kaspaz-3 ile boyanan hipokampus kesitlerinde
herhangi bir tutulum gbézlenmedi ve normal histolojik yap! izlendi.

Sham grubu (Resim 52-53, 60-61) ve tedavi gruplarinda (Resim 57-59, 65-73)
hipokampus ndéronlari apostain ve kaspaz-3 ile negatif boyanirken IR grubu
hipokampus néronlarinda apostain ile apopitoza giden hlcreler ¢cok sayida ve
belirgin olarak isaretlenmisti (Resim 54-56). Bu grupta uygulanan kaspaz-3
isaretlemesi ile pozitif tutulum gdsteren apoptotik hlcreler ise belirgin olarak
isaretlenmigti (Resim 62-64).

Ao

Resim 52: Sham grubu hipokampus genel gérinim Apostain X33
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Resim 53: Sham grubu hipokampus genel gériiniim Apostain X66
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Resim 54: IR grubu hipokampusta apopitotik hiicre (==) Apostain X66
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Resim 56: IR grubu hipokampusta apopitotik hiicreler (mm) Apostain X66
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Resim 58: iIR+S grubu hipokampus genel gériiniim Apostain X66
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Resim 59: IR+G+S grubu hipokampus genel gériiniim Apostain X66
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Resim 60: Sham grubu hipokampus genel gérinim Kaspaz-3 X66
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Resim 62: IR grubu hipokampusta apopitotik hiicreler (=) Kaspaz-3 X33
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Resim 64: IR grubu hipokampusta apopitotik hiicreler (mmy) Kaspaz-3 X66
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Resim 66: IR+G grubu hipokampus genel gériinim Kaspaz-3 X66
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Resim 68: iIR+S grubu hipokampus genel gériinim Kaspaz-3 X33
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Resim 70: iR+S grubu hipokampus genel gériiniim Kaspaz-3 X132
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Resim 72: IR+G+S grubu hipokampus genel gériiniim Kaspaz-3 X66
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Resim 73: IR+G+S grubu hipokampus genel gériinim Kaspaz-3 X132

5.4. Biyokimyasal Sonuclar

5.4.1. Rat TNF analiz sonuclari
5.4.1.1. Serum TNF-a Diizeyleri

Ortalama serum TNF-a dizeyleri, Sham grubunda 14,0+2,9 pg/ml (Standart
Hata Ortalamasi: SEM); IR grubunda 48,6+4,1 pg/ml; G grubunda 34,8+3,3 pg/ml; S
grubunda 30,2+3,0 pg/ml; G+S grubunda ise 38,5+2,3 pg/ml olarak bulundu.

istatistiksel olarak karsilastirldiginda, gruplar arasinda sirasi ile; iR ve Sham
grubu arasinda (p<0,001); iR ile G grubu arasinda (p=0,037); iR ile S grubu arasinda
(p=0,003) anlamli istatistiksel fark bulundu. IR grubu karsilastirildigi bu gruplardan
anlamli derecede yiksekti; G+S ile Sham grubu arasinda (p<0,001); G ile Sham
grubu arasinda (p=0,002 ); S ile Sham grubu arasinda (p=0,021) anlaml istatistiksel
fark vardi. Sham grubu degerleri, karsilastirildigi bu gruplardan anlamli derecede
disUktl. Bu degerler serum TNF-a dlzeyleri agisindan incelendiginde G ve S
veriimesinin IR tedavisinde olumlu etkilerinin oldugu gézlendi (One Way ANOVA,
Tukey) (Tablo 3).
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Tablo 3. Serum TNF- a dizeyleri

5.4.1.2. TNF-a Doku (Prefrontal Korteks) Diizeyleri

Ortalama Prefrontal Korteks TNF-a dizeyleri, Sham grubunda 12,2+0,6 pg/ml;
iR grubunda 48,2+3,1 pg/ml; G grubunda 27,0+1,6 pg/ml, S grubunda 22,1+1,3
pg/ml; G+S grubunda ise 23,8+1,9 pg/ml olarak bulundu.

