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OZET

Beyinde gelisen iskemik zedelenmenin patogenezinde serbest radikaller, lipid
peroksidasyonu, artmis hiicre i¢i sodyum ve kalsiyum konsantrasyonlari rol oynamaktadir.
Calismamizda sodyum ve kalsiyum kanal blokorii olmasinin yaninda antioksidan ve
serbest radikal olusumunu oOnleyici oOzellikleri bulunan meksiletinin iskemik beyin
zedelenmesindeki tedavi edici rolii incelenmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda meksiletinin
deneysel subaraknoid kanama sonrasi gelisen serebral vazospazmin ve travmatik spinal

kord zedelenmesinin 6nlenmesinde etkili oldugu gosterilmistir.

Bu calismada agirliklart 285-425 gram arasinda olan 30 adet erkek erigkin Spraque-
Dawley wrkindan ratlar kullanildi. Mikrokraniektomi ile ratlara sol orta serebral arter
okliizyonu uygulanarak es zamanl olarak bilateral karotid arterler kliplendi. Hayvanlar
herbiri 10 rattan olusan 3 gruba ayrilmistir. Postoperatif 1. saatte, sadece iskemi uygulanan
gruba herhangi bir tedavi verilmezken sham grubuna normal salin, tedavi grubuna
meksiletin verildi. Postoperatif 24. saatte, ratlara agir anestezi verilerek ratlar sakrifiye ve
dekapite edildi. Beyinleri bir biitiin olarak ¢ikarildiktan sonra %10’luk formol ¢ozeltisinde
1-2 giin bekletildi. Standart doku takibine alinarak parafin bloklara rostro-kaudal yonde
gomiildii. Gerekli islemlerden gectikten sonra parafin bloklardan kizakli mikrotomla alinan
20um’lik koronal kesitler hematoksilen-eozin (H&E) boyasi ile boyandi. Elde edilen
preparatlardan bilgisayar yardimiyla ve gerekli yazilimlar kullanilarak serebral enfarkt

hacimleri hesaplandi.

Serebral enfarkt voliimleri ANOVA ve Post-Hoc Bonferroni testleri kullanilarak
karsilagtirildi. Sonugta kontrol (121,57+11,41mm?®) ve sham (116,08+12,36mm?) gruplar1
ile tedavi grubu (81,98+12,58mm?) arasinda meksiletinin serebral iskemide koruyucu etkisi

acisindan istatiksel olarak anlamli farklilik (p<0,0001) saptandi.

Meksiletin, multipotent etkinligi nedeniyle serebral iskeminin 6nlenmesinde ve tedavisinde
alternatif bir ila¢ olarak diisiiniilmeli ve bu konuda zamana bagimli olarak daha fazla

deneysel ¢alisma yapilmalidir.

Anahtar kelimeler: Meksiletin, orta serebral arter okliizyonu, serebral enfarkt voliimii,

serebral iskemi
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ABSTRACT

The Preventive Effect of the Mexiletine on Cerebral Ischemic Injury Following

Experimental Middle Cerebral Artery Occlusion

Occurence of free radicals, intracellular sodium and calcium accumulation, and lipid
peroxidation has crucial role in developing brain ischemic injury. In our study we
investigated the effects of the mexiletine on brain ischemic injury. Mexiletine has some
important features in the prevention of ischemic brain injury such as, sodium and calcium
canal blockage and prevention of the free radical occurence. Previous studies demonstrated
that mexiletine has beneficial effect on spinal cord injury and cerebral vasospasm

following subarachnoid hemorrhage.

In this study, thirty adult-male Spraque-Dawley rats weighting between 285 and 425 grams
were used. Left middle cerebral artery occlusion were performed following
microcraniectomy and simultaneous bilateral carotid artery occlusion were performed. One
hour later carotid clips were removed. Animals were separated into three different groups.
There were ten rats in each group. All rats in three groups insulted with ischemia. There
were no drug application to the rats in control group, saline were applied to the rats in
sham group, mexiletine were applied to the rats in treatment group. After twenty four
hours from ischemic insult, all rats were decapitated following sacrification using high
dose anesthetic agent. Following whole brain extraction from the cranium, brains were
kept in the 10 % formaldehit solution for one or two days. Brains were rostrocaudally
embedded in paraffin blocks following standard tissue treatment to the brains. Paraffin
blocks were treated according to our procedure. After this procedure, paraffin blocks were
cut with microtome which was arranged for cutting into paraffin blocks to the thickness
20um of slices. All slices were dyed with hemotoxilen-eosine (H&E). After the dying of
the slices, cerebral infarct volumes were calculated using computer and appropriate

software programs.

Cerebral infarct volumes were compared using ANOVA (Analysis of variance) and Post-
Hoc Bonferroni test. The results showed statistically significant (p<0,0001) differences
between treatment group (81,98 £ 12,58mm?*) and control (121,57 + 11,41mm?®) and sham
(116,08 £ 12,36mm?) groups.

Mexiletine should be considered as an alternative medication for prevention and treatment
of the ischemic brain injury due to its multipotent effects and further experimental studies

are needed.

Key Words: Cerebral ischemia, cerebral infarct volume, mexiletine, middle cerebral artery

occlusion
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1.GIRIS

Iskemik serebrovaskiiler hastaliklar 6énemli morbidite ve mortalite sebepleridir. Beyin
dokusunu besleyen arterlerin ¢esitli nedenlerden dolay1r gelisen tromboembolik
okliizyonlar1 sonucunda bu arterlerin besledigi beyin bolgelerinde bir dizi iskemik ve
hipoksik olaylar zinciri baglamaktadir. Bu siirecte bircok degisik mekanizma devreye
girmektedir. Bu zincirde a¢iga c¢ikan serbest radikaller ve lipid peroksidasyon
etyopatogenezde Onemli rol oynamaktadir (107). Ortaya c¢ikan bu serbest radikaller
hiicrelerin lipid, protein ve niikleik asit yapilarinda tahribata yol acgarlar (108). Gelisen
oksidatif stres sonucu zayiflayan antioksidan mekanizmalar da bu tahribatin genislemesine
katkida bulunurlar (2). Artmis intraselliller kalsiyum konsantrasyonlarinin da serbest
radikal iretimi ve lipid peroksidasyonla birlikte hiicre Oliimiine katkis1 oldugu

bilinmektedir (109, 110).

Serbest radikallerin ve hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonlarinin iskemik zedelenmenin
patogenezindeki bu 6nemli rollerinden dolay1 literatiirde iskemik beyin zedelenmesinin
onlenmesinde pek ¢ok antioksidan ve kalsiyum kanal blokdrii denenmistir (111, 112).
Literatiirde meksiletinin deneysel subaraknoid kanama sonrasi gelisen serebral
vazospazmin ve travmatik spinal kord zedelenmesinin Onlenmesinde etkili oldugu
gosterilmistir (113, 114). Bu calismada, antioksidan 6zelliklerinin yaninda bir kalsiyum
kanal blokorii, ATP (Adenozin trifosfat) sensitif potasyum kanal aktivatorii ve sodyum
kanal blokorii olan meksiletinin  iskemik beyin zedelenmesini Onlemedeki rolii

incelenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serebral iskeminin Tanimi

Serebral iskemi beyin kan akiminin azalmasi veya kesilmesi sonucu enerji kaynaklarinin

titkenmesi ile baslayan, ndronlarda dejenerasyonla sonuglanan olaylar zinciridir (1, 2).

Serebrovaskiiler hastalik (SVH) beynin bir veya birden ¢ok damarinin patolojik siirecler
sonucu dogrudan tutuldugu ani baslangicli fokal veya global nérolojik semptomlar olarak

tanimlanir (19, 20).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) inmeyi ani gelisen, 24 saat veya daha uzun siiren, dliime yol
acabilen, damarsal kokenli, fokal veya global serebral fonksiyon bozuklugu ile olusan

klinik bulgular olarak tanimlamistir (20, 21).

2.2. Serebral Iskeminin Tarihcesi

Ik kez 1905 yilinda Chiari internal karotid arterin intrakranial dallarinda trombiis
olusumunu ve bu trombiislerin karotid bifurkasyon yakininda yerlesmis olan ateromatdz
plaklardan kaynaklandigini tanimlamistir. inme patogenezinde karotid okliizyonun énemi
1914 yilinda Hunt tarafindan vurgulanmistir. 1951 yilinda ise Fisher internal karotid arter
hastaliklarinin ~ serebral enfarkt gelisiminde ©nemli bir rol oynadigmi, karotid
okliizyonunun genislemis bir subintimal aterom {izerine siiperempoze olan trombozis
sonucu oldugunu ve trombotik fragmanlarin intrakranial serebral dolasimi embolize
edebilecegini ileri siirmiistiir. Iskemik serebrovaskiiler hastaliklarin etyopatogenezinde bu
gelismeler olurken ilk kez 1953 yilinda Strully servikal segmentinde tromboze olan
internal karotid arterde tromboendarterektomiyi gergeklestirmistir. 1955 yilinda ise Lin
serebrovaskiiler cerrahide tikali segmentin rezeksiyonu ve otogen ven grefti ile anastomozu
tarif etmistir. Bunu izleyen yillarda biiyiik bir gelisme goriilmemis ancak 1967 yilinda
Yasargil ve Donoghy oOncelikle internal karotid arterin stenoz ve tromboembolik

hadiselerinde serebral kollateral sirkiilasyonu arttirmak icin siiperfisial temporal arter ile



orta serebral arter (OSA) arasinda mikrovaskiiler anastomozu gercgeklestirerek yeni bir

c18ir agmislar ve serebral revaskiilarizasyonu giincel hale getirmislerdir (18).

2.3. Serebral Iskeminin Epidemiyolojisi

Tim inmelerin %75’ini serebral enfarkt, %7-15’ini intraserebral hematom, %2-8’ini
subaraknoid kanama olusturur. Inme nedeniyle dliimlerin cografi dagilimi iilkeden iilkeye
degisiklik gostermektedir. Her iilkede farkli olmakla birlikte, 40-69 yas arasi; SVH’tan
Oliim orani erkeklerde 40-250/100.000 ve kadinlarda 20-160/100.000° dir. Dogu Avrupa
iilkelerinde ve Japonya’da bu oranlar artmaktadir. Irklar arasinda da farklar vardir. Ornegin
Amerikali zencilerde beyazlara gore SVH’tan 6liim orami her iki cinsiyette de 2,5 kat

fazladir (19, 20).

