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OZET

Gokten, M. Selektif trans-arteryal mikrokateterizasyon yontemi ile
parcalanabilir nisasta mikrokiirecikleri kullanilarak gecici serebral iskemi
modeli olusturulmasi ve intrakarotid sodyum tiyopentalin gecici iskemi iizerine
olan etkilerinin arastirilmas1 Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Norosiriirji
Uzmanhk Tezi, Ankara, 2018. Selektif trans-arteryal mikrokateterizasyon yontemi
ile vaskiiler yapilar igerisine parcalanabilir nisasta mikrokiireciklerinin kemoterapotik
ajanlarla kullanimi uzun senelerdir kullanilmakta olan bir tedavi yontemidir. Bu
uygulamanin klinik hedefi hedef dokuda yiliksek dozda ilag konsantrasyonu
saglanirken, bu yiiksek konsantrasyonlara ragmen diisiik sistemik yan etki goriilmesini
saglamaktir. Ayrica nisasta molekiilleriyle arteryal embolizasyonun saglanmasi ve
timor dokusunun beslenmesinin bozulmasi hedeflenmektedir. Beyin dokusunun
iskemiye olan hassasligi yapilan ¢aligmalarla bilinmektedir. Diinya Saglik Orgiitiiniin
tanimina gore inme; yirmi dort saatten uzun siiren, 6liime ya da ndrolojik defisite yol
acan, vaskiiler nedenler disinda bir sebep bulunamayan, beyin fonksiyonlariin fokal
veya total kaybu ile karakterize tablodur. Inme &liim sebepleri igerisinde iigiincii ve
sakatlik yoniinden de birinci sirada olan hastalik grubudur. Serebrovaskiiler
hastaliklarin % 80-85’ini olusturan iskemik inme, norolojik hastaliklar igerisinde en
sik goriilen ve en ¢ok 6liime neden olan hastaliktir. Serebral iskeminin klinik pratikteki
onemi, degisik bicimlerdeki deneysel iskemi modellerinin gelistirilmesini giindeme
getirmistir. Merkezdeki hiicreler, genellikle hizla reperfiizyon saglanilamazsa aym
sekilde kalirlar. Penumbranin i¢erdigi hiicreler ise risk altinda olduklar1 halde en az 4-
8 saat yasayabilir durumda olabilmektedir. Penumbradaki hiicreler, reperfiizyon veya
ilaclarla kurtarilabilir ve penumbral alana dogru infarktin genislemesi engellenebilir.
Sodyum tiyopentalin iskemi siirecine etkisi daha dnceki ¢alismalarda intravendz yolla
bir ¢ok makalede ortaya konmustur. Ancak intravendz verilen tiyopentalin gerek yan
etkileri gerekse kontroliiniin zor olmasindan dolay1 kullanim1 yayginlagamamustir. Bu
calismadaki amacimiz tiyopentalin intrakarotid olarak intraarteriyel yoldan daha
diisiik dozlarda da verilerek serebral supresyonu saglamak ve iskemi siireci iizerine
olan etkilerini arastirmaktir. Bu yontemin bagarili olmast durumunda akut inme
geciren hastalarda intrakarotid olarak uygulanan trombolitik tedavi yaninda tiyopental
uygulamasinin yayginlastirilarak iskemi siireci sirasinda iskemi siiresini uzatmak ve
mortalite ve morbiditenin azaltilmas1 hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Selektif trans-arteryal mikrokateterizasyon, parcalanabilir
nisasta mikrokiirecikleri, serebral iskemi, tiyopental, EEG.



ABSTRACT

Introduction of a novel transient cerebral ischemia model by using the
degradable  starch  microspheres  through  selective trans-arterial
microcatheterization and investigation of the effects of intracarotid thiopental on
this model, Hacettepe University, Medical School, Neurosurgery specialization
thesis, Ankara, 2018. Degradable starch microspheres combined with
chemotherapeutic agents applied into vascular structures by selective trans-arterial
microcatheterization method to achieve locoregional tumor treatment is frequently
performed. The aim of these clinical practices is to impair tumor blood supply, reduce
the side effects and systemic toxicity and acquire higher drug concentrations in target
organ. There are many studies research brain tolerance to ischemia. Stroke is defined
by the World Health Organization’ as ‘a clinical syndrome consisting of rapidly
developing clinical signs of focal (or global in case of coma) disturbance of cerebral
function lasting more than 24 hours or leading to death with no apparent cause other
than a vascular origin. Ischemic stroke consists of 80-85% of cerebrovasculer diseases
and is most frequent disease that causes death. Because of these results many
experimental stroke models have been developed for understanding the stroke’s exact
mechanism. Penumbra is shown to be more tolerable for ischemia or easy to survive
in ischemic conditions. There were not enough studies about the brain which is
considered to be very sensitive because a short period of ischemic condition can cause
permanent neurological deficits. In this study; cerebral ischemia was created by the
introduction of degradable starch microspheres via selective trans-arterial
microcatheterization. Thiopental effects on ischemia are published in many papers in
recent years. Thiopental has many side effects and hard to control its effects because
it has very narrow clinical usage. In this study we achieved cerebral supression by low
dose intraarterial thiopental and by using lower doses avoided the side effects of
thiopental. If intracarotid thiopental achieves on cerebral ischemia it can be used with
tromboliytic agents on acute stroke patients. Thiopental can elong the ischemia time
and as a result it can lower the mortality and morbidity.

Keywords: Selective trans-arterial microcatheterization, degradable starch
microspheres, cerebral ischemia.
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1. GIRIS VE AMAC

Pargalanabilir nisasta molekiilleri (PNM) temel olarak amilopektin ve
amilozdan olusmaktadir. Hidrofilik yapida graniillii molekiillerdir[1]. Alfa-amilaz
enzimi tarafindan pargalanan bu partikiillerin ortalama boyular1 20-200 mikrometre
arasindadir[2]. PNM’nin plasmadaki ortalama yar1 émrii 35-40 dakika kadardir[2].
PNM birgok alanda embolizan ajan olarak kullanilmakla birlikte asil olarak bas-boyun,
akciger ve Ozellikle karaciger tliimorlerinin  lokorejyonel  transarteryal
kemoembolizasyon (TAKE) tedavisinde kemoterapatiklerle birlikte
kullanilmaktadir[3]. Diinya Saglik Orgiitiiniin tanimia gére inme; yirmi dért saatten
uzun siiren, 0liime ya da ndrolojik defisite yol acan, vaskiiler nedenler diginda bir
sebep bulunamayan, beyin fonksiyonlarinin fokal veya total kaybi ile karakterize
tablodur. inme 6liim sebepleri igerisinde iiiincii ve sakatlik ydniinden de birinci sirada
olan hastalik grubudur[4]. Serebrovaskiiler hastaliklarin % 80-85’ini olusturan
iskemik inme, norolojik hastaliklar igerisinde en sik goriilen ve en ¢ok dliime neden
olan hastaliktir. Serebral iskeminin klinik pratikteki 6nemi, degisik bicimlerdeki
deneysel iskemi modellerinin gelistirilmesini giindeme getirmistir[5]. Iskemik
odaktaki hiicreler, genellikle hizla reperfiizyon saglanilamazsa ayni sekilde kalirlar.
Penumbranin icerdigi hiicreler ise risk altinda olduklar1 halde en az 4-8 saat yasayabilir
durumda olabilmektedir. Penumbradaki hiicreler, reperfiizyon veya ilaclarla
kurtarilabilir ve penumbral alana dogru infarktin geniglemesi engellenebilir[6].
Serebrovaskiiler olaylarin tedavisinde kullanilan trombolitik tedavinin asil amaci
penumbranin kurtarilmasidir. Son yillarda akut iskemik inmenin ilk 6 saat igerisindeki
baslica tedavisi intraarteryal trombolitik tedavi olarak kabul edilmektedir[7]. Yapilan
caligmalarda intravendz verilen trombolitik tedaviye gore pihti ¢oziilmesi oranlarinin
daha yiiksek ancak kanama riskinin daha fazla oldugu gosterilmistir[8]. Trombolitik
tedavi sirasinda anjiografi kateteri bilyiik damar1 tikayan pithtinin hemen yanina kadar
ilerletilerek trombolitik ajan verilmektedir. PNM literatiirde serebral iskemi
modellerinde iki adet ¢alismada kullanilmistir. Bunlardan birincisi 1992 yilinda
Laccourreye ve arkadaslari tarafindan sicanlarin eksternal karotid arterlerinden
girilerek retrograd olarak internal karotid artere dolayisiyla beyne PNM verilerek
iskemi olusturup olusturmadiginin gézlenmesidir[9]. Bu ¢alismada siganlar 2 gruba

ayrilmus, ilk gruba 600000 partikiil ve diger gruba ise 300000 partikiil verilmistir.



Yiiksek doz verilen grupta kalic1 norolojik sekel gozlenirken diisiik doz grubunda ise
hemiparezinin 7 giin icerisinde diizeldigi gézlenmistir[9]. Literatiirdeki ikinci ¢caligma
ise 1981 yilinda Winding ve arkadaslar tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada yine iki
grup belirlenmis, 1000000 ve 2000000 partikiil verilerek olusturulan gruplarda diisiik
doz grubunda herhangi bir etki gozlenmez iken yiiksek doz grubunda ise ani 6liim
goriilmiistiir[10]. Barbituratlar yillar boyunca serebral iskemi modellerinde
kullanilmistir. Barbituratlarin serebral iskemi iizerindeki beyin koruyucu etkileri
bilinmektedir[11]. Bir barbiturat tiirevi olarak thiopentalin intraven6z olarak serebral
iskemi tlizerindeki etkileri bir¢ok ¢alisma tarafindan ortaya konulmustur[12-18].
Thiopentalin beyindeki baslica etkileri beyin metabolizmasinin yavaslatilmasi ( gram
basina diisen oksijen metabolizmasinin azaltilmasi), beyne giden kan akiminin
azaltilmas1 ve intrakranial basincin azaltilmasidir[18]. Thiopental yillar iginde akut
beyin hasarinda barbiturat komasi i¢in kullanilmis ancak daha sonraki ¢alismalarda
thiopental komasinin komplikasyonlar1 ortaya konulduktan sonra bu uygulamadan
vazgegcilmistir[19]. Bu yan etkiler arasinda arteryel hipotansiyon, hipokalemi, solunum
komplikasyonlari, enfeksiyonlar, hepatik ve renal disfonksiyon goriilmiistiir[19]. Bu
yan etkiler morbidite ve mortaliteye sebep olabilmektedir[19]. Bu c¢aligmadaki
amacimiz Oncelikle PNM kullanilarak gegici iskemi modeli olusturulmasi ve
thiopentalin intraarteryel verilerek diisiik dozlarda da beyin protektif etkisinin

saglanmasi ve diisiik dozlarda olusabilecek komplikasyonlardan kaginilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Transkateter Embolizasyonun Tarihcesi

1930 wyilinda ilk defa Brooks tarafindan terapdtik embolizasyon
yapilmistir[20]. 1953 yilinda Seldinger kendi ismini vermis oldugu metoduyla
anjiografinin  uygulanabilirligini  ve  tekrarlanabilirligini  kanitlamistir[21].
Kateterizasyon ile embolizasyonun modern olarak Charles Dotter ve arkadaslari
tarafindan temelleri atilmistir[22]. Dotter ve arkadaslari girisimsel radyolojinin bir¢ok
uygulamasini ilk deneyenler olmuslardir. Bunlardan baslicalar1 akim yonlendirici
balon kateter uygulamasi, ¢ift liimenli balon kateter, giivenlik kilavuz teli, perkiitan
arteryel stentleme, kateter ile embolizasyondur[22]. Dotter ve arkadaslari embolizan
ajan olarak otolog piht1 kullanmis ve bunu ilk defa gastrointestinal kanama gegiren bir
hasta iizerinde denemisler ve basarili olarak kanamayir kontrol altina
alabilmislerdir[23].

Embolizasyon islemleri yillar i¢erisinde geliserek degisime ugramis ve bir¢ok
embolizan ajan bu yontemle test edilmistir[24, 25]. Goriintilleme ve Kkateter
teknolojisinin gelismesi ile embolizasyon uygulama alanlart geniglemis ve birgok
tedavinin 6nemli bir parcasi haline gelmistir. Kemoembolizasyon yontemi 6zellikle
bircok kanserin ( bunlardan baslicalar1 hepatoseliiler, akciger karsinomlar1 ve bas-
boyun tiimorleri) tedavi standartlar1 igerisine girmistir. Embolizan ajan olarak ilk
otolog piht1 kullanilirken zamanla gelfoam, polivinil alkol, PNM, balon ve bir¢ok
madde embolize edici ajan olarak kullanilmigtir. PNM’nin randomize olarak
transarteryel kemoembolizasyon araci olarak ilk kullanildigi g¢alisma Patt ve
arkadaglarina ait 1980 yilinda yayinlanan bir ¢alismadir[26]. Patt ve arkadaslari
karaciger metastazi yapmis kolorektal kanseri olan hastalarda PNM ile kemoterapotik

ajanlar1 vererek prognoz agisindan karsilagtirmiglardir[26].