istatistiksel olarak karsilastirildiginda, gruplar arasinda sirasi ile; IR ve Sham
grubu arasinda (p<0,001); IR ile G grubu arasinda (p<0,001), iR ile S grubu arasinda
(p<0,001); iR ile G+S grubu arasinda (p<0,001) anlamli istatistiksel fark bulundu. iR
grubu karsilastirildigi bu gruplardan anlamli derecede yiksekti. G ile Sham grubu
arasinda (p<0,001); S ile Sham grubu arasinda (p=0,025); G+S ile Sham grubu
arasinda (p=0,007) anlamh istatistiksel fark vardi. Sham grubu degerleri,
karsilastinldigi bu gruplardan anlamli derecede dustktl. Bu degerler prefrontal
korteks TNF-a diizeyleri agisindan incelendiginde G, S ve G+S verilmesinin IR
tedavisinde olumlu etkileri oldugu goézlendi (One Way ANOVA, Tukey) (Tablo 4).
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Tablo 4. Prefrontal Korteks TNF- a dizeyleri
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5.4.1.3. TNF-a Doku (Hipokampus) Diizeyleri

Ortalama Hipokampus TNF-a dilizeyleri, Sham grubunda 19,6+2,5 pg/ml; IR
grubunda 58,2+2,6 pg/ml; G grubunda 30,8%£1,1 pg/ml; S grubunda 25,1+1,4 pg/ml;
G+S grubunda ise 21,2+1,2 pg/ml olarak bulundu.

istatistiksel olarak karsilagtirildiginda, gruplar arasinda sirasi ile; IR ve Sham
grubu arasinda (p<0,001); IR ile G grubu arasinda (p<0,001), IR ile S grubu arasinda
(p<0,001); iR ile G+S grubu arasinda (p<0,001) anlamli istatistiksel fark bulundu. iR
grubu karsilastirildigi bu gruplardan anlamli derecede yiksekti. G ile Sham grubu
arasinda (p=0,003) anlamh istatistiksel fark vardi. Sham grubu degerleri,
karsilastinldigi bu gruptan anlamh derecede disikti. G ile G+S grubu arasinda
(p=0,006) anlamlh istatistiksel fark vardi. G grubu degerleri, karsilastiniidigi bu
gruptan anlamh derecede ylksekti. Bu degerler hipokampus TNF-a dizeyleri
acisindan incelendiginde G, S ve G+S verilmesinin iR tedavisinde olumlu etkilerinin
oldugu gdézlendi (One Way ANOVA, Tukey) (Tablo 5).
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Tablo 5. Hipokampus TNF- a dlizeyleri

5.4.2. IL-1B analiz sonuclari
5.4.2.1. Serum IL-1B Dizeyleri

Ortalama serum IL—1p diizeyleri, Sham grubunda 25,2+3,0 pg/ml; iR grubunda
68,815,8 pg/ml; G grubunda 53,1£3,6 pg/ml, S grubunda 56,2+1,8 pg/ml; G+S
grubunda ise 61,5+2,2 pg/ml olarak bulundu.
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istatistiksel olarak karsilagtirildiginda, gruplar arasinda sirasi ile; IR ve Sham
grubu arasinda (p<0,001); iR ile G grubu arasinda (p=0,034) anlamli istatistiksel fark
bulundu. IR grubu karsilastirildigi bu gruplardan anlamli derecede ylksekti. G ile
Sham grubu arasinda (p<0,001); S ile Sham grubu arasinda (p<0,001); G+S ile
Sham grubu arasinda (p<0,001) anlamli istatistiksel fark vardi. Sham grubu degerleri,
karsilastirildigi bu gruplardan anlamli derecede disukti. Bu degerler serum IL—18
diizeyleri acisindan incelendiginde G verilmesinin IR tedavisinde olumlu etkilerinin
oldugu gdzlendi (One Way ANOVA, Tukey) (Tablo 6).
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Tablo 6. Serum IL-1 diizeyleri

5.4.2.2. IL-1B Doku (Prefrontal Korteks) Diizeyleri

Ortalama Prefrontal Korteks IL—1p dlzeyleri, Sham grubunda 77,0+7,6 pg/ml;
IR grubunda 218,5+10,4 pg/ml; G grubunda 170,0+15,6 pg/ml, S grubunda
191,5£11,4 pg/ml; G+S grubunda ise 200,2+13,1 pg/ml olarak bulundu.