Yaglara gore yillik inme insidansi1 55-64 yas arasinda 1.7-3.6/1000, 65-74 yas arasinda 4.9-
8.9/1000, 75 yas lizerinde 13.5-17.9/1000°dir. Erkeklerde 55-64 yas arasi inme insidansi
kadinlara gore 2-3 kat daha fazla iken ileri yaslarda bu fark azalmaktadir (21).

Inme prevelans: ise inme insidansina ve yasayabilen hastalara bagl olup bu oran yasla
birlikte artmaktadir. Bat1 iilkelerinde inme prevelans: 8/1000, Japonya’da 20/1000 olarak
bildirilmistir (22).

2.4. Serebral Iskeminin Risk Faktorleri

Bir hastaligin olusmasinda yatkinlik yaratan sebepler risk faktorii olarak tanimlanir. Akut

iskemik inme olasiligini arttirirlar (20, 21, 23). Bu risk faktorleri Tablo 2.1°de

gosterilmistir.



Tablo 2.1. iskemik inme risk faktorleri

1- Degistirilemez risk faktorleri
-Yas
-Cinsiyet
-Irk
-Ailesel/Herediter 6zellikler
2- Degistirilebilen risk faktorleri
a) Kesinlesmis faktorler
-Hipertansiyon
-Diabetes Mellitus
-Kardiak hastaliklar
-Gegici iskemik atak
-Hiperkolestrolemi ve bazi lipid alt gruplarinin yiiksekligi
-Asemptomatik karotis stenozu
-Sigara
-Orak hiicreli anemi
b) Kesinlesmemis faktorler
-Hiperhomosistinemi
-Sol ventrikiil hipertrofisi
3- Olasu risk faktorleri
-Migren
-Gegirilmis inme Oykdiisii
-Oral kontraseptif kullanimi
-Alkol kullanimi
-Zararli madde kullanimi
-Fizik inaktivite
-Obezite
-Diyet
-Hiperinsiilinemi ve instilin rezistansi
-Stres
-Uyku apnesi
-Hemostatik faktorler
-Hiperiirisemi
-Hipotiroidi
-Enfeksiyonlar
-Sosyoekonomik ozellikler

-Mevsim ve iklim




2.5. Serebral Iskeminin Etyopatogenezi

Santral sinir sisteminde olusan iskemi, etyolojisine gore global veya fokal iskemi olarak
karsimiza ¢ikar. Global iskemi, kardiak arrest sonucu beyin ve spinal korda gelen kan
akiminin tamamen durmasi sonucu gelisen agir bir tablodur. Fokal iskemi, hedef organda
tek besleyici damarin okliizyonu veya kismi kesintisi ile olur ve okliizyonun oldugu bolge
ile smirhdir. Fokal iskemi, hiicre i¢cindeki enerji iireten maddeleri (kreatin fosfat, ATP)
azaltarak iyon degisimini bozar ve bdylece membran fonksiyonu durur. Ancak serebral
fokal iskemide kollateral dolasimdan diisiik diizeylerde rezidiiel kan akimi potansiyeli
mevcuttur. Fokal iskemideki bu rezidiiel kan akimi perfiizyon membran devamliligini
saglayarak, geriye doniislimsiiz ndronal hasarin doniisiimiine yol acabilecek ve diisiik
diizeylerde metabolik aktiviteyi devam ettirecek yeterli madde gonderilmesini saglayabilir.
Santral sinir sistemi i¢in iskemik patolojik stirecteki en Gnemli olay metabolik enerji
thtiyacim1 karsilayan oksijen ve glukoz yoklugudur (3, 5-13). Fokal iskemide lezyon;
reperfiizyon hizla yapilmadig1 zaman infarkt olusan ‘‘santral fokus’’ ve normalde enfarktli
alanin bir pargasi haline gelen ‘‘perifokal alan’’ olmak tizere iki boliimden olusur. Santral
fokus, dakikalar icinde geri doniisiimsiiz hasari gosteren en agir lezyon bdlgesidir.
Perifokal alan, elektriksel olarak sessiz, yapisal olarak ise iyon pompalari halen
bozulmamis bolgedir. Kan akimi yeniden saglanirsa veya noroprotektif ajanlar kullanilirsa

bu alanin kurtarilabilme olasilig1 vardir (14).

Normal kosullarda beyin otoregiilasyon ile kendini korur. Iskemi sonucu dokunun islevini
yerine getiremedigi durumlarda otoregiilasyon mekanizmasi bozulur. Iskemi siiresi uzarsa
hiicre oliimii baslar. Dokunun oksijen kullanma kapasitesi diiser. Hiicre membraninda
bulunan aktif ve pasif transport sistemleri enerji varliginda hiicre fonksiyonlari i¢in gerekli
olan iyon dengesini saglar. Normal sartlarda noronlarin iyon dengesini intraselliiler
potasyum iyonu ile ekstraselliiler sodyum, kalsiyum ve klor iyonlar1 saglar. Iyonik denge
adenozin trifosfat gibi yiiksek enerji metabolitlerine bagli cesitli iyonik pompalar
tarafindan saglanir. Yeterli ATP sentezlenemeyecegi icin iyonik pompalar gorevlerini
yapamaz duruma gelir. Bunun sonucunda konsantrasyon farkina bagli olarak potasyum
iyonu hiicre disina ¢ikarken sodyum, kalsiyum ve klor iyonlar1 hiicre i¢ine girer. Membran
depolarizasyonu olusur. Osmotik olarak suyunda hiicre i¢ine girmesiyle birlikte sitotoksik

0dem meydana gelir (2-5, 15, 16).



Serebral iskeminin fizyopatolojisinde rol oynayan temel mekanizmalar enerji kayb,
hiicresel iyon dengesinin bozulmasi, asidoz, hiicre ic¢i kalsiyum artisi1, eksitotoksisite,
serbest radikallere bagli  toksisite, lipid metabolizma degisikleri, eksitator
ndrotranmitterlerin kontrolsiiz salinimi, proteolitik enzimlerin aktivasyonu, nitrik oksit
azalmasi, arasidonik asit metabolitlerinin etkileri ve sitokinlerin salinimi olarak

siralanabilir (4, 5, 10, 17).

Iskemi fizyopatolojisinde rol oynayan baslica mekanizmalar tablo 2.2.’de 6zetlenmistir

(24).

Tablo 2.2. iskemide rol oynayan faktorler

e Transmembran iyon pompasinin bozulmasi

e Eksitator norotransmitter salinimi

e Hiicre i¢i kalsiyum serbestlesmesi

e Reaktif oksijen iirlinlerinin (serbest radikaller) ortaya ¢ikmasi

e Lipid peroksidasyon ve arasidonik asit metabolitlerinin ortaya ¢ikmasi

e Endotelden salinan doku plazminojen aktivatori, selektinler, nitrik oksit gibi
maddeler

e Lokosit, makrofaj ve trombosit kaynakli serbest radikaller, selektin ve integrinler,
fagositik enzimler ve proinflamatuar sitokinler

e Anaerobik glikolizis

e Adenozin

e Kompleman sistemi

e Apopitozis

e iskemik tolerans (Stress proteinleri)

2.6. Serebral Iskemi-Reperfiizyon Fizyopatolojisi

2.6.1. Transmembran iyon pompasinin bozulmasi

Iskemi sonras1 gelisen anaerobik glikolizis siirecindeki yetersiz ATP iiretimi , buna karsmn
artan enerji gereksinimi ve hizli ATP tiiketimi hiicre membraninda enerji bagimli Na'-K"

ATPaz pompasinin disfonksiyonuna neden olur. Na'-K" ATPaz pompasinin disfonksiyonu



noronun depolarizasyonuna, hiicre i¢ine kontrolsliz sodyum girisi ve potasyum g¢ikigina
neden olur. Hiicre i¢i Na" seviyesindeki yiikselme ile olusan depolarizasyon sonucu
aksiyon potansiyelleri bloke olur ve kontrolsiiz norotransmitter salinimi meydana gelir.
Basta glutamat olmak {izere norotransmitterlerin geri alimi1 azalinca hiicre igine Na", Ca'™"
ve olusan osmotik gradientle su girisi olur. Dolayisi ile intraselliler 6dem olusur.
Anaerobik glukolizis ekstraselliiler ortamda laktat birikimine neden olur. Bu serbest
radikal olusumunu potansiyelize ederken, hiicre icine hidrojen iyon girisini tetikler.
Ekstraselliiler ortamda laktat birikimine, artan serbest radikal toksisitesine ve asidoza
neden olur. Ekstraselliiler mesafede laktik asit birikimi ile olusan asidoz da glial hiicre

membranlar1 lizerine dogrudan toksik etki yapar (9, 10, 17, 24-26).

2.6.2. Eksitator norotransmitter salinimi

Santral sinir sisteminde (SSS) en 6nemli eksitator norotransmitter glutamattir. Normalde
presinaptik depolarizasyonla sinaptik araliga glutamat salinimi olur. Presinaptik araliktaki
glutamat Na™ bagimli hiicresel geri alimla (Na'-Ca’"" degistirici protein) tekrar ndronal
endoplazmik retikulum ve mitokondrilerde depolanir. Astrositlerde glutamat sentetaz
enzimi ile glutamine doniistiiriiliir ve olusan glutamin tekrar ekstraselliiler mesafeye verilir.
Daha sonra glutamin noronlar tarafindan alinir ve glutamat veya gama-amino-bitiirik asite
(GABA) doniistiirtiliir. Bu siklus iletimin siirdiiriilebilmesi ic¢in gereklidir. Presinaptik
depolarizasyon ile sinaptik araliga salinan glutamatin geri alinimi ATP kullanimin
gerektirir. Iskemide olusan enerji yoksunlugu bu durumu bozar. Bdylece ekstraselliiler
mesafede biriken glutamat postsinaptik reseptorler iizerine iyon dengesini bozarak erken
iskemik siirecte onemli rol oynar. SSS’nde baslica 4 farkli glutamat reseptorii olup bunlar

tablo 2.3.’te 6zetlenmistir.