2.2. Parcalanabilir Nisasta Mikrokiirecikleri (PNM)

Pargalanabilir nisasta molekiilleri (PNM) temel olarak amilopektin ve
amilozdan olusmaktadir. Hidrofilik yapida graniilli molekiillerdir. [1]. Alfa-amilaz
enzimi tarafindan pargalanan bu partikiillerin ortalama boyular1 20-200 mikrometre
arasindadir[2].PNM’nin ¢6ziinmii ve anyonik olarak goriintiisii sekil 1°de ve kimyasal
yapist sekil 2°de gosterilmistir. PNM’nin plazmadaki ortalama yar1 dmrii 35-40 dakika
kadardir[2].Yiiksek saflikta hazirlandiginda  nonimmiinojeniktir[27]. PNM
molekiilleri arteriolar diizeyde tikanma saglamak amaciyla kullanilmaktadir. PNM
molekiillerinin arteryel kan akimini azalttigi bir ¢ok hayvan g¢alismasinda ve insan
lizerindeki bazi tekniklerle gdsterilmistir[25, 28]. Ilaglarin PNM ile birlikte es zamanl
verilmesi dokuda lokal olarak yiiksek dozlara ulagilmasini saglamaktadir[29, 30].
Boylece lokal olarak yiiksek doz saglanirken sistemik olarak diisiik dozlarda
kalmasindan dolayt PNM ile birlikte verilen ilacin yan etkilerinden
kaginilmaktadir[25, 31, 32]. PNM’nin etkisi doku vaskiilaritesi, PNM biiytikligi, A-
V sant varligi nedeniyle kisiden kisiye degisebilmektedir[25, 31]. Minimal metastatik
hastalig1 olanlarda 300 mg PNM ile tam tikama saglanirken ¢ok vaskiiler tlimorlerde
ise 3000 mg PNM tam tikamaya yetmemektedir[33]. Baska bir ¢alismada Laccourreye
ve arkadaslari tarafindan eksternal karotid arterin distali baglanarak proksimaline
gidilerek internal karotid artere mikrokateter yardimi ile girilerek 3 grup olusturulmus,
bir gruba toplam 300000 PNM verilirken diger gruba 600000 mikrokiire verilmis,
kontrol grubuna ise sadece anjiografi yapilmis. Sonuglara bakildiginda belirgin farklar
diisiik doz ve yiiksek doz mikrokiire verilen grup arasinda goriilmiistiir. Yiiksek doz
verilen grupta postoperatif 1. giinde mortalite gozlenirken diisik doz verilen grupta
olusan norolojik sekelin 1 hafta icerisinde toparlamis oldugu goriilmistiir.
Histopatolojik olarak yiiksek doz grubunda mikroenfarktlar goriiliirken diisiik doz
grubunda beyinde herhangi bir enfarkt alani izlenmemistir [9]. Tavsanlar tizerinde
yapilan bagka bir ¢alismada; bir gruba 1000000, diger gruba ise 2000000 mikrokiire
verilmistir. Yiiksek doz verilen gruptaki hayvanlar 5 dk igerisinde 6liirken diisiik doz
verilen hayvanlar ise 10 giin yasadiktan sonra sakrifiye edilmislerdir. Histopatolojik
olarak bu c¢alismada iskemi alani gozlenmemistir [10]. Bu iki ¢alisma serebral
intraarterial embolizasyonunun ve iskemi Tlizerine caligmalarin literatiirdeki ilk

ornekleridir[9, 10].



Sekil 1. Nisasta molekiillerinin ¢6ziinmiis(A) ve anyonik olarak goriintiisii (B)[34]
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Sekil 2. Nisasta mikrokiireciklerini olusturan amiloz ve amilopektin polimerlerinin
kimyasal formiili
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Sekil 3. Klinik uygulamada kullanilan PNM’leri

PNM’nin klinik kullanimdaki formu sekil 3’te gosterilmistir. Klinik endikasyonlar1
arasinda sunlar yer almaktadir:

-Akciger tiimorlerinin kemoembolizasyonu[35]

- Bas-boyun tiimorleri[36, 37]

-Hepatoselliiler karsinom tedavisi[38, 39]

-Mesane tiimorleri[40]

-Kolorektal kanserin karaciger metastazi[41]

-Pankreatik kanserlerin karaciger metastazi[42]

-Noroendokrin tiimdrlerin ve kolanjiokarsinomlarin karaciger metastazlari[42, 43]

PNM in hedeflenen organda 30%’dan fazla sant varligi, arteryel tikaniklik,
portal ven trombozu bulunmasi durumunda ve portal hipertansiyonda kullanilmasi
kontraendikedir. PNM tedavisi sirasinda bazi yan etkiler olabilmektedir. Bunlardan

bazilar epigastrik yanma, nefes darligi (genellikle gegicidir), hedef organ yetmezligi,



hedef organ lokasyonunda olusan agridir( iskemiye bagli olup genellikle gecicidir)
[41]

2.3. Beyin Kan Dolasim ve iskemi Patofizyolojisi

Beyin metabolik ihtiya¢ olarak viicudun en aktif organlarindan birisidir. Beyin
toplam viicut agirliginin 2%’sini olusturmasima ragmen kabaca kardiyak debinin
20%’sini alirken aliman oksijenin de 25%’ini kullanmaktadir. Bu beslenmenin
saglanabilmesi i¢in de yaygin bir damar agina sahip olmasi gerekmektedir. Bu
damarsal ag ana olarak 4 damardan saglanmaktadir. Bunlar 2 karotid arter ve 2
vertebral arterlerdir. Karotid arterler kaba beynin 6n kismini beslerken, vertebral
arterler beynin arka kismii beslemektedir. Dolayisiyla karotid arterler anterior
sirkiilasyonu olustururken vertebral arterler birleserek baziller arteri olusturmakta ve
vertebrobaziller sistem ise posterior sirkiilasyonu olusturmaktadir. Beyin kan akiminin
80%’si karotid arterler tarafindan saglanirken 20%’lik kism1 vertebrobaziller sistem
tarafindan saglanmaktadir. Tavsan serebral arteryel anatomi sekil 4 ‘te gosterilmistir.

Karotid arterler anterior sirkiilasyonda 6nemli iki dala ayrilir. Bunlar anterior
serebral arter ve orta serebral arterlerdir. Posterior dolasim asil olarak serebellum,
talamus, beyin sapi1, mezensefalon ve oksipital lobun beslenmesinden sorumludur.
Posterior sirkiilasyonda her iki vertebral arter birleserek baziller arteri olustururlar.
Baziller arter ise prepontine sisterna igerisinde 2 6nemli dal verir, bunlar her iki
posterior serebral arterlerdir.

Bu iki sistem cesitli anastomozlarla birbirine baglanmaktadir. Beyinde baslica
3 grup anastomatik baglant1 vardir

1-Intrakraniyal anastomozlar: Willis poligonu, kortikal diizeyde serebral
arterler arasinda, serebellumda ise superior, anterior, inferior ve posterior serebellar
arterler arasindadir.

2-Ekstrakraniyal-intrakraniyal anastomozlar: Birinci grupta eksternal karotid
arter ile oftalmik arter arasinda, ikinci grupta ise eksternal karotid arterin meningeal
ve etmoidal dallar ile serebral arterlerin leptomeningeal dallar1 arasindadir.

3-Ekstrakraniyal anastomozlar: Servikalde vertebral arter ile eksternal karotid

arter arasindadir.[44]



Sekil 4. 1- internal karotid arter 2- Orta serebral arter M1 dal1 3- Orta serebral arter

bifurkasyonu 4- Orta serebral arter M2 dali 5- Lentikiilostriat arterler
6 —Anterior serebral arter A1 dali 7- Anterior komunikan arter 8- Frontopolar
arter 9- Anterior serebral arter A2 dali 10- Anterior serebral arter A3 dali
11- Anterior serebral arter A4 dali 12- Anterior serebral arter A5 dali
13- Posterior komunikan arter 14- Posterior serebral arter P1 dali
15- Superior serebellar arter 16- Baziler arter 17- Anterior inferior serebellar
arter 18- Vertebral arter 19- Posterior inferior serebellar arter 20- Anterior
spinal arter 21- Kallosomarjinal arter 22- internal frontal arter 23- Parasantral
arter 24- Posterior serebral arter P2 dali1 25 — Posterior serebral arter P3 dali
[44]

Noronlar ve glial hiicreler, devamli olarak membran potansiyellerini korumak,

transmitter sentezlemek ve depolamak, aksoplazma iiretmek ve bozulan yapisal

kisimlarin1 yenilemek zorundadirlar. Bu nedenle beyin hiicreleri viicuttaki diger

organlara gore daha yiiksek miktarda oksijen ve enerji ihtiyaci duyarlar. Beyin



beslenmesinde en dnemli etken serebral kan akimi1 (SKA)’dir. Serebral kan akimini
serebral perfiizyon basinci (SPB) ile serebral vaskiiler direng (SVR) arasindaki oran
belirler: SKA=SPB/SVR. SPB ise ortalama arteryal basing (OAB)’tan intrakranial
basing (IKB)’m ¢ikartilmasiyla bulunur. Normal kosullarda SPB sabittir. Fakat kan
basinci ve serebral vendz déniisii etkileyen durumlar SPB’n1 degistirebilirler. IKB’1n
yiikselmesi SPB’m1 diisiirmektedir. IKB, OAB’a ulasirsa SKA bu noktada durur. Beyin
dokusuna giden kan miktarinin kritik diizeyin altina diismesi serebral iskemiye neden
olmaktadir [45].

Baslica noron hiicre govdelerinden olusan gri cevherdeki normal kan akiminin
miktari, 50-70 ml/100 gr doku/dakikadir. Aksonlardan olusan ve myelin olarak
adlandirilan yaglh bir kilifla kapli beyaz cevherde ise, kan akimi miktart 10-20 ml/100
gr/dakikadir. Serebral kan akimi, otoregiilasyon olarak adlandirilan bir mekanizma
sayesinde 60-160 mmHg gibi genis bir OAB araliginda siirdiiriiliir. OAB diisiik oldugu
zaman, beyin arteriyollerinin dilatasyonu ile direncin azaldigi, OAB yiikseldigi zaman
direnci arttirmak icin arteriyollerin daraldigi saptanmistir. Gergekten de SVR’1
dolayisiyla SKA’n1 en fazla etkileyen durum damar yaricapidir. Vazodilatasyonda
SVR azalir, SKA artar. Vazokonstriiksiyonda ise SVR artar, SKA azalir. SKA, yavas
dalgali uykuda, uyaniklik, c¢esitli biligsel ve fiziksel aktiviteler sirasinda, toplamda
sabit kalmakla birlikte, dinamik bolgesel degisiklikler gostermektedir [45-47]