istatistiksel olarak karsilastirildiginda, gruplar arasinda sirasi ile; IR ve Sham
grubu arasinda (p<0,001) anlamli istatistiksel fark bulundu. IR grubu karsilastirildig
bu gruptan anlamli derecede ylksekti. G ile Sham grubu arasinda (p<0,001); S ile
Sham grubu arasinda (p<0,001); G+S ile Sham grubu arasinda (p<0,001) anlamli
istatistiksel fark vardi. Sham grubu degerleri, karsilastirildigi bu gruplardan anlamh
derecede dusUktl. Tedavi gruplarinin her birinin prefrontal korteks IL—13 dizeyleri
iskemi grubundan disik olmakla birlikte aralarinda anlamli istatistiksel fark
g6zlenmedi (One Way ANOVA, Tukey) (Tablo 7).
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Tablo 7. Prefrontal Korteks IL—1[3 duzeyleri

5.4.2.3. IL-1B Doku (Hipokampus) Diizeyleri

Ortalama Hipokampus IL—1B diizeyleri, Sham grubunda 134,1+15,9 pg/ml; iR
grubunda 238,8+8,6 pg/ml; G grubunda 168,5+14,2 pg/ml, S grubunda 193,4+£12,5
pg/ml; G+S grubunda ise 191,2+20,0 pg/ml olarak bulundu.

istatistiksel olarak karsilastirildiginda, gruplar arasinda sirasi ile; IR ve Sham
grubu arasinda (p<0,001); IR ile G grubu arasinda (p=0,014), anlamli istatistiksel fark
bulundu. IR grubu kargilastirldigi bu gruplardan anlamh derecede yiiksekti. Bu
degerler hipokampus IL—1B dlzeyleri agisindan incelendiginde G verilmesinin IR
tedavisinde olumlu etkilerinin oldugu gézlendi (One Way ANOVA, Tukey) (Tablo 8).
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Tablo 8. Hipokampus IL—1B dlizeyleri
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5.4.3. Rat NGF analiz sonuclari
5.4.3.1. matur-NGF Doku (Prefrontal Korteks) Diizeyleri

Ortalama Prefrontal Korteks matur-NGF dlzeyleri, Sham grubunda 275,0+£56,5
pg/ml; IR grubunda 187,0+27,5 pg/ml; G grubunda 281,4+28,1 pg/ml; S grubunda
158,0+£22,0 pg/ml; G+S grubunda ise 205,7+47,2 pg/ml olarak bulundu.

istatistiksel olarak karsilastirildiginda, gruplar arasinda farkhlk olmadigi bulundu
(One Way ANOVA, Tukey) (Tablo 9).
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Tablo 9. Prefrontal Korteks matur-NGF duzeyleri

5.4.3.2. pro-NGF Doku (Prefrontal Korteks) Diizeyleri

Ortalama Prefrontal Korteks pro-NGF dizeyleri, Sham grubunda 250,4+27,2
pg/ml; IR grubunda 176,5+18,9 pg/ml; G grubunda 337,2+40,9 pg/ml; S grubunda
232,4+18,0 pg/ml; G+S grubunda ise 185,2+22,2 pg/ml olarak bulundu.

istatistiksel olarak karsilastinldiginda, gruplar arasinda sirasi ile; iR ile G grubu
arasinda (p=0,002) anlamli istatistiksel fark bulundu. iR grubu karsilastirildigi bu
gruptan anlamh derecede dusikti; G ile G+S grubu arasinda (p=0,003) anlamli
istatistiksel fark vardi. G grubu degerleri, karsilastirnildigi bu gruptan anlamli derecede
yUksekti (One Way ANOVA, Tukey) (Tablo 10).
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Tablo 10. Prefrontal Korteks pro-NGF dizeyleri

5.4.3.3. matur-NGF Doku (Hipokampus) Diizeyleri

Ortalama Hipokampus matur-NGF dizeyleri, Sham grubunda 290,0+6,8 pg/ml;
iR grubunda 154,5+5,7 pg/ml; G grubunda 204,0+16,9 pg/ml; S grubunda 166,0+26,9
pg/ml; G+S grubunda ise 218,0+43,8 pg/ml olarak bulundu.

istatistiksel olarak karsilastirildiginda, gruplar arasinda sirasi ile; IR ve Sham
grubu arasinda (p=0,014) anlaml istatistiksel fark bulundu. IR grubu karsilastirildig
bu gruptan anlaml derecede dusuktu; S ile Sham grubu arasinda (p=0,029) anlamli
istatistiksel fark vardi. Sham grubu degerleri, karsilastinldigi bu gruptan anlamli
derecede yuksekti (One Way ANOVA, Tukey) (Tablo 11).
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Tablo 11. Hipokampus matur-NGF dizeyleri
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5.4.3.4. pro-NGF Doku (Hipokampus) Diizeyleri