Tablo 2.3. Glutamat reseptdrleri

Metamorfik glutamat reseptorleri | Fosfotidilinozitol —dongiisic  ve ikincil haberci
sistemlerde rol alan reseptor grubudur

AMPA  (o-amino-3-hidroksi-5- | Oncelikle Na® ve daha az olarak Ca™"’un gegtigi
metilisoksazol-4 propionik asit) | katyon kanallarma baglidir. Bu kanallarin normalde
glutamat reseptorleri Mg’ tikaci ile kapali oldugu ve AMPA reseptor
aktivasyonunun Mg tikacim ¢dzerek hiicre igine
Na" ve Ca"" girisini baslattig1 diisiiniilmektedir

Kainate glutamat reseptorleri Na" ve Ca™’un serbest olarak gectigi katyon

kanallarina baglidir. AMPA reseptorleri ile aym
mekanizmay1 kullanarak etki gosterir

NMDA (N-Methyl-D-Aspartate) | Hem Na“ hem de Ca "un serbest olarak gectigi
glutamat reseptorleri kimyasal katyon kanallarina baghdir

Glutamat reseptorlerinin uyarilmasit (NMDA ve non-NMDA) kimyasal ve voltaj bagiml
kanallardan hiicre i¢ine serbest kalsiyum girisini baslatir. Hiicre i¢i Ca™" seviyelerindeki
artis Calpain’lerin (Calcium activated neutral proteases), proteazlarin ve fosfatazlarin
aktivasyonuna ve erken gen ekspresyonuna yol acarak ndronal hasar tetikler. Glutamat
eksitotoksisitesini engellemek i¢in iizerinde ¢alisilan baslica NMDA reseptor antagonistleri
arasinda dekstrometorfan, ketamin, amantadin, fensiklidin ve MK-801 sayilabilir. Santral
sinir sisteminde Ozellikle eksitator aminoasit reseptorlerinden zengin bazi bélgelerin
(hipokampus, striatum, talamus, serebral ve serebellar korteks) hipoksi ve iskemiye diger
bolgelere gore daha hassas oldugu, oOzellikle epileptik ndbetler sirasinda veya hafif
iskemide bu boélgelerde iskemik zincirin ileri derecede aktive olarak ciddi doku hasari
gelistirdigi bilinmektedir. Klinikte bu fenomen selektif duyarlilik olarak isimlendirilir ve
selektif duyarliliga neden olan temel faktoriin bu bdlgelerdeki eksitator aminoasit
(glutamat) yogunlugu oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalarda NMDA reseptdrleri
tizerinden olusan iskemik hasar siirecinde noronal Sliimiin 24 saatten sonraki ge¢ fazda
oldugu gosterilmistir. Akut noronal hasarin non-NMDA reseptorleri {izerinden hiicre igine
ani Na' ve su gegcisi ile oldugu ve hiicrenin osmotik yikimina yol agan intraselliiler 6demin

onlenmesi ile hasarin engellenebilecegi bildirilmistir (9, 10, 17, 24, 27-33, 158).



2.6.3. Hiicre i¢i kalsiyum serbestlesmesi

Hiicre i¢inde 100nMol kadar diisiik konsantrasyonda bulunur ve ekstraselliiler kalsiyuma
gére 10* kat daha azdir. Hiicre i¢i kalsiyum ¢ok siki denetlenir ve Ca'™ hiicrede; hiicre
membrani, endoplazmik retikulum (ER), mitokondri ve niikleusta depolanir. Hiicre igi
kontrolsiiz Ca'" artis1 iskemik hasarmn baslangicindan itibaren akut evrede gdzlenen en
onemli degisiklik olup, hiicre icine NMDA ve non-NMDA glutamat reseptorleri tarafindan
aktive edilen kimyasal kanallar ve depolarizasyonla aktive olan voltaj bagimli kanallardan
gecerek girer. Genel olarak kalsiyum kanal blokorleri vaskiiler tonus {izerinde etkilidir.
Dihidroksipiridin tiirevleri (nimodipine ve nicardipine) subaraknoid kanama sonrasi
gelisen vazospazmin tedavisinde kullanilmaktadir. Nimodipine ndronal kalsiyum
kanallarina yiiksek affinite gostererek %32 rolatif ve %5,1 absolud yiik saglar. Bir
dereceye kadar selektif serebral vazodilatasyona neden olur (4, 6, 17, 24, 34, 35).

2.6.4. Reaktif oksijen iiriinlerinin (Serbest radikaller) ortaya ctkmast

Atomlar en dis yoriingelerinde daima cift sayida elektron bulundurma egilimindedirler. En
dis yoriingesinde tek sayili elektron igeren atom ya da molekiillere serbest radikal adi
verilir. Katalitik reaksiyonlar sirasinda ara {riin olarak olusurlar. Serbest radikaller
molekiiliin yapisina gore oksijen merkezli (sliperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil
radikalleri), karbon merkezli (karbontetrakloriir, triklormetal, aromatik hidrokarbonlar) ve
stlfir merkezli (glutatyon) olabilir. Normal fizyolojik sartlarda mitokondrial elektron
transport zincirinde dilisiik oranda siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit olusur. Bu
radikaller glutatyon, vitamin C, vitamin E gibi normal savunma sistemindeki
antioksidanlarca ve glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz, katalaz gibi enzimatik
korunma mekanizmalari ile yok edilirler. Serbest radikallerin baglica biyolojik hedefleri
arasinda proteinler, niikleik asitler ve DNA, karbonhidratlar, membran fosfolipidleri
sayilabilir. Olusan serbest radikaller hiicre membrani1 ve hiicre i¢i organelleri etkilerken,
ekstraselliller mesafeye de gecer ve uzak etkilerini olustururlar. Serbest radikallerin
etkinligini ¢ozliniirliigl kadar dokudaki diffiizyon hiz1 da belirler. En potent serbest radikal
hidroksil (OH") radikalidir. Fe"" ve Cu"" gibi transizyonel metallerin varhginda hidrojen
peroksit radikalinden (H,O;) ve siiperoksit (O;) radikalinden Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlar1 (Tablo 2.4 ve Tablo 2.5) sonucu olusur. Serbest radikallerin bir ¢ok hiicre i¢i
kaynag1 vardir. Bunlar su sekilde 6zetlenebilir; indirgenmis flavinler, tiyoller, epinefrin ve

antibiyotikler gibi kiiclik molekiillerin otooksidasyonu, iki bagli metaller, ksantin oksidaz



gibi hiicresel enzim ve proteinler iizerinden, iskemi gibi yetersiz oksijenli durumlarda
mitokondrial elektron transport zincir donilisiimiiniin olmamasi, lirat oksidaz ve yag acil
CoA oksidaz gibi peroksizomal oksidan enzimlerin direkt H,O, olusturmasi, lipid
peroksidasyonu sonucu olusan arasidonik asit yikim tirlinlerinden serbest oksijen radikali
olusmasi, fagozomlar ve myeloperoksidaz {lizerinden graniilosit aktivasyonu ile serbest O,
radikalleri olusumu; NO, NO,, ozon, tiitiin, karbontetraklortir, ilaglar gibi zenobiyotiklerin
otooksidasyonu ile serbest oksijen radikalleri olugsmaktadir. Serbest oksijen radikallleri
doymamis yag asitleri ile lipid peroksidazlari, fosfolipidler {izerinden prostoglandin,
l16kotrienler gibi aragidonik asit metabolitleri ve ikincil haberci sistem {iizerinden
proinflamatuar sitokinlerin (IL-1, IL-6, TNF-a) olusumuna yol acarak inflamatuar siireci

baslatir (24, 36-44, 137, 138).

Tablo 2.4. Fenton reaksiyonu

Fe™" +H,0, =>Fe "+ OH-+OH

Tablo 2.5. Haber-Weiss reaksiyonu

0O, + H,O, + H+ => 0O, + H,O + OH-

2.6.5. Lipid peroksidasyon ve arasidonik asit metabolitlerinin ortaya ¢ctkmas

Serbest yag asitlerinin saliiim ve oksidasyonu, temel hiicresel mekanizmalarin
diizenlenmesinde kritik bir 6neme sahiptir. Fosfolipidler yoniinden ¢ok zengin bir ortam
olan SSS’nde iskemi ve diger tiim travma modellerinde serbest yag asitleri zamana bagh
olarak artig gosterirler. Fokal veya global iskemi sonrasi erken donemde ortaya ¢ikan yag
asitleri arasinda ozellikle stearik asit (18:0), arasidonik asit (20:4), palmitik asit (16:0),
oleik asit (18:1) ve dokosaheksanoik asit baslica {riinlerdir. Hidrofobik 6zellikleri
nedeniyle yiiksek konsantrasyonlarda deterjan benzeri etki gosterirler. Boylece membran
fonksiyonlarinin bozulmasina ve membran sivi igeriginin degismesine neden olur.
Arasidonik asit ve dokosaheksanoik asit esansiyel yag asitlerinden temin edilirler. Serbest
poliansatiire yag asitleri mitokondrial membranda oksidatif fosforilasyonu bozarlar.
Serbest yag asitleri eikonozoidlere doniiserek vazokonstriiksiyon, vazodilatasyon, vaskiiler

gecirgenligin artisi, platelet agregasyonu ve 16kosit adezyonunun tetiklenmesi gibi hiicresel
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degisiklikler olusturular. Enzimler ve iyon kanallarina dogrudan etki ile iskemik siirecin

ilerlemesine neden olurlar (24, 46, 50, 51).

Arasidonik asit; siklooksijenaz, lipooksijenaz ve sitokrom P-450 monooksijenaz enzimleri
ile lic ana biyosentetik yol iizerinden metabolitlerine doniiserek etki eder. Arasidonik asit
zincirini baglatan fosfolipazlar; fosfolipaz A-2 (membran bagimli sitozolik tip-1 ve

sekretuvar tip-2), fosfolipaz C, fosfolipaz D iskemide aktif hale gelirler.

Siklooksijenaz yolu: Bu yolda olusan prostoglandin D (PGD), prostoglandin E (PGE),
prostoglandin F,, (PGF»), prostoglandin I, (PGI,) ve tromboksan A, (TxA,) prostanoidler
olarak bilinir. G proteinleri tarafindan yonlendirilip hiicre ylizey reseptorleri aracilifi ile

etkilerini gdsterirler.

Lipooksijenaz yolu ve lokotrienler: Arasidonik asitten 5-lipooksijenaz enziminin etkisiyle
olusan lipoksinler serbest radikal olusumu ve nétrofil degraniilasyonu iizerinde ¢ok 6nemli
rol oynarlar. Lokotrien A4 (LTA4) instabil ara {iriin olup siiratle Lokotrien B4 (LTB4)’e
doniistir. LTB4 kemotaksik bir ajandir. Lokositlerin uyarilmasinda ve fagositozunda rol
oynar. LTA4 stilfopeptidaz etkisiyle siilfopeptidil l6kotrienlere [Lokotrien C4 (LTC,),
Lokotrien D4 (LTDs4), Lokotrien Es4 (LTE4)] doniisiir. Bunlar hipersensitivite

reaksiyonlariin en 6nemli yonlendiricileri olup mikrodolasimda gecirgenligi arttirirlar.