Beyin i¢in en biiytik enerji kaynagi glikozdur. 100 gr beyin dokusu 1 dakikada
30 mmol (5 mg) glikoz tiikketmektedir. Bu da yaklasik 125 gr/giin glikoz tiiketimine
tekabiil eder. Glikoz beyne kolaylastirilmis transport ile girer. %80’ enerji tiretmede
kullanilirken, geri kalan kism1 nérotransmitter, protein ve lipid sentezinde kullanilir.
Son {irlin olarak laktata metabolize olur. Beyindeki glikoz metabolizmasini insiilinin
etkilemedigi diigiiniilmektedir. Beyin glikozu oksijenli yoldan kullanir ve kesintisiz
oksijen destegi gerekmektedir. Yiiksek ve diisiik kan basinglarinda kan akimi, kan
basinct ile orantili olarak degisir. SKA sabit kalmasi i¢in sistemik kan basinci
arttiginda, diiz kaslar iizerine olan bir etkiyle vazodilatasyon olurken, kan basinci
diistiigiinde vazokonstriiksiyon olur. Bu otoregiilasyonun yaygin serebral hipoksi,
iskemik inme, subaraknoid kanama ve kafa travmasi gibi durumlarda bozulmasi
beklenen bir durumdur. Ancak gercekte bu regiilasyonun miyojenik, metabolik ve

norolojik siireclerin  hangisi ya da hangileri tarafindan olusturuldugu netlik
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kazanmamustir. Serebral kan akimi, karbondioksit kismi basincindaki (PaCO»)
degisiklere yanit verir. PaCOz’deki her 1 mmHg’lik degisiklik igin serebral kan akimi
% 4 degisir. Bu durum oksijen ihtiyaci artan alanlarda, kan akiminin artmasini garanti
altina alir ve beyin aktif metabolizasyon yapana kadar bu durum devam eder. Bununla
birlikte 6nemli diizeydeki iskemide otoregiilasyon kaybi olur ve kan akimi kan
basincindaki degisikliklere paralel olarak artar veya diiser. Kan akimi 30 dakika
boyunca 20 ml/100 gr/dakikanin altina diistiigli zaman noéronlarin fonksiyonu durur
ancak canlidirlar. Kan akimi 30 dakika boyunca 10 ml/100gr/dakikanin altina diistiigi
zaman geri-doniistimsiiz ndron hasar1 olusur. SKA’ni1 belirleyen en 6nemli metabolik
faktorler oksijen, karbondioksit ve hidrojen iyon konsantrasyonudur. Oksijen parsiyel
basmct (PaO2) 60 mmHg nin altina indigi durumlarda SKA artmaktadir. PaO2 40
mmHg’nin altina inerse biling etkilenir. 20-30 mmHg’nin altinda ise koma goriiliir.
PaCO2’nin diismesi SKA’ni1 azaltirken, PaCOz’nin yiikselmesi SKA’ni arttirir.
PaCO2’nin 20-25 mmHg diizeyine inmesi SKA’nda %40-45°1ik bir azalmaya neden
olur. PaCO2‘nin 80 mmHg’ nin iizerine ¢ikmasi, anestezi altindaki hayvanlarda
SKA’da %100-200’liik bir artisa neden olurken, uyanik hayvanlarda SKA’nin bazal
degerine gore 6 katlik bir artis s6z konusudur. Hipotermide, CMRO: (serebral oksijen
metabolizma hizi) azalir. Her 1 °C’lik diisiiste CMRO: de % 6-7’1ik bir azalma olur.
Yaklagik 20 °C’lik hipotermide Elektroensefalografide (EEG) tam bir siipresyon
goriiliirken 18 °C’lik bir hipotermide CMRO2 normal degerinin % 10’undan daha
diisiik bir diizeye inmektedir. Hipertermi, CMRO: ‘yi arttirir. Fakat 42 °C’den sonra
CMRO: dramatik olarak azalir [45-47].
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2.4. Serebral iskemide Fizyopatoloji
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Sekil 5. iskemi varliginda beyin hasar1 olusumu ve basamaklari[48]

Serebral iskemi, serebral damarlarda olusan tikaniklik veya kan akiminda
azalma durumunda olugan beyin dokusundaki oksijen ve diger metabolitlerin azlig
durumu olarak tanimlanmaktadir [49]. Eriskin popiilasyonda iskemik inme liimlerin
en sik nedeni olmaktadir[4]. Serebral iskeminin etkiledigi 3 alan bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi iskeminin etkiledigi merkez (core)’dir. Bu alanda n6ronal hiicreler
geri doniisiimsiiz olarak nekroza ugrarlar. ikinci alan ise merkezin etrafinda bulunan
kollateral kan akiminin varligir sebebiyle kan akimimin daha az oldugu ve hiicre
nekrozunun gec gelistigi boliimdiir. Merkez ile bu alan arasinda ise bir gegis zonu
bulunmaktadir. Bu alandaki hiicreler ise kan akiminin diizelmedigi hallerde nekroza
giderek merkez nekroz alaninin genislemesine sebep olmaktadir[50]. Bu alan

penumbra olarak adlandirilmaktadir. Iskemi varlunda beyin hasar1 olusum
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mekanizmlar1 ve basamaklar1 sekil 5’te gosterilmistir. Akut iskeminin tedavisindeki
asil ama¢ heniliz nekroza gitmemis ve geri dondiiriilebilir alan olan penumbrayi
kurtarmaktir[51]. Penumbranin nekroza gitme zamani iskeminin siiresi ve var olan
kollateral kan akiminin miktarina bagli olarak degismektedir. Nekrotik merkezde kan
akimi 100 gr beyin dokusu bagina 7ml/dakika’nin altina diismektedir. Kan akiminin
bu diizeylere ulasmasi olusan hasar1 geri doniisiimsiiz hale getirir. Iskeminin geri
dontistimlii oldugu alan olan penumbrada ise kan akimi 100 gr beyin dokusu basina 7-
17ml/dakika olacak sekilde degismektedir. Bu miktardaki kan akimi ile penumbra
metabolik yonden aktif olarak kalirken, elektriksel aktive gozlenmemektedir[52, 53].
Manyetik  rezonans  diffiizyon agirlikli  gorlintilemede(DAG) ve ADC
karsilagtirildunda sekil 6’da gosterildigi gibi ADC’de kisitli goriilen alan merkez
iskemik alani gosterirken DAG’de ise hem penumbra hem de merkezdeki nekrotik

alan goziikkmektedir.
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Sekil 6. a) penumbra b) penumbranin manyetik rezonans diffiizyon agirlikli
goriintlisii.[54]
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2.5. Iskemi Patofizyolojisi

Serebral iskemi patolojik siire¢lere sebep olabilecek hemodinamik,
biyokimyasal veya norofizyolojik degisimlere sebep olmaktadir. Serebral iskemi
varliginda 6ncelikle néron fonksiyonu ilk olarak etkilenirken, iskeminin devam etmesi
ve ilerlemesi durumunda metabolik olarak etkilenme ortaya g¢ikmaktadir. Bu
metabolik aktivite néronal yapinin korunmasi igin gereklidir[55]. Bu siire¢ hem néron
koruyucu yolaklari, hem de noron hasarina sebep olan yolaklar1 aktive etmektedir. Bu
stireglerin aktive olmasi iskeminin siddetine ve siiresine bagli olarak degismektedir.
Iskemi sonrasi olusan siireglerden bazilar1 sunlardir: glutamat araci eksitotoksisite,
kalsiyum sitotoksisite, oksidatif stres, sinyal iletimi ile olusan stres, enflamasyon, gen
ekspresyonu ve apopitozdur.

Glutamat memeli beyninde ana eksitator nérotransmitterdir. Glutamat hiicreler
aras1 iletisim, noronal plastisite, biiylime ve farklilasmasinda rol oynamaktadir.
Normal olarak glutamat hiicre icinde mikromolar diizeyde yer alir ve postsinaptik
inototropik ve metabotropik glutamat reseptorlerinden iletimi bagslatmaktadir.
Inototropik reseptorlerin aktivasyonu sodyum, potasyum ve kalsiyum gegirgenligini
arttirirken, metabotropik reseptorlerin aktive olmasi kalsiyumun mobilizasyonuna
sebep olmaktadir. Serebral iskeminin sonrasinda asir1 glutamat salinim1 ve sonrasinda
astrosit fonksiyonlarmin kaybolmasiyla ve glutamatin astrositler tarafindan aliminin
bozulmasi sonucu serebral hasar ortaya ¢ikmaktadir[56-59].

Periinfarkt depolarizasyon merkez alandan ¢evredeki penumbra dokusuna
yayilan spontan olusan dalgalardan olugsmaktadir. Bu dalgalar muhtemelen glutamat,
kalsiyum veya potasyumun salinimindan dolay: olusmaktadir. Merkezdeki hiicrelerde
anoksik depolarizasyon ortaya ¢ikarken ¢evre dokularda hem depolarizasyon hem de
repolarizasyon olabilmektedir[55, 60]. Bu depolarizasyonlarin sayist ile enfarkt
alanmin genislemesi arasinda dogru oranti bulunmaktadir[61]. Depolarizasyon
dalgalar1; hem hayvan galismalarinda hem de insan ¢alismalarinda gosterilmistir[62].
Buna bagli olarak da depolarizasyon dalgalarini azaltabilecek tedavi ile birlikte enfarkt
alaninin genislemesi 6nlenebilmektedir[60].

Kalsiyum hiicre igerisinde hiicre farklilasmasi, enzimatik reaksiyonlar ve
bliyiime gibi bircok fonksiyonda rol almaktadir. Bunlarin yami sira kalsiyum

ndrotransmitter saliniminda, hiicre uyarilabilirligi ve sinaptik plastisite izerinde gorev
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almaktadir. Glutamat salinimu ile birlikte ortaya ¢ikan asir1 kalsiyum birgok metabolik
kaskadi aktive etmektedir. Aktive olan proteaz, lipaz ve endoniikleaz enzimleri hiicre
6liimiine sebep olmaktadir[56].

Sinapslarin ~ postsinaptik  organizasyonu  glutamat  reseptorlerinden
olugsmaktadir. Postsinaptik organizasyon diger mediatorlerinde eksitasyonuna sebep
olur. Bu da hiicrenin fazla eksitasyona girmesine sebep olur ve tekrarlayan
eksitasyonlar ile birlikte hiicre 6liimiine dogru seyreden bir siire¢ baglamis olur[63].

Kalmodulin, kalsiyum baglayici bir protein olup ndronal hiicrelerde sinyal
yolaklarinda kalsiyum/ kalmodiilin bagimli kinazlar1 (CaMK) aktive eder. Kalsiyum
kalmoduline baglanarak molekiilde degisiklige sebep olur. Kalmodulin
inhibisyonunun, gecici ve kalici iskemi enfarkt hacmini azalttigi gosterilmistir[64].
CaMKII kalsiyum bagimli bir kinaz olup, viicutta ndrotransmitter sentezlenmesi ve
bosaltilmasi, ndroreseptorlerin  ve iyon kanallarinin  modiilasyonunda, gen
ekspresyonunda ve ndronal biiylimede gorev almaktadir[65]. Her iki karotid arter ya
da 4 damar tikanikligin oldugu durumlarda 5 dakikalik iskemi sonrasinda CaMKII
seviyesinin distigii gozlenmistir[66]. Bu protein seviyesinde disiikliigiin CaMK
RNA sentezine bagli olmadigi posttranslasyonel modifikasyonlara bagli oldugu
gosterilmistir[67]. CaMK nin néronal sagkalimi ve korunmasini desteklemekte oldugu
gosterilmistir[68].

Serebral iskemi ve reperfiizyonu, serbest radikaller; aciga ¢ikararak oksidatif
stres olugturmaktadir[69].Beyin, yiiksek lipid yogunlugundan dolay: serbest radikal
hasarma kars1 ¢ok duyarhidir. Oksidatif stres sirasinda serbest radikal olusumunun
serbest radikalleri temizleyen enzimlerin kapasitelerini astig1 gosterilmistir. Serbest
radikalleri temizleyen enzimlerin baslicalar1 superoksit dismutaz (SOD), katalaz,
glutathion peroksidazdir. Serbest radikallerin hiicrede birikmesinin DNA, hiicre
membraninin protein ve lipid yapilarinda hasar olusturdugu goriilmiistiir[70].
Oksidatif stresten sorumlu olan ana serbest oksijen radikallerin baslicalar1 sunlardir:
stiperoksit (O2%™ ), hidroksil (OH™), hidrojen peroksit (H202), NO ve ONOO™. Normal
stirecte serbest oksijen radikallerin olusumu normal bir siire¢ iken, iskemi varliginda
NMDA reseptorlerinin aktivasyonu ve sonucunda serbest radikal olusumundaki artis
(6zellikle NO) hiicre hasarina sebep olmaktadir. Daha sonrasinda ksantinin ve

hipoksantinin, ksantin oksidaze enzimi tarafindan yikilarak superoksitler olusturmasi
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hiicre hasarimi arttirmaktadir[71]. Araknoidik asidin oksidasyonunun serbest oksijen
radikalleri olusumundaki baslica kaynaklardan birisi oldugu disiiniilmektedir[72].
Serbest radikaller ayrica mitogen ile aktive olan kinazlar1 da aktive ederek hiicre
hasarmi arttirmaktadir[73]. Baz1 ¢alismalarda antioksidan enzimlerin ve metabolitlerin
alimmasimin oksidatif strese karsi koruyucu oldugu gosterilmistir[74]. Sonug olarak
oksidatif stresin pek ¢ok mekanizma ile hiicresel hasara yol actig1 gosterilmistir. Bu
etkileri azaltmak igin oksidatif yolaklar1 inhibe edici birgok molekiil iizerinde
calismalar devam etmektedir.