Ortalama Hipokampus pro-NGF dizeyleri, Sham grubunda 248,0+25,3 pg/ml;
IR grubunda 155,0+12,7 pg/ml; G grubunda 326,0+30,0 pg/ml; S grubunda
274,2+18,3 pg/ml; G+S grubunda ise 267,1+£38,3 pg/ml olarak bulundu.

istatistiksel olarak karsilastirildiginda, gruplar arasinda sirasi ile; IR ve G grubu
arasinda (p<0,001); IR ile S grubu arasinda (p=0,024); IR ile G+S grubu arasinda
(p=0,038) anlaml istatistiksel fark bulundu. IR grubu karsilastiriidigi bu gruplardan
anlamli derecede disuktt (One Way ANOVA, Tukey) (Tablo 12).
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Tablo 12. Hipokampus pro-NGF dizeyleri
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6. TARTISMA

Serebral iskemi fizyopatolojisinde yer alan eksitotoksisite ve asirn kalsiyum
yuklenmesi, serbest radikal olusumu ve lipid peroksidasyonu gibi mekanizmalar
birbirleriyle karmasik bir iligki igcindedir ve iskemi sonrasi reperflizyon ise ortaya ¢ikan
hasarin daha da artmasina neden olmaktadir. Serebral iskemi-reperflizyon hasar
olusumunu engellemek ve olusan hasari ortadan kaldirmak amaciyla glutamat
reseptdr antagonistleri, kalsiyum kanal blokerleri, membran stabilizatorleri, serbest
radikal gidericileri, antiddem tedavi, anti-inflamatuar ve antiagregan ajanlar gibi pek
cok etken kullaniimistir (3, 4, 5, 30, 31, 34, 35, 38, 39, 49, 101).

Yapilan galismalarda serebral iskemi-reperfizyon modeli olusturmak igin siklikla
iki tarafli arteria carotis communis ligasyonu ve orta serebral arter ligasyonu
kullaniimaktadir (46, 47, 113, 114, 116, 122, 125, 126, 128, 142, 143, 144). Ancak
calismamizda, tedavi amagh verilen Ginkgo biloba ekstresi ve Selenyum
uygulamalarinin iskemi olusturulduktan sonra 14 gUn sire ile verilmesinin
planlanmasi ve deneklerin bu slire boyunca yasamini devam ettirmesi gerektiginden
tek tarafli carotis arter ligasyonu tercih edildi.

Ginkgo biloba ekstresi ve Selenyum’un néronlarda iskemi-reperfliizyon hasari
Uzerine koruyucu etkisini gdsteren pek c¢ok c¢alisma bulunmaktadir. Yapilan
calismalar Ginkgo biloba ekstresinin peroksid radikal ¢dépgusul, stperoksid dismutaz
aktivitesi ve superoksid anyonlarini ortadan kaldirarak ve nitrik oksid olusumunu
inhibe ederek antioksidan etkileri oldugunu gdstermistir. Kan akimini arttirarak
serebral iskemide kortikal infakt hacmini azalttiklari saptanmistir. Sitokrom-c
salinimini azalttiklari, bcl-2 regulasyonunu arttirdiklari, kaspaz-3 aktivasyonunu
inhibe ederek antiapopitotik etki gbsterdikleri bildirilmistir (8, 80, 116, 120, 121, 122,
125, 126, 128, 129). Selenyumun ise glutatyon benzeri etki ile serbest radikal ve
peroksid olusumunu inhibe ederek ndronlar Uzerinde antioksidan etki gdsterdigi
bildirilmistir. Glutamat salinimi ve kalsiyum artisina bagli meydana gelen oksidatif
stresi glial aktivasyon artisina neden olarak doku hasarini azalttigi gértlmustur (10,
11,137, 138, 145, 146).