Sitokrom P-450 monooksijenaz yolu: Arasidonik asitten platelet aktive edici faktor (PAF)
olusumunu saglar. PAF endotel, 16kosit ve makrofaj gibi hiicrelerde yapilir ve salinir.
Noron ve glia gibi membran fosfolipid yapisindan zengin hemen tiim hiicrelerde endojen
olarak sentezlenir. Iskemide biyoaktif lipid yapisindaki PAF sentezi ileri derecede artar.
PAF sentezinde terminal enzim olan kolin fosfotransferaz asetikolin ve dopamin gibi
norotransmitterler ve proteinkinaz-C aktivatorleri tarafindan uyarilarak PAF yapimim
arttirirlar.  Kolin fosfotransferaz aktivasyonu ortamdaki iyonize kalsiyum tarafindan
baskilanir ve bunun neticesinde PAF yapimi azalir. PAF hem inflamatuar cevabi
yonlendirerek hem de eksitatdr noérotransmitter salinimini presinaptik mekanizmayla

uyararak iskemik beyin hasarinda énemli rol oynar (24, 45-52).
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2.6.6. Iskemide endotel ve lokositlerin rolii:

Endotel kaynakli selektinler, doku plazminojen aktivatérii (TPA), nikrik oksit; 16kosit,
makrofaj ve trombosit kaynakli selektinler, integrinler, fagositik enzimler ve
proinflamatuar sitokinler serebral iskemide Onemli rol oynar. Lokositlerin adezyon ve

aktivasyonunda proinflamatuar sitokinler nemlidir (24, 42).

Sitokinler; interlokinler (IL), replikasyon faktorleri, graniilosit monosit-koloni stimiilan
faktor (GM-CSF, GCSF), interferonlar, Tiimoér Nekrozis Faktor (TNF) olup inflamatuar
siirecte rol oynarlar. Ozellikle IL-1B, TNFa, IL6 gibi proinflamatuar sitokinler iizerinde

arastirmalar yogunlasmistir (59).

Interlokin-1 (IL-1): Alfa ve beta olarak iki gruba ayrilir. Insanlarda ikinci kromozomda
bulunur. Serin proteazlarca protelitik bdliinme ile olusur. IL-1, inflamasyondaki rolii ve
endotel aktivasyonuna ek olarak hematopoezis, yara iyilesmesi, proteoliz gibi olaylarda da
gorev alir. Natural Killer Cell (NK) aktivasyonunun arttirilmasi, fibroblastlardan IL-6
yapiminin uyarilmasi, T hiicrelerinden IL-10 iiretiminin baskilanmasi, adezyon
molekiillerinin salinimi, prostoglandin-E yapiminin uyarilmasi, noétrofillerin fagositik
aktivitesinin arttirllmasi ve transendotelyal gegisin kolaylastirilmasi, akut faz
reaktanlarinin sentezinin uyarilmasi, eozinofil ve makrofajlarda timor hiicrelerine karsi
sitotoksisitenin arttirilmasi, fibroblastlardan ICAM-1 (intrastoplazmik Selliiler Adezyon
Molekiilii-1) yapimi ve kontrolii, EGF (Endotelyal Growth Faktdr) reseptor saliniminin

diizenlenmesi baslica fonksiyonlaridir (54).

Interlokin-6 (IL-6): Akut inflamatuar cevapta ve konak defansinda énemli rol oynar.
Proinflamatuar ve antiinflamatuar aktivitelerinin her ikisini de uyarir. B hiicrelerinin
immiinglobulin salinimi i¢in kofaktdr rolii, karsinoma, B hiicreli 16semi ve lenfoma
hiicrelerinin gelismesini inhibe eden T hiicreleri i¢cin mitozu onleyici etki, hipofizden
ACTH ve slirrenallerden glukokortikosteroidlerin salinimi, normal hematopoetik
prekiirsorler ve myelomonositik hiicreler i¢in farklilastiric1 faktoér gorevi, hepatositlerden

akut faz reaktanlarinin salinmasi bilinen fonksiyonlaridir (55-57).

Tiimor Nekrozis Faktor (TNFa): Her biri 157 aminoasit yapisindaki non-kovalent baglarla

baglanmis ii¢ liniteden olusur. Monositler, astrositler, makrofajlar ve mikroglialar gibi bir
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cok hiicreden salinimi olur. IL-1 ile sinerjistik etki, transkripsiyon sirasinda lipoprotein
lipaz baskilanmasi, Class MHCI1 antijenlerinin indiiksiyonu, GM-CSF ve IL-1’in sentez ve

salinimi, 16kosit adezyonunun uyarilmasi, PAF salinimi1 6nemli fonksiyonlaridir (58).

Iskemide Endotelin Rolii: Endotel hemostazis ve inflamasyonda mikrodolasimi diizenleyen
en Onemli unsurlardan biridir. Normal kosullarda endotel kan akimina karsi aktif
antitrombotik ve antiinflamatuar ylizey saglayarak akimin kesintisiz siirdiiriilmesini saglar.
Kanin  pihtilagmasim1  engelleyen  baslica  mekanizmalar endotel  yiizeyindeki
trombomodulin, protein-C ve protein-S sistemleri olup, ylizeydeki trombomodulin
trombine baglanarak onun fibrinojene doniisiimiinii engeller. Trombomodulin-trombin
kompleksi protein-C’yi aktive ederek endotel hiicre yiizeyine ve protein-S yoluyla diger
membranlara baglanarak faktor-5, faktor-8 ve PAI-1 (Plazminojen aktivator inhibitorii-1)
olusumunu baskilar. Bunun yanisira endotel ylizeyinde yer alan faktor 7 ve faktér 10
(Doku faktorii) aktivitelerini baskilayan doku faktor yolu inhibitorii (TFPI: Tissue Factor
Pathway Inhibitor) ve heparin benzeri molekiiller (glikozaminoglikan-siilfat kompleksleri)
pthtilasmanin 6nlenmesinde rol alan Onemli endotelyal komponentlerdir (60, 61).
Endotelden salinan doku plazminojen aktivatorii serin merkezli proteaz olup arjinin-valin
bagini parcalayarak plazminojeni aktive eder (62). Prostosiklin membran etkilesimlerinde
ortaya ¢ikan potent bir vazodilatatdr ve bilinen en etkili platelet agregasyon inhibitoriidiir
(24). Endotel yiizeyinde yeralan adenozin difosfataz enzimi platelet agregasyonunu
potansiyel olarak yonlendiren adenozin difosfati 5-niikleotidaz enzimi ile dnce adenozin
monofosfat ve daha sonra adenozine doniistiiriir. Olusan serbest adenozin, difosfat
yapisinin aksine platelet agregasyonunu baskilar ve vazodilatasyona neden olur. Adenozin
ayn1 zamanda aktif ndétrofillerin endotel yilizeyine adezyonunu da baskilayarak kuvvetli

antiinflamatuar etki gosterir (42).

Endotelin iskemide ve reperfiizyondaki en onemli 6zelligi protrombotik-proinflamatuar
(Pihtilasma ve inflamasyonu kolaylagtirici) etkisidir. Normal sartlarda endotelden
salinmayan fakat hasar durumunda ekstrensek koagiilasyon yolunun tetikleyicisi TF
(Tissue Factor) salinimi1 TNF-a, IL-1, trombin ve lipopolisakkaritlerce uyarilir. Protrombin
aktivasyonu i¢in en onemli ylizey, endotel hiicreleri olup IL-1’in de 6nemli kaynagi ve
hedefidirler (63-66). TNF-a tarafindan da sentezi uyarilan IL-1, TF salinimini etkileyerek

PAF olusumunu arttirirlar. PAF, platelet agregasyonunu ve 16kosit adezyonunu ytikseltir.
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Vazokonstriiksiyona ve IL-1, TNF-o yapimini arttiran makrofaj aktivasyonuna sebep olur
(67, 68). Olusan IL-1 protein-S’in membrana baglanmasini inhibe eder. Trombomodulin
protein-C-S kompleksini bloke eder, TPA yapimini azaltir ve fibrinolizisi baskilar. Ayni
zamanda endotel hiicrelerinden 16kosit ve platelet baglayan adezyon molekiil salinimini
arttirir. Hasar durumunda endotel hiicrelerindeki 5-lipooksijenaz sisteminin aktivasyonu ile

olusan lokotrienler 16kosit kemotaksisini arttirip vazokonstriiksiyona neden olurlar (69-72).

Iskemi-Reperfiizyon siirecinde endotel hiicrelerinde ksantin oksidaz-siklooksijenaz
reaksiyonlart ile siiperoksit anyonu olustururlar. Endotelinin {i¢ izoformu (ET-1, ET-2, ET-
3) olup, siliperoksit anyonu, TxA, gibi endoperoksitlerle vazokonstriiksiyona neden olurken
yine endotelden salinan nitrik oksit (NO), prostasiklin gibi mediatorler de vazodilatasyona
yol acgarlar. Bu da vazomotor kontrolii saglar. Endotelyal nitrik oksit sentetaz (e NOS)
(NOS izoform III) kalsiyum-kalmodiilin bagimli enzim olup platelet-16kosit adezyonunu
baskilar (73-75). Endotelinler 21 aminoasitli (AA) izopeptidler olup ¢ok farkli biyolojik
etkilere sahiptir. Trombosit agregasyonu, makrofaj infiltrasyonu, aterosklerozis, trombin,
IL-1, TNF-alfa, TGF-beta (Transforming growth faktor-beta) , hipoksi ve vazoaktif
peptidler endotelin salinimina neden olurlar. Endotelin-1 (ET-1) memelilerdeki en potent
vazokonstriiktor olup, endotelinler ayni zamanda ICAM-1 (Intercellular adhesion
molecule-1) ve VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule-1) ileri kontroliinii ve endotel
hiicrelerinden salintmini arttirirlar. Iskemi-reperfiizyon hasarinda endotel hiicresi i¢inde
néron ve astrositlere benzer sekilde ileri derecede iyonize kalsiyum birikimi olur. Bu
endotel hasarin1 ve fonksiyon bozuklugunu tetikleyen en Onemli unsurlardan birisidir.
Hiicre ici kalsiyum artisinda siiperoksit ve peroksinitritlerin de toksik etki ile rol aldigina

dair bulgular elde edilmistir (76-79).