Serebral iskemi ayni zamanda hasar mekanizmalarimi aktive ederken bir
yandan da koruyucu kaskadlar1 aktive etmektedir. Ozellikle mitojen aracil1 bir kaskad
olan MAPK’1 aktive etmektedir. Calismalar gostermistir ki MAPK iskemi sonrasinda
hiicre kurtulmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir[75]. Bu MAPK ailesinin 3 ana iiyesi:
ERK, p38 ve c-jun’dur. Bu ii¢ sinyal proteini hiicre sagkaliminda 6nemli bir rol

oynarken ayni zamanda da anjiogenezi aktive etmektedir[76].
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Beynin normal ¢alismasi i¢in gerekli olan nérovaskiiler iinite mikrovaskiiler
endotel, astrosit, noronlar ve ekstraselliiler matriksten olusmaktadir. Sekil 7’de
norovaskiiler iiniteyi olusturan yapilar sematik olarak goziikmektedir. Noronal
hiicrelerin ¢aligmasinda kan beyin bariyeri énemli bir yer alir. Kan beyin bariyerinin
en onemli komponenti olan mikrovaskiiler endotel siki baglantilar olusturarak sivi
tutmay1 saglamaktadir[77]. Siki baglantilar okludin-1, klaudin, zona okluden 1 ve 2
den olusmaktadir. Bu proteinler siki baglantilarin ekstraselliiler matriksle olan
baglantisin1 kurarak catisin1 olusturmaktadir. Endotel hiicreleri o6zellesmis bir
ekstraselliiler matriks ve bazal laminadan olugmaktadir. Bu bazal lamina 6zellikle tip
IV kollojen, laminin, fibronektin, entaktin, trombospondin, heparan siilfat ve
proteoglikanlardan zengindir[78]. Serebral iskemi; kan beyin bariyerindeki siki
baglantilarin gevsemesine ve bazal laminanin yikimina sebep olmaktadir[79, 80].
Bazal laminanin matriks metalloproteinazlar (MMP) tarafindan  yikildigi
diistiniilmektedir. Serebral iskemi de MMP-1 ve MMP-2(gelatinaz A ve B) bazal
lamina degredasyonuna sebep olarak astrositler endotel hiicreleri ile olan baglantilarin
kaybina  ve  hemorajik  transformasyona  sebep  olmaktadir[81]. Bu
metalloproteinazlarin iskemiden saatler sonra yiikseldigi deneysel ¢aligmalarda ve
insan beyin hiicrelerinde gosterilmistir[82]. Serebral iskemi, kan beyin bariyerinin
degismesine ve lokosit birikmesine, adhezyonuna ve transmigrasyonuna sebep
olmaktadir. Bu olaylar ise inflamatuar kaskadlar1 aktive etmektedir. Sonu¢ olarak
norovaskiiler {initenin herhangi bir komponentinde olusan hasar; inflamatuar
hiicrelerin  birikmesine neden olup hiicre Oliimiine giden bir dizi olay
tetiklemektedir[74, 83].

Enflamatuar olaylar iskemik olaydan birkag saat sonra baglar ve iskemik
hasardan sonraki enflamatuar hasarin olusumu bu mekanizmayla agiklanmaktadir.
Iskemiden hemen sonra salinmaya baslayan sitokinler, adhesyon molekiilleri, beyin
kaynakl1 indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz inflamasyonun ana sorumlu etkenlerdir ve
geri doniisiimsiiz hasara sebep olmaktadirlar. Integrin, selektin ve immiinglobulinler
16kosit migrasyonu i¢in gerekli hiicreler arasi etkilesimi saglamaktadir. Selektinlerin
iskemi ve reperfiizyon sonrasi endotel hiicresinde ekspresyonu artmakta bu da 16kosit
migrasyonunu ve enflamasyonu arttirmaktadir[84]. Selektinlerin inhibisyonunun

saglanmasinin iskemi sonrasi 16kosit infiltrasyonunu azalttig1, nérolojik fonksiyonda
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iyilesme sagladigt ve serebral kan akiminda iyilesmeye neden oldugu
goriilmiistiir[85]. Lokosit migrasyonu sadece selektinlere bagli olmamakla birlikte
yiizeylerindeki 16kosit adhesyon molekiilleri olan B2 integrin ve LFA-1’e bagh
olabilmektedir[86]. Enflamatuar hiicreler penumbranin mikrodamar yataginda
birikerek  mikrosirkulasyonun bozulmasina ve iskeminin artmasina sebep
olmaktadir[87]. Benzer olarak sitokinler iskemi sonrasi enflamatuar siirecte 6nemli
bir rol oynamaktadir. Bunlardan en onemlileri IL-1, IL-6, TNF-a’dir. IL-1’in gegici
veya kalict iskemi sonrasi arttigi gosterilmistir[88]. IL-1 asil etki mekanizmas1 nitrik
oksit sentezini arttirmasi, arasidonik asit salimmmini arttirmasit ve NMDA
eksitotoksisiteyi uyarmasidir[89]. Orta serebral arter okliizyonu olan farelere
interaventrikiiler olarak interlokin- 1 verilmesinin enfarkt alanini, 6dem miktarini ve
notrofil birikimini arttirdigi gozlenmistir[90]. Bu bilgiden yola ¢ikarak yapilan
calismalarda interlokin 1 inhibitorlerinin iskemi sonrasinda kullanildiginda nekrotik
hiicre sayisinda azalma ve beyin hasarinda azalma oldugu gosterilmistir[91]. Baska bir
sitokin; IL-6, okliizyon sonrasi 3. saatte artmaya baslar ve 12. saatte pik seviyesine
ulagir ve en az 24 saat boyunca seviyesi yiiksek olarak seyreder[92]. Bagka bir sitokin
olan TNF- a nin iskemik inme gegiren hastalarin beyin omurilik sivisinda arttigi
gosterilmistir [93].

Astrositler beyindeki en ¢ok bulunan hiicre grubudur. Noronlara metabolik ve
tropik destek saglamaktadirlar. Kan beyin bariyerinin olusumuna katilmaktadirlar.
Ayrica astrositler beyindeki en yiiksek antioksidan tasiyan hiicrelerdir[94, 95].
Astrositler iskemi sonrasinda bazi biiylime faktorlerinin salinmasina ve norogeneze
yol agar ve kronik safhada rejenerasyonu saglayarak kisa donem koruma olusturur[96].
Merkez kor igerisindeki astrositlerin bir kisminin canli oldugu gosterilmis bu da
astrositlerin ndronlara gore strese daha dayanikli oldugunu ortaya koymustur[97].
Ayrica astrositler glial skar olusumunda rol oynamaktadir. Bu skar olusumunun
amacimin hasar gormiis hiicrelerin igerisinde canli hiicreleri korumak oldugu
diisiiniilmektedir[96]. iskemik olaymn siddeti astrosit fonksiyonlarini engellemekle
birlikte iskemi sonrasi astrositlerde olan sisme 0&zellikle mikrodamarlanmanin

etrafinda oldugu astrosit ayaklarinda olmaktadir[98].

Iskemi sonrasi hiicre geleneksel olarak nekrotik vasifta olarak bilinirdi. Ancak

geemis yillarda yapilan ¢aligmalarda bunun boyle olmadigi enfarkt sonrasi ilk
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saatlerde penumbra ve perenfarkt zonda gecici geridonistiiriilebilir iskemi
goriilmektedir, iskemi devam etmesi tizerine bu alandaki hiicreler de geri doniissiiz
olarak apopitoza gitmektedir[99]. Iskemi sonras1 beyin hiicresindeki etkilesme; geri
donddrilebilir bir siiregten — nekroza kadar degismektedir. Beyin hiicresindeki
nekrozun sinirlar1 belirgin olmamaktadir. iskemi sonras1 hiicrelerde sisme meydana
gelir ve hiicre igine su gegisi olur[100]. En sonunda hiicre riiptiire olur ve hiicre
igerigi cevreye sac¢ilir. Sagilan hiicre igerigi enflamatuar cevap olusturur. Nekrotik
hiicrelerdeki DNA fragmantasyonu bir seri kaspazi aktive ederek enflamasyona
sebep olur[101]. Iskemi sonras1 néronal hasar gecikmis ndronal dejenerasyonun en
karakteristik dzelliklerindendir. Iskemi sonras1 apopitozun aktif bir proses oldugu
ve bu proseste yeni proteinlerin sentezlendigi gosterilmistir [99]. Apopitotik
sinyaller hiicre igerisinde uyarilana kadar sessiz olarak kalmaktadir. Apopitotik
sinyal yolaklarindaki bozukluk patolojik durumlara sebep olmaktadir. Apopitozun
hi¢ olmadig1 kanser ya da apopitozun arttig1 iskemi gibi durumlar apopitotik sinyal
yolagindaki bozukluklardan meydana gelir. Apopitoz bir ¢ok mekanizma iizerinden
olusan kompleks bir olaydir. Hiicre apopitozu sinyal aracili, mitokondri aracili,
Oliim reseptorii aracili, kaspaz bagimsiz ve kaspaz bagimli, serbest radikal aracili

olabilmektedir[102]. Bu karmasik hiicre i¢i yolaklar sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8. Serebral iskemi sonrasi hiicre i¢i sinyal yolaklari[48]

2.6. Deneysel Serebral iskemi Modelleri

Serebrovaskiiler hastaliklarin % 80-85’ini olusturan iskemik inme, ndrolojik
hastaliklar icerisinde en sik goriilen ve en ¢ok 6liime neden olan hastaliktir. Serebral
iskeminin klinik pratikteki 6nemi, degisik bi¢imlerdeki deneysel iskemi modellerinin
gelistirilmesini  glindeme getirmistir [5]. Gegtigimiz yillar igerisinde gelistirilen
iskemi modelleri iskemi patofizyolojisini anlamamizi saglamistir ve bu bilgi iizerinde
tedavi protokollerinin gelistirilmesi i¢in bir ¢ok ¢alismada kullanilmistir. Hayvan
modeli tasarlanirken en 6nemli olaylardan birisi yapilan modelin insan hastaligina en
yakin model olmasidir. Hayvan deneylerindeki diger sorunlar ise degiskenlerin kontrol
edilememesinden ve gruplar arasindaki homojenitenin saglanamamasindan
kaynaklanir. Ayrica iskemi modellerinde degiskenlerin baslicalari: yas, cinsiyet, 1rk,

plazma glukoz konsantrasyonu, sicaklik, kan basinci ve kan gazlar1 gibi fizyolojik
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degisiklikler, cerrahinin tekrarlanabilmesi, anestetikler, hayvanlarin boyutlar1 ve
maliyetleri gibi diger ¢esitli degiskenler deneysel modeli etkilemektedir[103, 104].
Transgenik hayvanlarin veya knockout hayvanlarin kullanilmasit mekanizmalar1 daha
1yl anlamamizi saglamistir. Hayvan tiirlerinin arasinda hatta ayn tiirlerin farkli cinsleri
arasinda iskemiye karsi farkli yanitlar alindig1 bilinmektedir. iskemi modelleri hem
invitro hem de in vivo olabilmektedir. in vitro modeller arasinda hiicre kiiltiirii
calismalar1 yer almaktadir. Hiicre kiiltiirlerinde iskemiye benzer kosullar olusturularak
( gerek kimyasal gerekse metabolik olarak ) iskemi patofizyolojisi anlasilmaya
calisiimaktadir[105]. In vivo modeller ise tekrarlanabilirligi, kontrol edilebilirligi,
iskemi patofizyolojisini daha rahat yansitabilmesi agisindan daha kullanish
modellerdir. Ayrica tedavi se¢eneklerinin de denenebilmesi acisindan in vivo hayvan
deneyleri daha sik karsimiza c¢ikmaktadir. Tavsan, sican, fare, gerbil gibi bir¢ok
laboratuar kemirgen tiirleri deneysel iskemi olusturmak amaciyla yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir[106]. in vivo iskemik modellerin kullanilmasinin baslica sebepleri
arasinda su sebepler gosterilebilir: 1)insan iskemik inmenin belirtilerinin farkliligs,
sebeplerinin ve tikanmanin oldugu anatomik lokasyonun farkliligi sebebiyle 2)
histopatolojik, biyokimyasal ve fizyolojik analiz gereksinimi 3) iskemik inmenin ilk
dakikalarinda olusan degisimlerin ancak hayvan modelleri ile goriilebilmesi 4)
iskeminin perfiizyonun incelenmesi i¢in normal bir vaskiilatiir yapisinin
gereksinimi[106].

Gegmis yillarda bir¢ok caligmada daha biiyiik hayvan gruplar ( kedi, kopek,
primatlar) kullanilmistir[107]. Son yillardaki modellerde ise daha ¢ok kemirgenler
kullanilmaktadir. Kemirgen ¢alismalarinin tercih edilmesinin baslica sebepleri: ucuz
maliyetli olmalari, homojen gruplarin olusturulabilmesi, serebrovaskiiler anatominin
kismi benzerligi, kiiclik beyin hacimleri sebebiyle, ve etik olarak kabul edilebilirlik

gosterilebilir.

2.6. Kemirgenlerdeki Serebral iskemi Modelleri

Kemirgen iskemi modelleri iki ana baglik altinda toplanabilir: 1) global iskemi
modelleri, 2) fokal iskemi modelleridir. Iskemi bircok farkli teknikle

olusturulabilmektedir.