Yapilan cahgmalarin etkenlerin koruyucu etkileri Gzerine oldugu goérilmus,
tedavi edici etkilerini inceleyen ya da bu iki etkeni birbirleri ile kargilastiran bir

arastirmaya literatirde rastlanmamisgtir.
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Serebral IR modeli ile yapilan calismalarda histopatolojik olarak néronlarda
belirgin blzlUlmeler, hiicre ve c¢ekirdek sinirlarinda dizensizlikler, perinéral ve
perikapiller 6dem saptanmistir. Ozellikle serebral korteks ve hipokampusta néron
sayisinin azaldigi gézlenmis ve iskemiye bagl infakt alanlari izlenmistir (125, 126,
147, 148, 149). Shang ve arkadaglari IR uygulanan siganlarda hipokampus ve
serebral kortekste néron kaybi, néronlarda sisme, nikleer bizilme veya kaybolma,
noronofaji ve Nissl cisimciklerinin yogunlugunda azalma gibi patolojik degisiklikler
saptamiglardir. IR ile néron sayisinda hipokampus CA1’de yaklasik % 32, serebral
kortekste ise yaklasik % 38 azalma gdzlenmistir (150). Calismamizda biz de benzer
sekilde IR modeli olusturulan deneklerin crezyl-violet ile boyanan kesitlerinde
ndronlarda belirgin bUzllme, hicre ve c¢ekirdek sinirlarinda dizensizlik, bazi
hicrelerde cekirdek kromatininde yogunluk, néron sitoplazmasinda dansite artisi,
perindral ve perikapiller 6dem gbzledik. S verilen tedavi grubunda néronlarda
buzilmeler seyrek olarak izlense de, G ve G+S verilen tedavi gruplarinda néron ve
kapiller yapisi ile glial hicre dagihmlarinin sham grubuna benzer sekilde normal
oldugu gobzledik. Hicre sayimi calismalarimizda hem prefrontal korteks, hem de
hipokampus kesitlerinde hiicre sayilarini IR grubunda sham grubundan anlamli
derecede dusiik oldugunu, tedavi gruplarinda ise IR uygulanmis gruba kiyasla sham
degerlerine dogru yaklasma oldugunu saptadik. Prefrontal kortekste hlcre sayilarini
G ve G+S verilen tedavi gruplarinin daha fazla yukselttigi gézlense de bu iki grup
arasindaki yukselmeler istatistiksel olarak birbirine Ustinlik géstermemektedir. Hicre
sayilari acisindan inceledigimiz hipokampus kesitlerinde ise G+S verilen tedavi
grubunun G ve S verilen tedavi gruplarindan istatistiksel olarak anlamli derecede
hiicre sayisini ylkselttigi, G ve S verilen tedavi gruplarinin ise birbirlerine
astanltgundan olmadigini gozledik.

Simdiye kadar yapilan serebral iR hasari olusturulmus deney modellerinde
apopitoz belirleyicisi olarak TUNEL yéntemi ve kaspaz-3 immunreaktivitesi ¢alisiimis
ve yapllan boyamalarda apopitoz ile uyumlu TUNEL pozitif ve kaspaz-3 pozitif
hicreler gbzlenmistir (44, 45, 46, 47, 110, 112, 113, 114, 115, 116, 128, 151,152).
Xia ve arkadaglari yaptiklari calismada serebral IR uygulanmis grupta kontrol
grubuna gére hem néron, hem de glial hiicrelerde TUNEL pozitif apopitotik hiicrelerin

ve kaspaz-3 aktif hicrelerin sayisinda anlamli artis gbézlenmistir. Serebral infakt
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alanlarinin astrositler i¢in spesifik bir marker olan GFAP (glial fibriler asidik protein) ile
boyanmadigini ortaya koymuslardir (153). Noto ve arkadaslari yaptiklar ¢alismada
serebral IR uygulanmis grupta kaudat putamen ile kortekste iskemik merkez ve
iskemik penumbrada TUNEL pozitif hiicrelerin ve sitokrom-c immun pozitif hiicrelerin
bulundugunu gbzlemislerdir (154). Li ve arkadaglari IR uygulanan grupta priform
korteks ve parietal kortekste ve hipokampus CA1, CA3, CA4 alanlarinda TUNEL ve
kaspaz-3 immun pozitif hiicreler bulmustur. iR grubunda korteks ve hipokampusda
bax dizeylerinin arttigi, bcl dizeylerinin ise anlamh degisiklik gdstermedigi
saptanmistir (155). Sharma ve arkadaslar iR sonrasi Western blot ile saptanan
sitokrom-c, kaspaz-3 ve PARP seviyelerinin ytkseldigini gbzlemiglerdir (156). Harvey
ve arkadaslar iskemi sonrasi korteks ve striatumda daha koyu boyanan kaspaz-3
immun pozitif hlicreler saptamiglardir (157).