Iskemi-reperfiizyon hasarinda iskemik doku icinde I6kosit infiltrasyonu ile birlikte
aktivasyonunda artis olmasi, nétropenik kosullarda enfarkt alaninin ve hacminin eglik eden
O0demle birlikte azalmasi, Ozellikle fokal iskemi-reperflizyon modellerinde 16kosit
infiltrasyonunun artmasi ile kapiller dolasimda P-selektin ve ICAM-1 saliniminin artmasi
endotel 16kosit etkilesiminin iskemi-reperfiizyon hasarinin fizyopatolojisinde énemli rol

oynadigini desteklemektedir (80-83).

Dolagimdaki 16kositlerin endotel duvarina tutunmasi bir dizi tamamlayici reseptér ve

sinyal molekiillerinin isbirligini gerektiren kompleks bir siirectir. Lokositlerle endotel
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hiicreleri arasindaki adezif iligkileri yonlendiren ii¢ grup adezyon molekiilii vardir.
Hiicreler arasi ortamdan gelen sinyalleri hiicre mimarisine entegre ettigi diisiiniilen
heterodimerik ~ molekiiller olan integrinler, integrinleri  taniyarak etkilesen
immiinglobulinler ve karbonhidrat baglarimi taniyarak etkilesen selektinler en 6nemli

adezyon molekiilleridir (24).

Immiinglobulin yapisindaki hiicresel adezyon molekiilleri i¢inde 6zellikle dort tip molekiil
on planda yer alir. Bunlar ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 ve CD31 (PECAM-I,
endoCAM)’dir. ICAM-1 tiim vaskiiler segmentlerde endotel hiicrelerinden diisiik
seviyelerde ve siirekli olarak salinir. Salinimi sitokinlerce {ist diizeyde kontrol edilir.
Maksimum salinimina 16-24 saatte ulasir. Yiiksek konsantrasyonu yaklasik 72 saat siirer.
ICAM-2 ise inaktif endotel hiicrelerinden siirekli olarak ve ICAM-1’e gore yakalsik 10
defa daha fazla salimir. ICAM-1 ve ICAM-2 organizmada bir¢cok hiicre tarafindan
sentezlenir. VCAM-1 inaktif endotel hiicrelerinden ¢ok diisiik diizeylerde salinir. Ortamda
bulunan proinflamatuar sitokinler VCAM-1 salinimini ileri derecede arttirarak 6-12 saatte
maksimum diizeye ¢ikmasina neden olurlar. VCAM-1 aynm1 zamanda makrofajlar, kemik
iligi stromasi, renal tiibiiler epitel hiicreleri, lenfoid dentritik hiicreler ve sinoviyal

hiicrelerde de yapilir (3, 24, 35, 57, 85-87).

CD31 endotel hiicreleri, plateletler, notrofiller, monosit ve lenfositlerden salinir. ki
endotel hiicresi arasindaki siir bolgede her ikisi de endotel kaynakli iki CD31 molekiilii
birbiriyle homofilik adezyon olusturarak vaskiiler permeabiliteyi smirlar. Biri endotel,
digeri lokosit kaynakli iki CD31 molekiilii arasindaki etkilesim 16kositlerin dolasimdan
dokuya (transendotelyal) migrasyonunu kolaylastirir. CD18 grubu (beta-integrinler) {i¢ alfa
alt linitesinden birinin ortak bir beta alt grubuna nonkovalen bagla baglanmasindan olusan
ve hemen daima lokositler tarafindan ve siirekli olarak ortama salinan spesifik adezyon

molekiilleridir (24, 88).

Lokositlerin dolasimdan ayrilarak doku igine gegisi li¢ temel agamadan olusur. Birinci
asama lokositlerin kendi etrafinda hasarli damar segmenti boyunca yuvarlanma (rolling)
asamast olup selektinler tarafindan yonlendirilir. Kan akimi ile serbestce hareket eden
l16kositler inflamasyon veya iskemiyle aktive olan endotel yiizeyine yaklasarak ilk temasi
olusturur ve yuvarlanarak vaskiiler segment iizerinde kan akimindan ayrilacag: yere gelir.

Ikinci asamada 16kosit endotel iizerine yigilir ve adezyon giiclendirilir. Endotel hiicre
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membranindaki interstoplazmik adezyon molekiillerine (ICAM-1 ve ICAM-2) baglanan ve
16kositlerde bulunan CD18 grubu adezyon molekiilleri tarafindan yénetilir. Uglincii
asamada 106kositler dolasim disina ¢ikar. Vaskiiler endotel iizerindeki interstoplazmik
adezyon molekiilleriyle etkilesen CD18 grubu integrinlerle yonetilir. Lokositler ICAM-
CD18 etkilesimiyle endotel hiicreleri arasindan dolasimdan dokuya gecerler. Endotel
aktivasyonuyla plateletler ve lokositler R-selektin, CD31, glikoproteinlIb, IIla gibi platelet

adezyon reseptorleri yardimiyla endotel segmenti iizerinde toplanirlar (84, 89, 90).

2.6.7. Iskemide nitrik oksitin (NO) rolii

Nitrik oksit, nitrik oksit sentetaz enzimi (NOS) ile sentezlenir. Noronal ve endotelyal nitrik
oksit sentetaz kalsiyum bagimli izoformlar olup aktivasyonlari i¢in serbest kalsiyuma
gerek duyarlar. Buna karsin inducable nitrik oksit sentetaz kalsiyum bagimli degildir.
Endotoksin ve proinflamatuar sitokinlerce aktive edilir. SSS iskemisi sirasinda nitrik oksit
salinimi iki farkli zamanda pik yapar. Birinci pik hemen iskeminin basinda olup noronal ve
endotelyal nitrik oksit sentetaz tarafindan indiiklenir. Ikinci pik iskemiden 1-2 saat sonra
baslar ve agirlikli olarak inducable NOS tarafindan olusturulur. Endotel kokenli NO,
vazodilatator etkisine ek olarak platelet akiimiilasyonunu, platelet ve lokositlerin
adezyonunu baskilar. Nitrik oksit, 16kosit adezyonunu ICAM-1, VCAM-1, P-selektin gibi
adezyon molekiillerini inhibe ederek baskilar. Kan akimini arttirarak hasari geciktirir.
Intraselliiler kalsiyum artis, NMDA reseptor aktivasyonu, kalmodulin agonistleri endotel
ve noronal kaynakli nitrik oksit salinimini, proinflamatuar sitokinler ise inducable NOS
kaynakli nitrik oksit salinimini arttirirlar. Kalmodulin antagonistleri ve kalmodulini

baglayan maddeler (gangliozide) nitrik oksit salinimini azaltirlar (24, 92, 93).

2.6.8. Anaerobik glukolizis

Anaerobik glukolizis ekstraselliiler ortamda laktat birikimine neden olur. Bu serbest
radikal olusumunu potansiyelize ederken, hiicre icine hidrojen iyon girisini tetikler.
Intraselliiler asidoz olusur. Iskeminin varliginda hiperglisemi anaerobik glukolizisi arttiran
onemli bir faktordir. Ekstraselliiler ortamda laktat birikimine, artan serbest radikal
toksisitesine ve asidoza neden olur. Hipergliseminin insiilinle nétralize edilmesi iskemide

noroprotektif etki gdstermektedir (24).
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2.6.9. Iskemide adenozinin rolii

Adenozin SSS’°nde yer alan inhibitdr bir ndéromodiilatordiir. Beyin iskemisi ve
reperfiizyonu sirasinda yiiksek enerjili fosfat baglar1 (ATP, ADP, AMP) hidrolize olarak
ortamda adenozinin arttmasina neden olurlar. Adenozin potent bir vazodilatatér olup,
parsiyel oksijen basinct 50 mmHg nin altina diistiigiinde gelisen derin vazodilatasyonda
primer rol oynar. Adenozin ndroprotektif olup, baslica etkileri arasinda vazodilatasyon ve
buna bagl lokal kan akiminda artma, nétrofil akiimiilasyonu, adezyonu, transmigrasyonu
ve degraniilasyonunda inhibisyon, endotel hiicresinin yapisal biitiinliigliniin korunmasi

sayilabilir (24, 91, 99).

2.6.10. Iskemide kompleman sisteminin rolii

Iskemi-reperfiizyon sirasinda kompleman sistemi aktive olarak anaflatoksinler (C3a, C4a,
C5a) ve terminal kompleman kompleksi olusur. Dogrudan hiicre permeabilitesini arttirarak
histamin ve PAF salinimini, C5a iizerinden l6kosit adezyonunu ve siiperoksit radikal

olusumunu tetikleyerek ileri hiicre hasarina neden olurlar (24, 94).

2.6.11. Iskemik tolerans (Stress proteinleri)

Iskemik tolerans, hafif ve kalic1 hasar olusturmayan subletal stimulusa yanit olarak hiicre
ici fosforilasyon ve protein sentezinin etkilenmesi ile bir dizi gen ekspresyonu ve takip
eden protein sentezi yoluyla 24-72 saat icinde uygulanacak ikinci ancak ciddi bir uyartya
kars1 ndroprotektif etki olusumu olarak tammlanir. Ik olarak viicut 1sisinda subletal
ylkselme ile olusan heat-shock proteinlerinin (HSP) yiiksek 1siya karsi ilk 24-72 saat
icinde iskemik tolerans olusturdugu saptanmis. Iskemik tolerans oOzellikle selektif
duyarlilik gosteren eksitator aminoasitlerden zengin bdlgelerde daha belirgindir (amigdala,
hipokampus, korpus striatum, hipotalamus, talamus ve korteks). Hipoksi ve iskemi ile stres
proteinleri salinimi olur. HSP ve ubiquitin bunlarin baglhcalaridir. Bir flavonoid olan
quecertin ve hsp72 antikorlar1 stres proteinlerini kismen baskilar. Iskemik tolerans

stiperoksit dismutaz (SOD) immiinreaktivitesini azaltir (5, 24, 57, 95-97).