22

Kemirgen global iskemi modellerinden baslicalari:

1) Iki tarafli ana karotid arter tikanmasi ile on beyin iskemi modeli: Bu
modelde her iki ana Kkartoid arter kapatildiktan sonra, sistemik hipotansiyon
olusturularak beyine giden kan akimi azaltilmaktadir. Ilk olarak 1972 yilinda
tanimlanmistir[107]. Bu model yiiksek siddette on beyin iskemi olusturulmasi,
ventilasyonun kontrol edilebilmesi, kronik sagkalim ¢aligsmalari i¢in uygunlugu, deney
sirasinda mortalitenin az olmasi sebebi ile tercih edilmektedir[108]. Bu modelde
hipotansiyon olmadan yeterli iskemi olusturulamamasi, ve anestezi ihtiyacinin olmasi
modelin dezavantajlari olarak goriilebilir[109].

2) Iki tarafli ana karotid arter ve vertebral arter tikanmasi ile iskemi modeli:
Bu model iki asamali gergeklestirilmektedir. ilk asamada boyun disseksiyonu
yapilarak her iki ana kartoid arterin tikanmasi ve ardindan C1 seviyesinde vertebral
arter elektrokoagiilasyonudur. Bu model anestezi gerektirmemesi, gegici serebral
iskemi olusturabilmesi sebebi ile tercih edilmektedir. Ancak mortalitenin yiiksek
olmasi, kollateral dolasimin varligi ve varyasyonu bu modelin uygulanmasindaki
zorluklardir[110].

3) Beyin omurilik s1vis1 basincini arttirarak olusturulan iskemi modelleri: Tlk
defa Ljungren ve arkadaslari tarafindan denenmis model , sisterna magna igerisine
yapay beyin omurilik sivisi verilerek basinct 20-70 mm Hg civarina getirilerek beyin
icerisinde iskemi olusturmak ve ATP deplesyonu saglamaya yoneliktir[111]. Baska
bir ¢alismada ise unilateral ana karotid arter tikanmasi ile birlikte intrakranial basing
arttirilarak iki yontem birlikte kullanilmigtir[112]. Bu yontemin en biiyiikk faydasi
nobet olmamasi ve basing artisinin geri dondiiriilebilir olmasidir.

4) Turnike ile iskemi olusturulmasi: baska bir yontemde ise hayvanin
boynuna bir turnike baglanarak, sisirilir. Turnike basinci ¢ok yiiksek seviyeye ulasana
kadar sisirmeye devam edilir(600-700 mm Hg). Boylece serebral kan akimi 1%’nin
altina diiser ve iskemi olusur[113].

5) Dekapitasyon yapilarak iskemi olusturulmasi: hayvana ani olarak
dekapitasyon yapilarak kafanin 37 derecede bir miiddet tutulduktan sonra ani olarak
dondurulmasi seklinde yapilir. Nadir kullanilan bir yontemdir. Genellikle metabolik

calismalarda kullanilir[114].
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6) Levine yontemi: Bu yontemde tek tarafli olarak ana karotid arter
tikandiktan 24 saat sonra hayvan hipoksik birakilmaktadir. Birakilmamasi halinde
beyin enerji dongiisiinde degisme olmadig1 gosterilmistir. Bu yontemle metabolik
yolaklarin incelenmesi amaglanmaktadir[115]

Kemirgen fokal iskemi modellerinden baslicalari:

1) Kalic1 veya gegici olabilen modeller: Orta serebral arter (OSA) okliizyonu,
spontan olarak hipertansif olan si¢anlarin (SHR) kullanimi: Cerrahi bir islem yapilarak
kraniotomi sonrast MCA’nin degisik lokalizasyonlarinda okliize edilerek yapilan
modellerdir. Istenilen anatomik lokasyonda tikanma saglayabilmesi avantaj saglarken,
cerrahi miidahale sirasinda kortikal hasar olabilmektedir[116, 117]

2) Fotokimyasal olarak rose bengal kullanilarak yapilan iskemi modeli: bu
yontem 560 nm dalga boyundaki 1s1g1n intravendz rose bengal ile tepkimeye girerek
vaskiiler tromboz olusturmasina dayanan bir modeldir. Bu modelin avantaji trombozu
istenilen seviyede olusturmasidir[118].

3) Serebral emboli ve tromboz modeli: bu modelde c¢esitli ajanlar
kullanilarak tromboz ve emboli saglanmistir. Bunlardan baglicalari: kan pihtist,

nisasta mikrokiireleri, aragidonik asittir[10, 119, 120]

2.7. Tavsan Beyninin Vaskiiler Anatomisi

Tavsan beyin dokusunun beslenmesi karotid ve vertebral arterler tarafindan
yapilmaktadir. Foramen magnum seviyesinde vertebral arterler birleserek baziler arteri
olustururlar. Baziller arter olusmadan hemen Once cevre paraspinal dokulara ve
vertebralara ¢esitli dallar gonderir. Baziller arterden ¢ikan dallar serebellum ve beyin
sapin1 beslemektedir. Posterior perforated substance seviyesinde ise her iki dala
ayrilarak posterior serebral arteri olusturur.

Internal karotid arterler common karotid arterin dorsal yiiziinden ayrilirlar ve
once dorsolateral daha sonra da dorsomedial olarak devam ettikten sonra foramen
karoticumdan intrakranial alana girer. Oksipital arter 1/3 oraninda internal karotidden
ayrilir. Internal karotid arter willis poligonuna girinceye dek herhangi bir dal vermez(
intrapetrdz parcada kiigiik dallar haric). internal karotid arter willis poligonuna optik
kiasmanin posterior smirindan katilir ve belirgin olarak gelismis bir posterior

komunikan arter ile posterior serebral arterlere baglanir.
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Internal oftalmik arter, internal karotid arterin (ICA) intrakranial ilk verdigi
daldir. Bu dal koroid pleksusu beslemektedir. ICA sonrasinda rostral olarak ilerleyerek
orta serebral arter ve anterior serebral arteri olusturur. Anterior serebral arterler
birleserek tek bir trunk olusturur bu arter once rostral daha sonra da kaudal ilerleyerek
beyin beslenmesini saglar. Bu ortak trunk eksternal karotidin bir dali olan etmoidal
arterler ile anastomoz halindedir. Tavsan beyin arteryel yapist sekil 9’da

gosterilmektedir.

' Ethmoidal a.
' 4 Ethmoidal anastomotic br.

¢ Orbital anastomotic br,

DIy,

Int. ophthalmic a.

Middle cerebral a.

Post. communicating a.

Post. cerebral o.

Sup. cerebellar a.

m - Basilar a.

Int. carotid a

Ext carotid a

Vertebral a.

Sekil 9. Tavsan beyin arteryel anatomisinin sematik ¢izimi[121]
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Frontal ve parietal kisimlarin dorsal ve lateral yiizlerinin ven6z drenaji dorsal
sagittal siniise olmaktadir. Dorsal sagittal siniis olfaktér bulbusun hemen 5 mm
gerisinden baslayarak interhemisferik sulkus boyunca devam eder straight siniis ile
birleserek confluens sinuum’a bosalir. Oksipital korteksin bazen vendz drenaji direkt
olarak confluense olabilmektedir. Olfaktor bulbus, frontal pol, serebrumun medial
yiizeyi, hipotalamus ventromedial venlerden drene olurlar. Bu venler kaudal olarak
ilerlerler lateral vendz yapilarla birleserek lateral siniislerde sonlanir.Sekil 10 ve 11°de
tavsan vendz anatomisi sematik olarak goziikmektedir. Sonug¢ olarak beyin venoz
drenaj1 lateral siniisler daha sonrasinda da her iki taraftaki transvers siniislere dokiiliir.
Buradan da transvers siniisler araciligiyla vertebral ve internal jugular venlere emisser
venler araciligiyla ise eksternal jugular venlere dokiiliirler[121].

sagittal
sinus

Anastomosis
Confluens
Sinuum

Ventromedial

vein

Ventrolateral
vein

Dorsal sagittal sinus Direct
cortical
affluents
to the
confluens

sinuUUM

Ventrolateral vein

Sekil 10. serebral vendz sistemin lateral diagrami[121]
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Sekil 11. serebral venoz sistemin dorsal ve ventral goriiniimii[121]

2.8. Tiyopental Farmakokinetigi ve Farmakodinamigi

Tiyopental ¢ok hizli bir barbitiirat tiirevidir. Sekil 12’de yapisal formiilii
gosterilmistir[122].  Barbituratlarin etkilerinin baglamasi1 ve etkilerinin siiresi
barbiturat tiirevinin yagda ¢oziliniirliik derecesine baglidir[123]. Tiyopental ultra hizli

etkili bir aneztezi indiiksiyon araci olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 12. Tiyopentalin yapisal formiilii

Tiyopental verilmesi doza bagimli olarak degisik evrelerdeki anestezi
basamagini olusturabilir. Tiyopentalin 9.6 mg/kg(4.5 -9 gr/saat) 1 EEG de degisiklikler
meydana getirmektedir[124]. Birinci evrede EEG’de hizl1 frekans ve diisiik amplitiidlii
dalgalar gozlenmektedir. Bu evrede deneklerde uyuma basgosterir. Bu evrede goz
kapagi reflekslerinde kaybolma goriiliir ve sesli uyaranlara yanit kaybolur. Ardindan
ikinci evre baslar. Bu evrede diisiik frekansh ve yiiksek amplitiidlic EEG dalgalari
goriiliir. Ugiincii evrede ise EEG’de izoelektrik akim gériiliir(burst siipresyon). Evre 3
derin anesteziye karsi gelmektedir. Evre 2 ve 3 cerrahi anestezi olarak kabul
edilmektedir[124]. Anestezi derinligi arteryel hipotansiyonla dogru orantili olarak
goriilmektedir. Ciinkii juguler vendeki tiyopental diizeyi ile arteryel hipotansiyonun
derecesi benzerlik gostermektedir[125].

Barbitiiratlarin beyin koruyucu etkisi yillar icerisinde arastirilmis bir konu
olup, intrakraniyal basinci azaltmadaki etkilerinin; serebrovaskiiler rezistansi
arttirarak serebral kan akimini azaltmasi araciligi ile oldugu goriilmiistiir.[126].
Yiiksek doz barbitiiratlar metabolik ihtiyag ile gelen metabolik substratlar arasindaki
dengeyi kurabilir. Oksijen metabolizmasindaki azalma ile serebral kan akimindaki
azalma karsilikli olarak intrakraniyel basinci azaltmaktadir[127].

Glutamat ana eksitatdr ndrotransmitter olup, membran reseptor etkilesimleri,
biligsel, hafiza, hareket ve duyu gibi fonksiyonlarda gorev almaktadir. Ek olarak
eksitatdr nérotransmitterler néronal plastisite i¢cin ¢ok dnemli bir yere sahiptir. Bir¢cok
ndrolojik hastalikta ndron hasarindan sonraki agamada glutamat veya aspartartin fazla
eksitasyonuna sahip ortak yolaklar etkilenmektedir[128]. Koruma mekanizmalari
arasinda serbest radikal olusumu azaltilmasi da sayilabilir[129]. Barbitiiratlarin

etkinligi asil sinaptik aktivitenin susturulmasi veya yavaslatilmasi iizerindedir[130].
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Elektroserebral sessizlik metabolik baskilanma ile baglantili géziikmektedir[131].
Yapilan bir ¢alismada tiyopental ile burst slipresyon olusturulan kopeklerde serebral
kan akiminda ve oksijen metabolizmasinda sirasiyla 55 ve 42% azalma saglanmustir.
Serebral aktivite tamamen sonlandiktan sonra ek doz barbitiirat verilmesi kardiyak
instabilite  yaratirken kan akiminda ve metabolik ihtiyagta azaltma
saglamamaktadir[131]. Bir c¢alismada en sik yan etki olarak 52% arteriyel
hipotansiyon ( inotrop destegi gerektirecek kadar) goriilmiistiir. Yine ayni ¢calismada
kontrol grubuna gore anlamli bulunan yan etkiler arasinda santral sinir sistemi
enfeksiyonlari, sepsis, ve akut respiratuar distres sendromu bulunmustur[132].
Tiyopental genel olarak viicutta metabolize olmakla birlikte kiiciik bir kismi
degismeden idrarla atilir[133]. Tiyopentalin viicuttan eliminasyon siiresi 5 ile 22 saat
arasinda degismekle birlikte yagda ¢oziindiiglinden dolay1 obez kisilerde bu siire daha
da uzamaktadir[134].