TUNEL, DNA kingi olan tim hucreleri boyamaktadir. Hem nekrotik, hem de
apopitotik hicreleri boyadidindan sadece apopitotik hiicrelerin belirlenmesi amaci ile
yapilan calismalarda guvenilirligi yetersizdir. Bu nedenle biz ¢alismamizda apopitoz
belirleyicisi olan apostain boyasini ve kaspaz-3 isaretlemeyi tercih ettik.
Galismamizda sham grubunda hem prefrontal korteks, hem de hipokampusta
apostain ve kaspaz-3 ile boyanan Kkesitlerde apopitoza giden néronlara
rastlanmazken, IR olusturulan deneklerde ise apostain ve kaspaz-3 ile boyanan
kesitlerde apopitoza giden néronlar belirgin olarak isaretlendi. G, S ve G+S verilen
tedavi gruplarinda ise sham grubuna benzer sekilde apostain ve kaspaz-3 ile
boyanan hucrelere rastlanmadigi ve tedavinin olumlu etki gésterdigi gdzlendi.

TNF-a ve IL-1B salinimi iskemide inflamatuar reaksiyonu artirirken, lenfosit ve
monositlerin daha etkili adezyon ve proliferasyonuna neden olmaktadir (55). IR
modeli uygulanan calismalarda TNF-a ve IL-1B dlzeylerinin attigi, iskemiyi azaltan
ajanlarin kullanilmasi halinde ise yukselen dizeylerini sham dizeylerine dogru
yaklastigr gbzlenmistir (67, 68, 69, 70, 86, 87, 88). Calismamizda benzer sekilde
TNF-a ve IL-1B diizeyleri hem doku, hem serum 6rneklerinde IR grubunda sham
grubuna gbére anlamh derecede yUksek bulunmustur. Bu bulgular deneysel model
olarak IR olusturulan grupta deneysel iskeminin basariyla gerceklestiginin gostergesi
olarak kabul edilebilir. Sitokin dizeyleri agisindan inceledigimiz ve sagaltim

uyguladiyimiz gruplarda farkli derecelerde olmak (izere sadece IR uygulanmis gruba
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kiyasla sham degerlerine yaklasma sdz konusudur. IR degerlerinden sham
dizeylerine yaklasma TNF-a ve IL-1B sonuglari agisindan incelendiginde hem
serum, hem de prefrontal korteks ve hipokampus doku dlzeylerinde azalma
g6zlenmektedir. Her Ui¢ incelemede de bu disus istatistiksel olarak anlamhdir. Ancak
TNF-a ve IL-18 ag¢isindan baktigimizda G, S ve G+S gruplarinin birbirlerine
astinltgundn olmadigr gériimektedir. Her ne kadar S tedavisinin serumda, prefrontal
korteks ve hipokampus doku érneginde TNF-a dlzeylerini daha fazla disirdigi, G
tedavisinin ise serumda, prefrontal korteks ve hipokampus doku 6rneklerinde IL-13
dizeylerini daha fazla disOrdigu gbzlense de bu durum istatistiksel olarak
birbirlerine Gstlnlik olusturmamaktadir.

NGF’nin néronlarin yasamsal, differansiasyon ve fonksiyonel aktivitelerinden
sorumlu oldugu ve dokularinda hasar onarimi ve néral rejenerasyonda 6nemli rol
oynadidi ¢alismalarla gésterilmistir (84, 85, 158, 159, 160). Pro-ndrotropinlerin p75
reseptoérlerine, matlr ndrotropinlerin ise TrkA reseptérlerine daha yidksek afinite ile
baglandiklari saptanmistir. Pro-NGF hlcreyi 6lime gétiren yolaga saptirirken, matir
NGF ise hlicrenin yasamini devam ettirici ydnde hareket etmesini saglamaktadir (78,
79).

NGF tayini sirasinda kullandigimiz immunassay yénteminde analizi yapilacak
doku &rneklerinin asitle isleme alinmasi, proteolize neden olur, bu da mattir NGF’nin
Olgllebilir seviyelerde tanimlanmasina olanak saglar. Biz bu ¢alismada yéntemler
béliminde tanimlandigi gibi doku &rneklerini —proNGF dlzeylerinin (asitsiz baki)
saptanmasinin yani sira- asitle isleme alarak matir NGF dizeylerini de saptadik.
Boylece, prefrontal korteks ve hipokampus doku 6rneklerinin ayri ayri pro ve matar
NGF dlzeyleri tesbit edildi.