2.6.12. Apopitozis

Apopitozis programlanmis hiicre Oliimiidiir. Embriyogenezis, hiicresel hemostazis ve

immiin sistem maturasyonu i¢in gerekli bir siirectir. Bu noronlar SSS’nde kalic1 olarak
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yerlesirken kalanlar apopitoz ile ortamdan uzaklastirilir. Oksidatif stres, kalsiyum
toksisitesi, eksitotoksisite, iskemiyle apopitotik yollarin aktive olmasi ndronal hiicre
Oliimiinii hizlandirir. Apopitozis iki asamada gergeklesir. Birinci asama indiiksiyon donemi
olup 6zgiin stimulus ile uyarim sonucu olusur. Ikinci asama etkin siire¢ (effektdr) olup
apopitoz icin gerekli substratlarin ortama ¢ikmasiyla mitokondriyal permeabilite artisi,
hiicre i¢i kalsiyum artis1, kaspazlar ve diger kalsiyum bagimli enzimlerin aktivasyonuyla
gerceklesir. Sitoplazmik ve niikleer modifikasyonu takiben hiicre fragmente olur ve

apopitotik cisimcikler ¢evre hiicreler ve makrofajlarla fagosite edilir (5, 24, 98).

2.7. Meksiletinin Kimyasal Yapis1 ve Etki Mekanizmasi

Meksiletin kimyasal olarak 1- (2,6-dimethylphenoxy)-2-aminopropane yapisindadir. Class
I-b antiaritmik bir ilagtir ve voltaj duyarli Na' kanallarn1 bloke ederler. Sodyum
kanallarina hizla baglanip hizla ayrilirlar. Aksiyon potansiyeli siiresini kisaltirlar. Lokal
anestezik bir madde olan lidokain analogudur. Meksiletinin terapdtik penceresi dar
oldugundan serum konsantrasyonunun takibi gereklidir. Terapdtik plazma seviyesi 0,5-
2,0ug/ml’dir. Meksiletin potent antioksidan, kalsiyum kanal blokorii, ATP sensitif
potasyum kanal aktivatorii ve sodyum kanal blokoriidiir. ATP sensitif potasyum kanal
aktivasyonu kalp kasi, iskelet kasi, noronlar ve pankreasta hiicresel fonksiyonlarin

regiilasyonunda 6nemli rol oynar (100-102, 104-106, 115).
Akut baslangicli veya kronik siirecli ventrikiiler aritmilerin tedavisinde kullanilir. Fakat
konjenital paramyotoni, hiperkalemik periyodik paralizi, potasyum agirlikli myotoni, uzun

QT-3 sendromu ve noropatik agrida da etkindir (100, 102).

Meksiletinin kimyasal yapisi sekil 2.1°de goriildiigii gibidir (102, 103).

18



~r Yy

MEXILETINE Q = H; MEX-NH (HO-2434)
(MEX) Q = 0; MEX-NO (HO-2433)
Q = OH; MEX-NOH (HO-2433/R)
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Sekil 2.1. Meksiletin ve oksidatif metabolitlerinin kimyasal yapisi

Meksiletin yiiksek derecede hidrofobik bir bilesiktir ve bir polar grubu (NH, grup) vardir.
Aromatik halkaya yerlesmis olan metil grubu iki katl lipid tabakasina yapisir. Bu yapisma
sonucunda amino grubu su fazi ile etkilesir. Su ortaminda bulunan serbest hidroksil
grubuna baglanarak serbest radikalleri tutar ve lipid peroksidasyonun ilerleyisini bloke
eder. Glutatyon, a-tokoferol (vitamin E), askorbik asit gibi antioksidanlar santral sinir
sisteminde ¢ok miktarda bulunmaktadir. Bu antioksidanlarin serbest radikalleri tutucu
ozelligi ile noroprotektif etkili oldugu ileri siiriilmiistiir. Meksiletinin etki mekanizmasi da

a-tokoferoliin etki mekanizmasina benzemektedir (114, 140).

Meksiletin primer bir amindir ve bu ilacin pKa degeri 8,4’tiir. Bu bilesik fizyolojik pH
degerlerinde hem nétral hem de pozitif degerde bulunabilir. flacin yiiklii formu asidik
kosullarda artmaktadir. Bu da ilac1 daha potent hale getirir. Ciinkii anoksik kosullarda
acilmis olan Na" kanallar1 bloke olmaktadir. Bu sayede anoksik denge engellenmektedir.
Meksiletin  kan dolasimima absorbe olur. Kan-beyin bariyerini yeterince yliksek
konsantrasyona ulasacak sekilde gecer. Boylece fokal iskemi-reperfiizyon hasarinda beyni

koruyucu etki gosterir (149).
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamiz Baskent Universitesi Etik Kurulu ve Arastirma Kurulu tarafindan deneysel
arastirmalar igin belirlenen kurallara ve prosediirlere uygun olarak onay alindiktan sonra

12.04.2005 tarih, 2005/AP-453 say1 ve DA03/17 proje numarasi ile gerceklestirilmistir.

3.1. Gereg

Bu c¢alismada agirliklart 285-425 gram arasinda olan 30 adet erkek eriskin Spraque-
Dawley wkindan rat kullamldi. Ostrojenin noroprotektif etkisi bir cok calismada
gosterildigi i¢in calismamizda disi rat kullanilmadi (151-153, 155). Ortalama agirliklari
338 gramdi. Deneyde mikrosiriirji aletleri, normal cerrahi aletler ve cerrahi mikroskop

(Resim 3.1) kullanildi.

Resim 3.1. Kullanilan cerrahi mikroskop ve cerrahi alan
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3.1.1. Deney Gruplar

I. Grup: Sadece iskemi (n: 10 adet)
II. Grup: Iskemi ve sham (normal salin) tedavisi (n:10 adet)

I11. Grup: Iskemi ve meksiletin tedavisi (n:10 adet)

3.1.2. Meksiletinin ve normal salinin deneyde kullanilmasi

Mexiletine hydrochloride (Mexitil Ampoules 25mg/ml Solution for Injection and Infusion,
Boehringer Ingelheim, Germany) 250mg’lik 10ml’lik ampuller halinde deneyde hazir
bulundu. Meksiletin tedavi grubundaki ratlara 60mg/kg dozunda intraperitoneal (i.p) olarak
verildi. Yine sham grubuna 1ml/kg normal salin intraperitoneal olarak verildi. iskemi

grubuna herhangibir madde verilmedi.

3.2. Yontem

3.2.1. Anestezi

Calismada kullanilan biitiin ratlar bir saat dnceden ac¢ birakildi. Intraperitoneal olarak
verilen 60mg/kg ketamine (Ketalar, Parke-Davis, Eczacibasi, Istanbul) ve 9mg/kg xylazine
(Rompun, Bayer, Istanbul) ile anestezi saglandi. Anestezi, ratlar agriya yamtsiz olacak ve

deney sirasinda spontan solunumlarina devam edecek sekilde ayarlandi.

3.2.2. Cerrahi islem

Cerrahi islem sirasinda antisepsi kurallarina uyuldu. Hayvanlarin viicut 1silart rektal
termometre ile takip edildi ve operasyon siiresince 37°C civarinda tutulmaya caligildi.
Iskemiden hemen 6nce ve sonra olmak iizere toplam iki defa her bir rata arteriyal kan gazi

bakildi. Postoperatif ratlar normal oda 1sisinda (20-22°C) tutuldu.

Anesteziden sonra ameliyat masasina yatirilarak polivinil pirolidon iyod (Drogsan,
Ankara) ile lokal antisepsi uygulandi. Ratlarin 6nce supin pozisyonda cerrahi mikroskop
(OPML - 9 FC Zeiss, Germany) altinda orta hat boyun insizyonlar1 yapildi. Her iki karotid
arter bulunarak 4/0 ipek siitlir yardimi ile askiya alindi. Sag femoral arter, arter kan gazi

bakilmak iizere kataterize edildi. Daha sonra sag yan yatar pozisyonda sol zigomatik cilt
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insizyonu ile ratlarin sol temporal kemikleri ortaya c¢ikarildi. Elektrikli dril yardimiyla
yapilan mikrokraniektomiyi takiben dura ve araknoidleri agilarak sol orta serebral arterleri
goriildii (Resim 3.2). Orta serebral arter bipolar yardimi ile koagiile edildi ve es zamanli
olarak her iki karotid arteri de gegici olarak mikrokliple kapatildi (Resim3.3). Ratlar 60dk

boyunca serebral iskemiye birakildi. 60dk sonunda karotid arterler agilarak boyun, femoral
ve kraniektomi insizyonlar1 3/0 ipek siitiir ile dikildi. Islem sonrasinda ratlara meksiletin ya

da normal salin verilerek postoperatif bakim i¢in kafeslerine koyuldu.

Resim 3.2. Ratlarda sol temporal mikrokraniektomi sonrasi sol orta serebral arter

Postoperatif 24. saatte ratlar intrakardiyak perfiizyona alindi. Perfiizyon icin Oncelikle
ylksek dozda intraperitoneal anestezi (Ketamin 60mg/kg + Xylazine 9mg/kg) yapildi.
Anestezi altindaki ratlarin toraks duvari, prosesus ksifoideustan baglanip, kostalarin iki
yanindan, parasternal ¢izgi hizasindan kesilerek ag¢ildi. Kranial yonde kaldirilip sabitlendi.
Diyafram ve perikardiyum kesildi. 5000 ii sodyum heparin 1ml %0.9’luk serum fizyolojik
icinde eritilerek sol ventrikiilden dolasima verildi. Sonra atriuma bir insizyon yapilarak,
kanin digar1 akis1 saglandi. Kalp kontraksiyonu devam ederken, kaniil ile apeks tarafindan
sol ventrikiile girildi. Kaniil vasitasiyla kan viicuttan tamamen uzaklasincaya kadar, sol
ventrikiile %0.9’luk serum fizyolojik soliisyonu (yaklasik 100-150ml) verildi. Perfiizyonun
baglamasindan yakalagik 5-10dk sonra ratin tiim kani disariya akitildi ve organlar

soluklasti. Yine sol ventrikiilden yaklasik ayni hacimde %10’luk formol ¢ozeltisi verildi.
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Formol perfiizyonuna bagli olarak on ekstremite ve yiiz kaslarinda istemsiz titremeler
biitlin ratlarda gozlendi. Fiksasyona biitiin viicut sertlesinceye, oOzellikle organlar

(karaciger, akciger v.s.) beyazlasincaya kadar devam edildi.

Resim 3.3. Karotid arterlerin mikrokliple gegici olarak kliplenmesi

Perflizyon tamamlandiktan sonra ratlar dekapite edildi (Resim3.4). Beyinleri bir biitiin
olarak cikarildiktan sonra %10’luk formol ¢6zeltisinde 1-2 giin bekletildi. Standart doku

takibine alinarak parafin bloklara rostro-kaudal yonde gomiildii.