Barbitiiratlarin ve anestetik ajanlarin néron koruyucu etkisi bir¢ok ¢aligsma ile
ortaya konmustur[135]. Intraarteryel anestetik verilmesi néorolojik fonksiyonlarin
belirlenmesi amaciyla wada testi olarak yaklasik 50 yildir yapilmaktadir[136]. Yakin
tarihe baktigimiz zaman ise intra-arterial tromboliz tedavisi iskemik inme tedavisinde
onerilmeye baslanmistir[137]. Yapilan bir ¢alismada intraarterial ve intravendz
tiyopentalin karsilagtirilmas: yapilmis, bu calismada intrakarotid olarak verilen
tiyopentalin kan basincinda diismeye sebep olmadigi, daha diisiik dozlarda sessiz EEG
olusturabildigi, serebral kan akiminda azalmaya sebep olmadig1 gosterilmistir[138].
Ayni ¢alismada tiyopentalin intrakarotid olarak verilmesinin hemodinamik stabilitenin
korunmasinda, serebral perflizyonun korunmasinda katkist oldugu ve intravenoz yol
ile karsilastirildiginda daha c¢abuk geri doniis olmasi, ve kardiyak dekompresyon
yapmamasi avantajlari olarak belirtilmistir[138, 139].
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3. GEREC VE YONTEM

Calismaya ait deney protokolii Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu tarafindan incelenmis ve 31.10.2017 tarihli oturumda 2017/68-02 karar
numarasi ile onaylanmastir.

Bu calismada agirliklar1 2500 ile 3500 gram arasinda degisen 25 adet erkek
Yeni Zelanda tavsanit kullanildi. Deney siiresince tavsanlar standart laboratuar
kosullarinda (polikarbon kafeslerde, %50-60 nem araliginda, 17-23 °C de, 12 saatlik
karanlik-aydinlik doniisiimiinde) tutuldu ve standart yem (ad labitum su ve pellet yem)
ile beslendi.

Islem sonras1 24 saat yasatilan denekler daha sonra histopatolojik ¢alisma igin
orneklerin alinmasindan 6nce norolojik inme skorlamasina gore degerlendirildikten
sonra sakrifiye edildi. Norolojik inme skorlamasi sekil 23’de goziikmektedir. 5
mikronluk seri kesitler sonucunda elde edilen ornekler TUNNEL yontemi ile

boyanarak Leica DM6000B 151k mikroskobunda degerlendirildi.

3.1. Deney Gruplar

Deney gruplari agagidaki gibi planlanmaigtir:

Grup 1 (Kontrol grubu, n=5): Bu gruptaki deneklerde sadece santral kulak
arterine mikrokateterle girildi ve sag ICA’ya serum fizyolojik (sf) + kontrast madde
enjeksiyonu yapildi.

Grup 2 (PNM ile iskemi grubu, n=5): Bu gruptaki deneklerde santral kulak
arterine mikrokatateterle girildi ve sag ICA’ya sf + kontrast madde + PNM
enjeksiyonu yapildi. Bu islem i¢in her bir tavsana anjiyografi esliginde 60 mg/ml olan
nigasta partikiillerinden akim hizinda azalma saglayabilmek i¢in 0,2 ml yani 12 mg
verildi.

Grup 3 (intrakarotid tiyopental grubu, n=5 ): Bu gruptaki deneklerde
santral kulak arterine mikrokatateterle girildi ve sag ICA’ya sf + kontrast madde +
Intrakarotid olarak tiyopental yapildi. Tiyopental dozu deneklerde es zamanli yapilan
EEG ‘de burst supresyon goriilene kadar ilag verilmeye devam edildi. Toplam
ortalama olarak deneklere 12,3 mg tiyopental enjekte edildi.

Grup 4 (PNM ile iskemi grubu + intrakarotid tiyopental grubu, n=5):Bu

gruptaki deneklerde santral kulak arterine mikrokatateterle girildi ve sag ICA’ya sf +
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kontrast madde + Intrakarotid olarak tiyopental + PNM enjeksiyonu
yapildi.Intrakarotid tiyopental PNM verilmeden hemen 6nce EEG’de burst supresyon
goriilene kadar verildi. Burst supresyon goriildiikten sonra PNM verilerek tam
tikanmanin oldugu anjiografik olarak goriintiilendi. Bu islem igin her bir tavsana
anjiyografi esliginde 60 mg/ml olan nisasta partikiillerinden akim hizinda azalma

saglayabilmek i¢in 0,2 ml yani 12 mg verildi.
3.2. Anestezi

Bir gece onceden a¢ birakilan hayvanlara genel anestezi ve analjezi saglamak
amaciyla 50 mg/kg ketaminhidrokloriir (Alfamin ®) ve ksilazin 10 mg/kg
(Alfazyne ®) intramiiskiiler yolla enjekte edildi. Anesteziden sonra denekler kendi

solunumlarina birakilarak isleme ge¢ildi.

3.3. Trans-Arteryal Mikrokateterizasyon

Serebral anjiyografi i¢in islem Oncesi ketamin ve ksilazin ile sedatize edilen
tavsanin kulak dorsal yiizli yukariya gelecek sekilde yatirildi ve tavsan fikse edildi.
Santral kulak arterinden yapilacak selektif trans-arteryal mikrokateterizasyon islemi
i¢in, tavsan girisimsel ndroradyoloji linitesinde Siemens Artis Zee biplane (Erlangen,
Almanya) anjiyografi cihazina alindi. Tavsanlarin kulak arka yiizinde ortada yer alan
arter tespit edildi kulak dorsumu tiras edildikten sonra bu bolge cerrahi islem igin
uygun hale getirildi ve antiseptik ¢ozeltilerle yikandi. Sekil 13’de kulak dorsumunu ve
santral kulak arteri goziikmektedir. Ayak parmagina uygulanan ¢imdikleme refleksine
kars1 ayagin1 gekmeyen denekte, uygun anestezi ve analjezi saglandig tespit edildikten
sonra 24 gauge yani 0,5106 mm ¢apindaki sar1 intraket ile santral kulak arterine girildi
ve arteryal kanin intraket proksimaline dogru hareket ettigi goriildii. Sar1 intraketin
ignesi bir miktar geri ¢ekilip intraket bir miktar daha damar igerisine ilerletildi. Damar
icinde olundugundan emin olunduktan sonra intraketin mandreni tamamen cekilip
icinden Synchro-20.014 mikrotel (StrykerNeurovascular) eksternal karotid artere
kadar skopi esliginde gonderildi. 24 gauge intraket mikrotel iizerinden c¢ekilip
cikartildi. Daha sonra tel ilizerinden SL-10 mikrokateter (Stryker Neurovascular)
common karotid artere ilerletildi. Tel manipiilasyonlar ile sag ana karotid artere

girildikten sonra mikrokateterden lopromide (Ultravist ®300 mgl/ml,
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Bayer/Almanya) iyotlu kontrast madde verilerek manuel enjeksiyonlar yapildi ve
serebral anjiyogramlar elde edildi. Bu konsept dinamik goriintiileme modaliteleri
kullanilarak gerceklestirildi. Sekil 14’de tavsan serebral anjiografi goriintiileri

goriilmektedir.

Sekil 13. Santral kulak arteri
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Sekil 14. Tavsan serebral anjiografi goriintiileri

3.4. Parcalanabilir Nisasta Mikrokiirecikleri Uygulanmasi

Santral kulak arterinden girildikten sonra dnce eksternal karotid ordan da ¢esitli
maniplilasyonlar yardimiyla ana karotid artere ulagildiktan sonra es zamanl
anjiogramlar alindi. Ana karotid arter proksimalinde balon sisirildikten sonra 0.2 ml
pargalanabilir nigasta partikiilii sag ana karotid artere verilerek beyinde gegici iskemi
modeli olusturulmasi amaglandi. Tikama islemi anjiografik olarak ortaya konulduktan

sonra kateter ¢gikarilarak bazi denekler 24 saat gozlem amaci ile kafese alindu.

3.5. Deneklerin Sakrifikasyonu ve Dokularin Cikarilmasi

Trans-arteryal mikrokateterizasyon islemi sonrasi 24. saatte genel anestezi
altindaki deneklerin boyun ve ekstremiteleri sertlesinceye kadar sol ventrikiillerinden
sabit hizla %4 liikk paraformaldehit (0,1 mol/L fosfat tamponu iginde, pH:7,4)
soliisyonu verilerek perfiizyon fiksasyonu yapildi ve denekler sakrifiye edildi.
Sakrifiye edilen deneklerin beyinleri, genis kraniyektomi sonrasi1 mikrodisektor ve
mikromakas kullanilarak uygun yontemlerle ¢ikarildi ve histoloji anabilim dalindan
temin edilen uygun 6rnek kaplarina konularak %10 liik paraformaldehit icerisinde, oda
1sisinda immersiyon yoluyla 48 saat postfikse edildi. Cikarilan beyin dokularinin

mezial, stiperior ve inferiordan gortintiisii sekil 15-16-17"de goziikkmektedir.



Sekil 15. Tavsan beyninin mezial goriintiisi

Sekil 16. Tavsan beyninin inferior ylizden goriintiisii

33
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Sekil 17.Tavsan beyninin siiperiordan goriintiisii

3.6. Histopatolojik Degerlendirme

Cerrahi olarak ¢ikartilan denek beyinlerinin her bir hemisferi korteks,
hipokampiis ve beyincik olmak {izere 3 pargaya ayrilarak 48 saat tamponlu formalinle
fikse edildi. Kasetlenen dokular otomatik takip cihaziyla (Leica TP1020) takip
edilerek gomiilmeye hazir hale getirildi. Takip sonrasi parafin bloklara gomiilen
dokularin 4 mikrometre kalinligindaki kesitleri sliding mikrotom (Leica SM 2000R)
kullanilarak alindi. Beyin korteks bélgesinde apopitoz tayini, DNA sarmal kiriklarinin
enzimatik olarak terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT)-aracilikli deoksiiiridin
trifosfat ile isaretlemesi (TUNEL) ile Hiicre Oliimii Deteksiyon kiti (Chemicon®
ApopTag® Peroxidase In Situ Apopitosis Detection Kit) kullanilarak gergeklestirildi.

Kesitler pozitif yiiklii lamlara alinarak 3 saat 60°C derece etiive konularak
deparafinizasyona baslandi. Etiivde bekletme sonrasi oda sicakligina kadar sogutulan
kesitler ksilolle ii¢ kere 5’er dakika muamele edilerek deparafinizasyon tamamlandi.
Dereceli alkollerle rehidrate edilen kesitlere 15 dakika Proteinaz K ile antijen geri
cagirma ardindan %3 liik hidrojen peroksitle 5 dakika peroksidaz blokaji yapildi.
Yikanan kesitler apopitoz kiti soliisyonlar1 kullanilarak, kitin belirtilen prosediiriine
gore TUNEL boyamas1 gerceklestirildi. Metil green kullanilarak ¢ekirdekler boyandi.
Yikama sonrasi yine dereceli alkollerden gegirilerek dehidrate edilen kesitler, ksilolle

seffaflagtirilip entellan kullanilarak kapatilip incelemeye hazir hale getirildi.
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Her bir korteks materyalinden alinan kesitlerden 40x lik biiylitmede rastgele
olarak secilen 5 alanda tiim hiicreler sayildi. Sayilan toplam hiicre igerisinden glia
ve noron sayilar tespit edildi. Toplam glia ve noronlar i¢erisinde TUNEL pozitif
boyananlar tespit edildi. Leica DM6 B mikroskobu ve Leica DFC 7000T kamerasi
kullanilarak goriintiiler alindi. Ortalamalar ve ortalama yiizdeleri bu sayilar baz

alinarak hesaplandi.