Prefrontal korteks mattr NGF diizeyleri agisindan incelendiginde tedavi gruplari
degerlerinin sham grubuna yaklastigi, hatta G verilen grubun sham grubu matir NGF
dizeylerine ¢cok yakin oldugu gbézlenmis ancak gruplar arasinda anlamli istatistiksel
fark bulunamamistir. Ote yandan hiicreyi daha siklikla “6lim yolagina gétiiren” ve
p75 reseptoérlerine ylksek afinite ile baglandigini bildigimiz pro-NGF dizeylerinin,
tedavi gruplarinda birbirleri ile aralarinda anlaml istatistiksel fark olmadig
saptanmistir. Pro-NGF dlzeylerinin ylksek olmasi her ne kadar hicrenin 6lim

yolagina kaydigini disunddrirse de proNGF dizeylerinin tamaminin tek yolakla islev
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g6rmedigi bilinmektedir. Bizim olusmus matir NGF’yi saptamak ic¢in kullandigimiz
proteoliz bir yandan da organizmada devam etmekte ve proNGF’nin matir NGF’ye
dénisimind saglamaktadir. Bu acgidan bakilirsa, bizim modelimizde néronlarin
yasaminin devam edebilmesi acgisindan hlcrenin yasam yolagina sapmasi
istenmektedir. Calismamizda prefrontal korteks proNGF dlzeylerini tedavi verdigimiz
gruplarin her biri ylkseltmistir. IR grubuna gére anlamli istatistiksel ylkseklik G
grubundadir. Verilen bu tedavi ile néronlarin stabilitesi agisindan devamliligi
saglayict matir NGF'ye dénisimanid karsilastirdigimizda yine prefrontal korteks
mattr NGF dizeylerinin G verilen grupta ylksek oldugunu gbézlenmektedir.

CGalismamizdaki hipokampus matir NGF dizeyleri incelendiginde sham
grubunun IR grubuna gdre anlamli istatistiksel yiiksekligini gdzliiyoruz. G ve G+S
verilen tedavi gruplarinin sham diizeyine yaklastigini ve IR grubu seviyelerini
gectigini gdzlesek de anlamli farkhlik saptanmamistir. S grubunun ise matir NGF’ye
doénistimuine yol agmak acgisindan, diger tedavi gruplarina gére daha geride kaldigi
g6zlenmektedir. ProNGF dizeylerini hipokampus dokusunda inceledigimizde her bir
tedavi grubu proNGF diizeyleri agisindan sham grubu diizeylerine yaklagmistir. IR
grubu proNGF diizeylerinin tedavi gruplarinin her birinden anlamh istatistiksel disius
oldugunu gériyoruz. Diger bir deyisle tedavi verilen gruplarda bir yandan p75
reseptoérlerine baglanma ve hasarh hicrelerin élime gétirtlmesi hizlanmigken diger
yanda onarilabilecek ya da saglam hicrelerin matir NGF'ye donisumi de
hizlanmigtir yorumu yapilabilir. Istatistiksel olarak anlamlilik olmasa da bu yolakta da
G tedavisinin daha etkili oldugu dustnulebilir.

Biyokimyasal agidan bakildiginda G ve S verilen tedavi grubunun birbirlerine
astinliga olmadigi, kombine verilen tedavi grubunun da tek tek G ve S verilen tedavi

gruplarina istatistiksel olarak Usttnlik géstermedigi géralmastar.
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7. SONUC

Ginkgo bloba ekstresi ve selenyum preparatlari giinimuizde kolay ulasilabilir,
¢cok cesitli ve ucuz preparatlardir. Koruyucu etkinligi bircok calisma ile gésterilmis
olan bu ajanlarin duzenli araliklarla kullanimi durumunda tedavi edici etkinligi de
6ngortlmustir. Bu nedenle planlanan bu c¢alismada ginkgo biloba ve selenyum
serebral dokuda olusan iskemi-reperflizyon hasarini azaltarak biyokimyasal ve
histolojik sonuglariyla bu éngériyl desteklemistir. Sonuglarimizin algiimis iskemi-

reperflizyon hasari tedavisinde klinik uygulamalara katki saglayacagi inancindayiz.
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