3.2.3. Histopatolojik inceleme

Serebellum uzaklastirildiktan sonra kaudalden rostrale dogru koronal diizlemde 2mm’lik
seri dilimler alindi. Bu sekilde her bir beyin i¢in ortalama 6 dilim elde edildi. Daha sonra
fosfatla tamponlanmis %4’liikk paraformaldehit ile fikse edildi. Parafin bloklardan kizakl
mikrotomla alinan 20um’lik koronal kesitler hematoksilen-eozin (H&E) boyasi ile boyandi

(Resim3.5) (Resim3.6) (Resim3.7).
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Resim 3.4. Dekapitasyon sonrasi elde olunan sol OSA okliizyonu yapilmis sol serebral enfarkt alani

Resim 3.5. Sadece iskemi olusturulan grupta hematoksilen-eozinle boyanmis serebral enfarkt alam

(H&Ex20)

Kesitlerin serebral enfarkt alan 6l¢timleri bilgisayara yliklenmis goriintiilerin analiz sistemi
(Image J, version 1,366, NIH, Bethesda, Maryland) ile hesapland1 (53). Image J yazilimi

(http://rsb.info.nih.gov/ij/) i¢in tasarlanan "grid" eklentisi sayesinde mikroskop goriintiileri

iizerine noktali alan 6l¢lim cetvelleri yerlestirerek serebral enfarkt hacimleri stereolojik bir

hacim hesaplama yontemi olan Cavalieri prensibi ile hesaplandi.
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Cavalieri prensibi kisaca, esit aralikli ve paralel dilimlere ayrilmis bir yapinin hacmini
hesaplama yontemidir. Kesitlerin ayn1 yone bakan yiizeylerinde ilgilenilen yapiya ait
izdlisim yiizey alanlar1 hesaplanarak, elde edilen "toplam ylizey alami", ortalama kesit
kalinlig1 ile carpilir ve bdylece incelenen kesit goriintiilerindeki yapinin toplam hacminin
tarafsiz bir hesaplamasi elde edilmis olur. Alan hesaplamasi i¢in ise en basit ve tarafsiz
yontem bir noktali alan Olglim cetveli kullanmaktir. Noktali alan o&lgiim cetveli,
birbirlerinden esit araliklarla ayrilmis noktalar1 temsil eden sistematik + isaretlerinden
olusur. Isaretler arasinda sabit bir aralik (d) bulundugundan, her bir nokta birim kareyi (d?)
temsil eder. Bu birim kare ya da dortgen, 'noktayla iligkili alan' [a (p)] olarak bilinir. Bir
gorilintli lizerine rastgele yerlestirilen bdyle bir cetvelin noktalarindan kag tanesinin
ilgilenilen goriintii {izerine isabet edecegi, kesit alaninin biiyiiklii§iine ve noktalar arasi
mesafeye baglidir. Bu artilarin her birinde tesbit edilen sabit bir nokta, sayim i¢in kullanilir
(116).

Resim 3.6. Sham (Normal Salin) grubunda hematoksilen-eozinle boyanmis serebral enfarkt alani
(H&Ex20)

Kesit goriintlisli iizerine rastgele bicimde konuslandirilan bu cetveldeki noktalardan

ilgilenilen alanin goriintiileri lizerine diisenler sayilir. Kesit goriintiistiniin alan1 (A), diisen
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toplam nokta sayisi (¥p) ile bir noktanin temsil ettigi alanin [a (p)] c¢arpimi ile

hesaplanabilir.

A= 2p.[a(p)]

Cavalieri hacim hesaplama yontemi ile yapilan hesaplamalarin, gelismis goriintli analiz
sistemleri ile yapilan hesaplamalarla kesinlik ve dogruluk agisindan bir fark gostermedigi
ortaya konmustur (117). Pratik ve kolay uygulanabilir olmas1 maliyet ve zaman acisindan
onemlidir. Tim dilimler ilizerine diisen toplam nokta sayisi (Xp), birim test grid alanm

(mm?) [a (p)], dilim kalinlig1 (mm) (t) olmak iizere ratlarin serebral enfarkt hacimleri (V)

asagidaki formiile gore hesaplandi (118).
V=©EZp)x[a(]xt

Resim 3.7. Meksiletinle tedavi edilmis grupta hematoksilen-eozinle boyanmis serebral enfarkt alani

(H&Ex20)
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3.2.4. Istatiksel Verilerin Degerlendirilmesi

Fokal serebral enfarkt-reperfiizyon modeli uygulanan tiim gruplarda verilerin normal
dagilim gosterip gostermedigi ANOVA test, gruplar arasi farklilik ise Post-Hoc Benferroni
testi ile degerlendirildi. Iskemiden hemen &nce ve sonra ratlardan alman arter kan

gazlarmin karsilastirilmasinda ANOVA ve Post-Hoc Tukey B testleri kullanilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Istatiksel Degerlendirme

Asagidaki gruplarda H&E ile yapilan boyali kesitlerde rutin inceleme yapildi. Toplam 3
grupta fokal serebral iskemi-reperfiizyon modelinde enfarkt hacimleri hesaplanarak
standart sapmalariyla (SD) birlikte gruplar arasinda karsilastirildi (Tablo 4.1) (Sekil 4.1).
Ug grup dnce ANOVA testi kullanilarak degerlendirildi (Tablo 4.2). Sonuglarin istatiksel
olarak anlamli oldugu gorildi (p<0,0001). Gruplar aras1 karsilastirma Post-Hoc
Bonferroni testi ile yapildi (Tablo 4.3).

[.Grup: On adet ratta sadece fokal serebral iskemi olusturuldu. Post-Hoc Bonferroni testine
gore normal salin verilen grupla arasinda anlamli fark saptanmazken (p=1,000)
meksiletinle tedavi edilen grupla arasinda anlamli fark (p<0,0001) tespit edildi. Ortalama

serebral enfarkt hacmi bu grupta 121,57 £ 11,41mm? olarak bulundu.

II.Grup: On adet rata iskemi sonrasi Iml/kg normal salin i.p olarak verildi. Post-Hoc
Bonferroni testine gore sadece iskemi olusturulan grupla aralarinda anlamli fark
saptanmadi (p=1,000). Meksiletinle tedavi edilen grupla aralarinda anlamli fark (p<0,0001)
tespit edildi. Ortalama serebral enfarkt hacmi bu grupta 116,08 £ 12,36mm? olarak

bulundu.

II.Grup: On adet rata iskemi sonrast 60mg/kg meksiletin i.p olarak verildi. Post-Hoc
Bonferroni testine gore diger her iki grupla da (Sadece iskemi olusturulan grup ve normal
salin verilen grup) arasinda anlamh farklilik (p<0,0001) tespit edildi. Ortalama serebral

enfarkt hacmi bu grupta 81,98 £ 12,58mm? olarak bulundu.
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Tablo 4.1. Calisma grubundaki enfarkt voliim ortalamalari ve standart sapmalari

Calisma gruplari Ortalama enfarkt voliim (mm’) | SD (mm”)
Sadece iskemi uygulanan grup 121,57 11,41
Iskemiyi takiben normal salin verilen grup 116,08 12,36
Iskemiyi takiben meksiletin verilen grup 81,98 12,58

Gruplar arasinda ratlarin agirliklar1 ve arter kan gazi sonuglari acisindan (02 %

satiirasyonu, pH, pCO,, pO,) istatiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (Sekil
4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5). Degerlendirme icin ANOVA ve Post-Hoc Tukey B

testleri kullanilmistir (p<0,05).

Tablo 4.2. Tiim gruplar igin uygulanan ANOVA testi

HACIM
Degiskenlerin Degisken
karelerinin df karelerinin F Anlamlilik
toplamu1 ortalamasi
Gruplar arasi 9201,061 2 4600,530 28,136 ,000
Grup ici 4414,833 27 163,512
Toplam 13615,894 29

Tablo 4.3. Gruplar arasi karsilastirmanin yapildigi Post-Hoc Bonferroni testi

Bagimli Degisken: HACIM

(D) Gruplar1 (J) Gruplari Ortalama | Standart | Anlamlilik | %95 Giivenlik Aralig1
fark (I-J) Hata Alt sinir | Ust smar
Kontrol Salin grubu 5,49000 5,7186 1,000 -9,1065 20,0865
grubu Meksiletin grubu | 39,5900* |5,7186 ,000 24,9935 | 54,1865
Salin Kontrol grubu -5,4900 5,7186 1,000 -20,0865 |9,1065
grubu Meksiletin grubu | 34,1000* |5,7186 ,000 19,5035 |48,6965
Meksiletin Kontrol grubu -39,5900* |5,7186 ,000 -54,1885 |-24,9935
grubu Salin grubu -34,1000* |5,7186 ,000 -48,6985 |-19,5035

p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edilmistir.
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Ratlarda Sol Middle Serebral Arterin Kalici Okliizyonu Sonrasi Sel Hemisfer infarkt Hacmi
{Rat s ayis1 toplam = 30)

p<0,0001 Kontrol-Mexiletine , P«<0,0001 Saline- Mexiletine

140 Anovatestile tim gruplarin, Past-Hoe Bonferrani testi
T ile gruplar arasi farkiilk test edildi. * Anlam i Faridilik.
w120
E
_ 100
E
§
]
g OKontrol
B
E
b W Saline(kontrol)
E
I I
5 W Mexiletine
L |
0 - e
Kontral Saline{kantral) Mexiletine
|Gruplar 121,57 116,08 81,9

Sekil 4.1. Ratlarda sol orta serebral arter okliizyonu sonrasi her 3 grupta enfarkt hacimlerinin grafiksel

olarak karsilastirilmasi

O, %'de Doyguniugu (satirasyon) (n=30) o = s
m Okliizyon Oncesi

O Okliizyon Sonrasi

©, Doyguniugu (Satiirasyon)

Kontro! Grisber Sham grubu Tedawvi Grubis

ekil 4.2. OSA okliizyonu dncesi ve sonras1 gruplar arasi arter O, saturasyon (%)degerlerinin grafiksel
y grup y g g

olarak karsilagtiriimasi
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Okliizyon Oneesive sonrasi PCO, Degerleri {n=30)