3.7. Istatistik Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme icin bazofilik sitoplazmali piknotik gdriiniimdeki
ndronlar, ‘gruplara kor’ iki histolog tarafindan 40X mikroskop biiyiitmesinde 3 alanda
sayild1 ve toplam degerleri alindi. Sayimlarin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS
22.0 programi kullanildi. Gruplarin ortalamalarinin karsilastirilmasinda Kruskal-
Wallis, bagimsiz iki grubun ortalamalarinin karsilagtirilmasinda ise Mann Whitney U

testleri kullanildi.
4. BULGULAR

4.1.1. Kontrol Grubuna Ait Histolojik Degerlendirme

Kontrol grubundaki denek beyinleri 5 bélgeye ayrilarak incelendi. Bu bes
bolge sekil 18’de gosterilmistir. Bu gruptaki deneklerin néron sayimi sirasinda 1.
bolgede yaklasik apopitotik hiicre sayimi ortalamasi 0,33 olarak gelmistir. Bu gruptaki
deneklerin 1. bolgede sadece 2 denekte birer apopitotik hiicre sayilmistir. 2.bolgede
apopitotik hiicre ortalamasi 0,66 iken 3 denekte apopitotik hiicrelere rastlanmigtir. Bir
denekte 2 hiicre diger 2 denekte ise birer hiicre saptanmistir. 3.bdlgede ortalama 0.33
olarak gelirken sadece bir denekte 2 apopitotik hiicre izlenmistir. 4. bolgede ortalama
0,5 bulunurken 3 denekte birer apopitotik hiicre goriilmistiir. 5. bolgede ortalama 0,5
ve bir denekte 2 bir denekte ise 1 apopitotik hiicre goriilmiistiir. Bu sonuglar sadece

anjiografi yapilmasinin belirgin iskemi yaratmadigini géstermistir.
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KONTROL APOPITOTIK ~ NORMAL  APOPITOTIK ~ NORMAL  APOPITOTIK ~ NORMAL  APOPITOTIK ~ NORMAL  APOPITOTIK NORMAL
1. HAYVAN 0 14 2 14 0 16 1 13 2 17
2.HAYVAN 0 11 0 9 0 16 0 21 0 12
3.HAYVAN 1 14 0 12 0 13 0 16 0 10
4.HAYVAN 0 22 0 15 0 13 0 17 0 15
5.HAYVAN 0 18 1 21 0 11 1 25 0 16
6.HAYVAN 1 13 1 13 2 10 1 16 1 18

Tablo 1: Kontrol grubu noron hiicrelerinin normal ve apopitotik sayilarini gésteren

tablo

Sekil 18. Tavsan beyninin koronal olarak kesitleri
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Ayni grubun glial hiicreler icerisindeki apopitoz oranlarina baktigimizda 1.
bolgede yaklasik apopitotik hiicre sayimi ortalamasi 3,5 olarak gelmistir. Bu gruptaki
deneklerin 1. bolgede sadece 5 denekte apopitotik hiicre sayilmistir. 2. bolgede
apopitotik hiicre ortalamasi1 2,16 iken 6 denekte apopitotik hiicrelere rastlanmustir.
3.bolgede ortalama 2.33 olarak gelirken 5 denekte apopitotik hiicre izlenmistir. 4.
Bolgede ortalama 2,66 bulunurken 6 denekte apopitotik hiicre goriilmiistiir. 5. bolgede
ortalama 2,5 ve 5 denekte apopitotik hiicre goriilmiistiir. Bu sonuglara baktigimizda
glial hiicrelerdeki apopitotik hiicrelerin néron hiicrelerinden daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Sekil 19°da normal boyanan hiicreler ile apopitoza giden hiicrelerin
histolojik goriiniimii goriilmektedir. Apopitoza giden hiicrelerin ¢ekirdekg¢ikleri daha

periferik yerlesimli olup normal hiicrelerde bu kutuplasma goriillememektedir.

KONTROL APOPITOTIK NORMAL APOPITOTIK NORMAL APOPITOTIK NORMAL  APOPITOTIK NORMAL APOPITOTIK NORMAL

1. HAYVAN 3 18 3 21 2 23 4 23 5 24
2.HAYVAN 4 13 3 14 5 18 2 11 3 23
3.HAYVAN 0 16 1 15 0 9 2 23 0 17
4.HAYVAN 9 32 3 16 2 12 3 21 4 18
5.HAYVAN 2 25 2 13 3 29 3 26 1 19
6.HAYVAN 3 21 1 28 2 26 2 29 2 31

Tablo 2: Kontrol grubu glia hiicrelerinin normal ve apopitotik sayilarin1 gdsteren

tablo
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Sekil 19. Kontrol grubuna ait histopatolojik inceleme: preparatta mavi goriinenler

4.1.2. Tiyopental Grubuna Ait Histolojik Degerlendirme

Tiyopental grubundaki hayvan beyinleri 5 bélgeye ayrilarak incelendi. Bu
gruptaki hayvanlarin néron sayimi sirasindan 1. Bolgede yaklasik apopitotik hiicre
sayimi1 ortalamasi 0,83 olarak gelmistir. Bu gruptaki deneklerin 1. bolgede 4 denekte
apopitotik hiicre sayilmustir. 2.bolgede apopitotik hiicre ortalamasi 1,16 iken 4 denekte
apopitotik hiicrelere rastlanmistir. 3.bolgede ortalama 0.5 olarak gelirken 3 denekte
apopitotik hiicre izlenmistir. 4. bélgede ortalama 0,33 bulunurken 2 denekte apopitotik
hiicre bulunmustur. 5. denekte ortalama 0,66 ve 4 denekte apopitotik hiicre
gorlilmiigtiir. Tiyopental verilen grupla; sadece anjiografi yapilan(anjiografi sham)
grup arasinda fark olmadig: gibi, tiyopentalin ayrica ndronal apopitoza tek basina bir

katkisininda olmadigi gériilmistiir.
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APOPITOTIK ~ NORMAL APOPITOTIK NORMAL APOPITOTIK  NORMAL  APOPITOTIK NORMAL APOPITOTIK ~ NORMAL
1.HAYVAN 0 12 0 22 0 14 0 13 0 15
2.HAYVAN 1 14 2 15 1 16 0 16 1 19
3.HAYVAN 1 12 1 18 1 15 0 11 1 14
4.HAYVAN 2 19 2 17 0 16 1 22 1 11
5.HAYVAN 0 21 0 19 1 21 1 16 0 18
6.HAYVAN 1 11 2 12 0 18 0 12 1 20

Tablo 3: Tiyopental grubu noron hiicrelerinin normal ve apopitotik sayilarini

gosteren tablo

Ayni grubun glial hiicreler icerisindeki apopitoz oranlarina baktigimizda 1.
bolgede yaklasik apopitotik hiicre sayimi ortalamasi 2,33 olarak gelmistir. Bu gruptaki
deneklerde 1. bolgede 6 denekte apopitotik hiicre sayilmistir. 2. bolgede apopitotik
hiicre ortalamasi 1,5 iken 5 denekte apopitotik hiicrelere rastlanmistir. 3. bolgede
ortalama 2.16 olarak gelirken 6 denekte apopitotik hiicre izlenmistir. 4. bolgede
ortalama 1,66 bulunurken 6 denekte apopitotik hiicre goriilmiistiir. 5. bolgede ortalama
2 ve 5 denekte apopitotik hiicre gortilmiistiir. Bu sonuglar degerlendirildiginde sadece

anjiografi yapilan grup ile karsilastirildiginda tiyopentalin glial hiicre apopitozunu

arttirmadigi gorilmiistiir.

APOPITOTIK ~ NORMAL  APOPITOTIK NORMAL APOPITOTIK  NORMAL  APOPITOTIK NORMAL APOPITOTIK ~ NORMAL
1.HAYVAN 1 21 2 13 3 23 2 26 4 18
2.HAYVAN 2 23 1 16 2 19 2 11 1 24
3.HAYVAN 2 27 1 20 2 18 1 17 2 29
4HAYVAN 3 26 0 26 2 25 2 21 0 23
5.HAYVAN 2 12 3 17 1 15 2 16 3 21
6.HAYVAN 4 19 2 22 3 20 1 19 2 25

Tablo 4: Tiyopental grubu glia hiicrelerinin normal ve apopitotik sayilarini gosteren

tablo
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Sekil 20. Tiyoetal ruuna ait histopatolojik inceleme

Kontrol grubu ve tiyopental verilen beyin 6rneklerinin tiimiinde kortekste yer
alan noronlarin ¢ogu normal goriiniimli olmakla birlikte, aralarinda yer yer az sayida
kondanse goriiniimlii piknotik ndronlar vardi. Normal goriinimlii ndronlar 6kromatik
cekirdekleri, belirgin ¢ekirdekcikleri ile ayirt ediliyordu. Sekil 20’de tiyopental
verilen grubun histolojik incelemesi goriilmektedir. On kisimlarda biraz daha fazla
piknotik néron varken arkaya dogru gidildik¢e piknotik ndron sayisi azaliyordu.
Korteks ve medullada kan damarlarinda belirgin staz izlenmedi, bazi damar

cevrelerinde minimal 6dem vardi. Glia hiicre morfolojileri de normal olarak izlendi.
4.1.3. iskemi Grubuna Ait Histolojik Degerlendirme

Iskemi grubundaki hayvan beyinleri 5 bolgeye ayrilarak incelendi. Bu gruptaki

hayvanlarin néron sayimmi sirasinda 1. bolgede yaklasik apopitotik hiicre sayimi
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ortalamasi 7,66 olarak gelmistir. 2.bolgede apopitotik hiicre ortalamasi 5,66
bulunmustur. 3.bolgede ortalama 5 olarak gelmistir. 4. Bolgede ortalama 7,33
bulunurken 5. bolgede ortalama 8,33 olarak goriilmiistiir. Bu sonuglara baktigimiz

zaman nisasta partikiilleri ile yapilan iskeminin basarili oldugu goriilmektedir.

1.ALAN 2.ALAN 3.ALAN 4.ALAN 5.ALAN

ISKEMI APOPITOTIK NORMAL APOPITOTIK NORMAL  APOPITOTIK ~ NORMAL  APOPITOTIK NORMAL  APOPITOTIK ~ NORMAL
1. HAYVAN 10 29 5 16 5 10 8 12 8 17
2.HAYVAN 6 11 5 12 4 9 7 13 8 11
3.HAYVAN 8 12 6 15 4 21 5 17 7 16
4.HAYVAN 6 11 5 18 6 28 9 23 9 17
5.HAYVAN 9 24 7 14 2 15 10 22 6 15
6.HAYVAN 7 19 6 17 9 18 5 17 12 21

Tablo 5: Iskemi grubu néron hiicrelerinin normal ve apopitotik sayilarii gosteren

tablo

Ayni grubun glial hiicreler igerisindeki apopitoz oranlarina baktigimizda 1.
Bolgede yaklasik apopitotik hiicre sayimi ortalamasi 9,5 olarak gelmistir.. 2.bolgede
apopitotik hiicre ortalamasi 8,83 bulunmustur. 3.bolgede ortalama 10,5 olarak
gelmistir. 4. Bolgede ortalama 9,33 bulunurken 5. Bolgede ortalama 9,16 olarak
goriilmiistiir. Bu sonuglar1 degerlendirdigimizde nisasta mikrokiireciklerinin glial

hiicreler iizerinde iskemi yarattig1 gdzlenmistir. Iskemi olusturulan grubun histolojik

incelemesi sekil 21°de gozciikmektedir.

ISKEMI APOPITOTIK NORMAL APOPITOTIK NORMAL  APOPITOTIK ~ NORMAL APOPITOTIK NORMAL  APOPITOTIK ~ NORMAL
1. HAYVAN 17 14 10 9 15 18 8 15 15 21
2.HAYVAN 5 9 7 11 8 16 9 17 4 10
3.HAYVAN 5 17 9 24 11 31 10 29 6 1
4.HAYVAN 7 26 9 27 9 21 11 23 7 14
5.HAYVAN 13 27 12 25 8 16 7 14 11 26
6.HAYVAN 10 21 6 13 12 32 11 26 12 29

Tablo 6: iskemi grubu glia hiicrelerinin normal ve apopitotik sayilarmi gdsteren

tablo
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Sekil 21. Iskemi grubuna ait histopatolojik inceleme