A6 A B Okldzyon éncesi

O Qkldzyon senrasi

45 |
44
a1 |
40
39 . . e

Kontrol Grubu Sham grubu Tedavi Grubu

I
o

PGO, mmHg
P
B2

Sekil 4.3. OSA okliizyonu oncesi ve sonrasi gruplar arasi arter pCO, degerlerinin grafiksel olarak

karsilastirilmast

Okliizyon Gneesi ve sonrasi PHDegerleri {n=30)
7.48 -
746 4
744

7.42

B Oklizyon éncesi

PH

o Oklizyon sonrasi

7.4 41

7,38

7.36

7.34 4

Kontrol Grubu Sham grubu Tedawvi Grubu

Sekil 4.4. OSA okliizyonu &ncesi ve sonrast gruplar arasi arter pH deerlerinin grafiksel olarak

karsilastirilmast
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Okliizyon Gncesi ve Sonras) PO, Degerleri {n=30)

e B Okliizyon Oncesi

O Oklizyon sonrasi

92 4

90 4

as 4

PO, mmHg

85 4

82 4

a0 4

738 4

Kontrol Grubu Sham grubu Tedavi Grubu

Sekil 4.5. OSA okliizyonu 6ncesi ve sonrasi gruplar arasi arter pO, degerlerinin grafiksel olarak

karsilagtirilmasi
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5.TARTISMA

Beyin, tiim insan viicut agirhiginin %?2’sine denk gelmesine karsin mevcut glukozun
%25’1ni, sistemik oksijenin %20’sini harcamaktadir. SSS’nin yaklasik yarisinin enerji
kaynagi Na-K ATPaz iyon pompalari ile elde edilmektedir (123). Serebral iskemiyi takiben
hiicrelerin glukoz ve oksijen kaynaklarin1i kaybetmesi sonucunda iyon pompalarinin
ihtiyac1 olan ATP mitokondriler tarafindan fiiretilemez (124). Serebral iskemi tek bir
mekanizmayla aciklanamayan cesitli etyolojik nedene ve birgcok fizyopatolojik faktore
bagli kompleks olaylar zinciridir (125, 126, 133, 134). Beyin hasari sonrasi gegici
patobiyolojik degisiklikler haftalar boyunca devam etmesine ragmen maksimum
hemisferik enfarkt hacmine hasarin 72. saatinde ulasilmaktadir (135). Giinlimiize kadar
kullanilan bir¢ok ajanin serebral iskemiyi degisik derecelerde azalttigi hayvanlar {izerinde

cesitli iskemi modelleriyle gosterilmistir (119-121).

Overleri ¢ikarilmis Spraque-Dawley irkindan disi ratlarda yapilan bir ¢alismada, fokal
serebral iskemi modeli uygulanarak ratlar yiiksek ve diisiik doz estradiol ile tadavi edilmis.
Gerekli istatiksel analizleri yapilmis ve estradioliin fizyolojik konsantrasyonlarda bile
serebral iskemide noroprotektif etkili oldugu gosterilmistir (157). Estradioliin néroprotektif
etkisini destekleyen bir¢ok calisma mevcuttur (151-153). Estradioliin bu etkisinden dolay1
deney sonuclarimizi etkilememesi icin, deneyimizde disi rat yerine daha 6nce baska

calismalarda da kullanilmis Spraque-Dawley irkindan eriskin erkek ratlar kullandik (149).

Fokal serebral iskemi-reperfiizyon modeli iskemik beyin hasar1 yaratmak icin sik olarak
kullanilmakta ve degisik noroprotektif ilaglara olduk¢a duyarli cevap vermektedir (27,
127-132, 154, 156). Stroke g¢alismasi i¢in iyi bir model olup yapilmasi ve uygulanmasi
kolaydir (136). Biz de ¢aligmamizi fokal serebral iskemi-reperfiizyon modelini kullanarak
yaptik. Bilateral karotid arterlerin mikrokliple kapatiimasini takiben es zamanli olarak sol
orta serebral arteri bipolar yardimiyla okliide ettik. Onceki ¢alismalar1 6rnek alarak ratlar:
1 saat serebral iskemiye maruz biraktik. Postoperatif 1. saatte mikroklipleri acarak iskemik
alanin reperfiizyonunu sagladik (121, 136). Cerrahi islem siiresince, ratlarin mevcut viicut
isilarin1 ve arter kan gazi degerlerini normal sinirlarda tutmaya calistik. Bu konuda

yaptigimiz istatiksel analizlerde gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmadi (p<0,05).
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Serbest radikallerin, hiicre i¢i sodyum ve kalsiyum konsantrasyonlarinin iskemik
zedelenmenin patogenezindeki bu Onemli rollerinden dolay: literatiirde iskemik beyin
zedelenmesinin Onlenmesinde pek c¢ok antioksidan, sodyum ve kalsiyum kanal blokorii
denenmistir (111, 112, 119-122). Anoksik iskemik hasarda meksiletinin koruyucu etkisi
Na'-Ca"" degisiminin inhibisyonuna ve antioksidan &zelligine bagldir. Yapilan bir
calismada Fe-Asc-H,O, sistemi kullanilarak invitro ortamda meksiletinin lipid
peroksidasyonu potent bir sekilde Onledigi gosterilmistir (139-142). Meksiletinin
tavsanlarda iyon kanallarimi bloke ederek lipid peroksidasyonu oOnledigi ve serebral
vazospazmi da azalttig1 tespit edilmistir (120, 147, 148). Invivo calismalarda meksiletinin
KCI (Potasyum kloriir)’tin indiikledigi biiylik damar kontraksiyonunu gii¢lii bir sakilde
bloke ettigi gosterilmistir. Meksiletin ayn1 zamanda voltaj ve reseptor bagimli Ca’™"
kanallarma transferi de bloke eder. Yani hiicre i¢i depolardan Ca™ salmimini énler (143-
146). Literatiirde meksiletinin deneysel subaraknoid kanama sonrasi gelisen serebral
vazospazmin ve travmatik spinal kord zedelenmesinin 6nlenmesinde etkili oldugu
gosterilmistir (113, 114). Teorik olarak serebral iskeminin fizyopatolojisinde rol oynayan
faktorleri diistindiigiimiizde, serebral iskemik zedelenmeyi Onleyecek ajanin birden fazla
faktore etki edebilmesi gereklidir. Multipotent etkinligi nedeniyle meksiletinin fokal

serebral iskemik zedelenmede de etkili olabilecegini diisiindiik.

Calismamizda toplam 30 rat kullanarak 3 grup olusturduk. Postoperatif 1. saatte 1. gruba
hi¢gbir madde vermeden sadece fokal serebral iskemi-reperfiizyon modelini uyguladik. II.
gruba normal salin (serum fizyolojik) i.p ve III. gruba ise meksiletin 60mg/kg i.p olarak
verdik. Ila¢ dozunu daha &nce yapilmis calismalardan esinlenerek belirledik (120).
Postoperatif 24. saatte ratlar1 sakrifiye ederek beyinleri bir biitlin olarak ¢ikardik.
Literatiirde de yapilmis ¢alismalarin bir kisminda genellikle sakrifikasyon ve dekapitasyon
islemi postoperatif 24. saatte uygulanmustir (154, 156). Cikarilan beyinlerden ardisik
dilimler alindi. Koronal kesitler elde edilerek H&E boyasi ile boyandi. Serebral enfarkt
hacimleri gerekli yazilimlar kullanilarak Cavalieri hacim hesaplama yoOntemine gore
hesaplandi. Stereolojik bir yontem olan Cavalieri hacim hesaplama yontemi ile yapilan
hesaplamalarin, gelismis goriintii analiz sistemleri ile yapilan hesaplamalarla kesinlik ve
dogruluk acisindan bir fark gostermedigi ortaya konmustur (117). Intraarteriyel

nimodipinle yapilan bir ¢aligmada fokal serebral iskemi-reperfiizyon modeli uygulanarak
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olusturulan serebral enfarkt hacimleri stereolojik bir yontem olan Cavalieri prensibine gore

hesaplanmaistir (150).

Olusturdugumuz toplam 3 grupta verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi ANOVA
test, gruplar arasi farklilik ise Post-Hoc Benferroni testi ile degerlendirildi. Iskemiden
hemen Once ve sonra ratlardan alinan arter kan gazlariin karsilagtirllmasinda ANOVA ve
Post-Hoc Tukey B testleri kullanilmuistir. Ug grup, énce ANOVA testi kullanilarak
degerlendirildi. Sonuglarin istatiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,0001). Ortalama
serebral enfarkt hacimleri kontrol grubunda 121,57 + 11,41mm?, sham grubunda 116,08 +
12,36mm? ve meksiletin verilen grupta 81,98 + 12,58mm?* olarak hesaplandi. Hesaplanan
hacimlerin gruplar arasi karsilagtirllmasi Post-Hoc Bonferroni testi ile yapildi. Sadece
fokal serebral iskemi olusturulan grupla normal salin verilen grup arasinda anlamli fark
saptanmazken (p=1,000), meksiletinle tedavi edilen grup arasinda anlamli fark tespit edildi
(p<0,0001). Yine normal salin verilen grupla meksiletinle tedavi edilen grup arasinda

anlamli farklilik saptanmistir (p<<0,0001).

Yaptigimiz calismada meksiletinin 6nemli derecede serebral iskemiye bagli enfarkt
hacmini azalttigim gordiik. Meksiletin bu etkisini Na™ kanal blokaji, Ca™ kanal blokaji
ve/veya antioksidan etkisi lizerinden gerceklestirmis olabilir. Biz meksiletinin serebral
iskemik zedelenmedeki koruyucu o0zelliginin multifaktoriyel oldugunu diisiiniiyoruz.
Ancak bunun icin daha c¢ok deneysel calima yapilarak sonuglarin desteklenmesi

gerekmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Beyinde tromboemboli sonrasi gelisen iskemik zedelenmenin patogenezinde serbest
radikaller, lipid peroksidasyonu, artmis hiicre i¢i sodyum ve kalsiyum konsantrasyonlari
onemli rol oynamaktadir. Bu ¢alismada sodyum ve kalsiyum kanal blokorii olmasinin
yaninda antioksidan ve serbest radikal olusumunu 6nleyici 6zellikleri bulunan meksiletinin
iskemik beyin zedelenmesini Onlemedeki rolii incelenmistir. Bugiine kadar yapilan
caligmalarda meksiletinin deneysel subaraknoid kanama sonrasi gelisen serebral
vasospazmin ve travmatik spinal kord zedelenmesinin Onlenmesinde etkili oldugu

gosterilmistir.

Calisma sonunda gruplar arasinda meksiletinin serebral iskemideki koruyucu o&zelligi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Meksiletin, multipotent etkinligi nedeniyle
serebral iskeminin 6nlenmesinde ve tedavisinde alternatif bir ilag olarak diisiiniilmeli ve bu

konuda daha fazla deneysel ¢alisma yapilmalidir.
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