4.1.4. iskemi + tiyopental Grubuna Ait Histolojik Degerlendirme

Iskemi + tiyopental grubundaki hayvan beyinleri 5 bélgeye ayrilarak incelendi.
Bu gruptaki hayvanlarin néron sayimi sirasinda 1. bolgede yaklasik apopitotik hiicre
sayimi ortalamasi 3,66 olarak gelmistir. 2.bolgede apopitotik hiicre ortalamasi 2
bulunmustur. 3. bolgede ortalama 3 olarak gelmistir. 4. Bolgede ortalama 2,83
bulunurken 5. bolgede ortalama 1,33 olarak goriilmiistiir. Bu sonuglara baktigimiz
zaman nisasta partikiilleri ile yapilan iskeminin basarili oldugu goriilmekle birlikte
sadece iskemi grubuyla karsilagtirildiginda tiyopentalin apopitotik hiicre sayisina

olumlu etkisinin oldugu gézlenmektedir.
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1.ALAN 2.ALAN 3.ALAN 4.ALAN 5.ALAN
APOPTOTIK ~ NORMAL APOPITOTIK NORMAL  APOPITOTIK ~ NORMAL  APOPITOTIK ~ NORMAL  APOPITOTIK ~ NORMAL
1. HAYVAN 6 22 2 16 3 13 4 21 3 10
2.HAYVAN 4 18 0 12 4 21 3 15 0 13
3.HAYVAN 3 16 1 14 2 15 2 19 3 21
4.HAYVAN 2 20 4 28 2 11 2 18 0 18
5.HAYVAN 3 21 3 26 3 16 3 15 1 13
6.HAYVAN 4 23 2 11 4 12 3 16 1 12
Tablo 7: Iskemi + tiyopental grubu néron hiicrelerinin normal ve apopitotik
sayilarin1 gosteren tablo
Ayni grubun glial hiicreler igerisindeki apopitoz oranlarina baktigimizda 1.
bolgede yaklasik apopitotik hiicre sayimi ortalamasi 4,83 olarak gelmistir. 2. bolgede
apopitotik hiicre ortalamasi 5,5 bulunmustur. 3. bélgede ortalama 3,5 olarak gelmistir.
4. bolgede ortalama 4,33 bulunurken 5. bolgede ortalama 5,16 olarak goriilmiistiir.
Bu sonuglar1 sadece iskemi grubu ile karsilagtirdigimizda tiyopentalin glial hiicreler
lizerindeki koruyucu etkisi gézlenmektedir. Iskemi olusturulan ve tiyopental verilen
grubun histolojik incelemesi sekil 22’de gosterilmistir.
1.ALAN 2.ALAN 3.ALAN 4.ALAN 5.ALAN
APOPTOTIK ~ NORMAL APOPITOTIK NORMAL  APOPITOTIK ~ NORMAL  APOPITOTIK ~ NORMAL  APOPITOTIK ~ NORMAL
1. HAYVAN 6 15 8 22 5 21 4 16 7 23
2.HAYVAN 5 11 2 19 3 12 4 17 5 24
3.HAYVAN 3 15 5 32 2 21 7 26 6 34
4.HAYVAN 5 23 8 34 5 28 5 23 6 21
5.HAYVAN 4 11 5 21 3 26 2 11 3 18
6.HAYVAN 6 21 5 22 3 23 4 23 4 17

Tablo 8: Iskemi + tiyopental grubu glia hiicrelerinin normal ve apopitotik sayilarini

gosteren tablo
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Sekil 22. iskemi + tiyopental grubuna ait histopatolojik inceleme

Calismanin igerdigi gruplarda apopitozla iligkili tek ve ¢ift zincir
immiinreaktivitesi denek serebral kortekslerindeki noron ve glialarda degerlendirildi.
Apopitotik hiicreler, ortalama apopitotik hiicre yiizdesi olarak hesaplandi (pozitif
isaretli apopitotik hiicre sayis1 / Toplam hiicre sayisi x 100 %) ve apopitoz yayginlig
hesaplanma i¢in kullanildi. Apopitotik néron ve glia hiicreleri iskemi hasarina uygun
sekilde damar g¢evresine yakin bolgelerde izlendi. Cekirdeklerinde kromatin dagilimi
marjinal yerlesimliydi. Tiim gruplardaki noron ve glia apopitotik hiicre sayilar sekil

24 ve 25°de goriilmektedir.
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Potential

Test Clinical Criteria Score X
Score
Behavior | MNeck Twist O-normal, 1-twist of the neck 1
Reflex Righting Reflex O-right in 1 sec, l-right in 5 sec, 2-not right in 5 sec 2
Stimuli Extension Reflex (fore- o S P
. O-right in 1 sec, I-right in 5 sec, 2-not right in 5 sec 2
Reflex paws)
Stimuli Extension Reflex (hind- . . . . . .
: O-right in 1 sec, 1-right in 5 sec, 2-not right in 5 sec 2
Reflex paws)’
O-normal resistance to contralateral push, 1-reduced resistance to lateral
Posture Posture ) ) 2
push, 2-falls down on contralateral side
Death Maximum Score with death 10
Total Cumulative Score Possible 10

Sekil 23. Norolojik inme skorlama sistemi(tavsan)

Sekil 23’te goriilen norolojik skorlama sistemine bakildiginda ise sadece
tiyopental ve kontrol grubunda herhangi bir norolojik defisit olmadan tam iyilesme
saglandig1 goriilmektedir. Iskemi grubuna bakildiginda 3 denegin tamamen hemiplejik
oldugu 2 hayvanin ileri derecede hemiparetik oldugu 1 denegin ise sekelsiz iyilestigi
gdzlenmistir. Bu gruptaki ortalama NAS skoru 6,8 bulunmustur. iskemi + tiyopental
grubuna baktigimizda ise 1 denegin hemiplejik oldugu, 4 denegin hemiparetik oldugu
ve 2 denegin ise tam iyilesme gosterdigi goriilmektedir. Bu gruptaki deneklerin
ortalama NAS skoru 5,3 olarak bulunmustur. Her iki grup karsilastirildigi zaman
tiyopental verilen iskemi grubunda skorlarin belirgin daha iyi oldugu ve noérolojik

iyilesmenin daha fazla oldugu goriilmiistiir.
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5. ISTATISTIK

Kontrol grubu degerlendirildiginde néronal apopitoz sayisinin 0 ile 6 arasinda
degistigi gozlenmektedir. Bu grubun ortalamasi 2,33 apopitotik hiicre olarak
bulunmustur. Apopitotik hiicrelerin normal hiicrelere oraninin ortalamasi %3
olarak bulunmustur. Glial hiicrelerin igerisindeki apopitoz oranlarina baktigimiz
zaman ise oranlar 3 ile 21 arasindan degismekte ortalamasi 13.1 bulunurken
apopitotik glial hiicrelerin normal glia hiicrelerine orami ise %11,3 olarak
bulunmugtur. Bu sonug ile birlikte glial hiicrelerin iskemiye daha yatkin oldugu

sOylenebilir.
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Sekil 24. Noron apopitotik hiicrelerin normal ndronlara oranini gosteren tablo
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Sekil 25. Glia apopitotik hiicre normal néronlara oranini gosteren tablo

Tiyopental grubu degerlendirildiginde néronal apopitoz sayisinin 0 ile 6
arasinda degistigi gozlenmektedir. Bu grubun ortalamasi 3,5 apopitotik hiicre olarak
bulunmustur. Apopitotik hiicrelerin normal hiicrelere oraninin ortalamasi %4,1 olarak
bulunmustur. Glial hiicrelerin igerisindeki apopitoz oranlarina baktigimiz zaman ise
oranlar 7 ile 12 arasinda degismekte iken ortalamasi 9,6 bulunurken apopitotik glial
hiicrelerin normal glia hiicrelerine orani ise %8,8 olarak bulunmustur. Kontrol grubu
ile hem noronal apopitotik hiicre hem de glia hiicre apopitoz sayisi karsilastirildiginda
sayisal olarak tiyopental grubunda sayisal olarak daha az apopitotik hiicre olsa da
oranlama alindiktan sonra anlamli sonug¢ goriilmemektedir. ( ndronal hiicrelerde p=0,4
glia hiicreleri arasinda p=0,2). Bu acidan degerlendirildiginde kontrol grubu ile sadece

tiyopental verilen grup arasinda istatiksel olarak bir fark bulunmamaktadir(sekil 26)
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Test Statistics®
noron | noronyuzde glia gliayuzde
Mann-Whitney U 13,500 15,000 11,500 13,000
\Wilcoxon W 34,500 36,000 32,500 34,000
Z -, 731 -,484 -1,048 -,801
Asymp. Sig. (2-tailed) ,465 ,629 ,295 423
|Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 485" ,699" ;310" 485"

Sekil 26. Tiyopental verilen grupla kontrol grubu arasindaki istatistiksel iliskiyi
gosteren tablo. Bu tabloya bakildigi zaman istatiksel olarak anlamlilik

bulunmamaktadir.

Iskemi grubu degerlendirildiginde néronal apopitoz sayisinin 30 ile 39 arasinda

degistigi gozlenmektedir. Bu grubun ortalamasi 34 apopitotik hiicre olarak

bulunmustur. Apopitotik hiicrelerin normal hiicrelere oraninin ortalamasi %29,2

olarak bulunmustur. Glial hiicrelerin igerisindeki apopitoz oranlarina baktigimiz

zaman ise 33 ile 65 arasinda degismekte iken ortalamasi 47,3 bulunurken apopitotik

glial hiicrelerin normal glia hiicrelerine orani ise %32,7 olarak bulunmustur. Bu

sonuglar gegici iskeminin basarili oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar iskemi grubu

ile kontrol grubu ile karsilastirildiginda apopitotik hiicre sayisinda belirgin fark

gozlenmektedir. Istatistiksel olarak baktigimizda P <0,001 olarak bulunmus olup

iskemi acisindan istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Iskemi grubu, tiyopental

grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak giiglii anlamlilik sonucu ¢ikmaktadir.

Istatistik tablosu sekil 27°de gosterilmektedir.



49

Test Statistics?
noronyuzd

noron e glia gliayuzde
Mann-Whitney U ,000 ,000 ,000 ,000
\Wilcoxon W 21,000 21,000 21,000 21,000
Z -2,892 -2,887 -2,892 -2,882
Asymp. Sig. (2-tailed) ,004 ,004 ,004 ,004
|Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,0029 ,002° ,002° ,002°

Sekil 27. Iskemi yapilan grupla kontrol grubu arasindaki istatistiksel iliskiyi gdsteren
tablo. Bu tabloya bakildigi zaman istatistiksel olarak anlamlilik
bulunmaktadir bu da iskeminin basarili oldugunun gostergesidir.

Iskemi + tiyopental grubu degerlendirildiginde ndronal apopitoz sayisinmn 11
ile 18 arasinda degistigi gézlenmektedir. Bu grubun ortalamasi 22,83 apopitotik hiicre
olarak bulunmustur. Apopitotik hiicrelerin normal hiicrelere oraninin ortalamasi
%18,38’dir. Glial hiicrelerin i¢erisindeki apopitoz oranlarina bakildiginda ise 17 ile 30
arasindan degismekte, ortalamas1 23.3’diir. Apopitotik glial hiicrelerin normal glia
hiicrelerine orani ise %18,2 olarak bulunmustur. Bu sonug¢ iskemi grubuyla birlikte
degerlendirildiginde sayisal olarak apopitotik hiicrelerdeki fark goze ¢arpmaktadir. Bu
acidan tiyopentalin hem normal hiicrelerin apopitotik hiicrelere oranini hemde toplam
sayillan apopitotik hiicre sayisim azaltii gdzlenmistir. Istatistiksel —olarak
degerlendirildiginde néron apopitotik hiicre sayisindan, glial hiicre apopitoz sayis1 ve
normal hiicrelere oraninda p<0,001 olarak bulunarak istatistiksel olarak gii¢lii bir
baglant1 bulunmustur. Ancak néron apopitoz hiicre sayisinin normal hiicre sayisina
oraninda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goériilmemistir(p>0,05). Burdaki
anlamlilik istatistiksel olarak intrakarotid uygulanan tiyopentalin koruyucu etkisini
istatistiksel olarak ortaya koymaktadir. iskemi + tiyopental grubu, kontrol grubu ve
sadece tiyopental verilen grup ile karsilastirildiginda sayisal olarak apopitotik hiicre
daha ¢ok goriilmektedir. iskemi agisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak giiglii

bir korelasyon bulunmaktadir(sekil 28).
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Test Statistics?
noron noronyuzde glia gliayuzde
Mann-Whitney U ,000 6,000 ,000 ,000
\Wilcoxon W 21,000 27,000 21,000 21,000
Z -2,892 -1,922 -2,887 -2,882
Asymp. Sig. (2-tailed) ,004 ,055 ,004 ,004
Igga;:]t Sig. [2*(1-tailed] 0029 065 0025 0029

Sekil 28. Iskemi yapilan grupla iskemi ve tiyopental verilen grup arasindaki
istatistiksel iliskiyi gosteren tablo. Bu tabloya bakildigi zaman istatistiksel
olarak anlamlilik bulunmaktadir Bu da tiyopentalin intrakarotid olarak
verilmesinin néron ve glia koruyucu etkisinin istatistiksel olarak da
anlaml1 oldugunu gostermektedir.
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6. TARTISMA

Bu c¢aligmada selektif trans-arteryal mikrokateterizasyon yontemi ile
parcalanabilir nigsasta mikrokiireciklerini (PNM) kullanarak gecici bir serebral iskemi
olusturulabildigi ve intraarteriyel tiyopental uygulanarak tiyopentalin iskemi siiresi ve
iskemi {izerindeki olumlu etkisi gosterilmistir. Iskemi olusturulan tavsanlarm daha
sonrasinda yapilan ndrolojik muayenelerinde diizelme olmasi bu iskeminin gegici
oldugunu gdstermektedir. Intraserebral anjiografi yapilabilmesi acisindan yeni bir
metod denenerek serebral anjiografinin daha az invaziv bir yoldan santral kulak
arterinden yapilabildigi gosterilmistir.

Tiyopentalin serebral iskemi siirecine etkisi bir¢ok ¢aligma tarafindan yapilmis
olsa da beyin siipresyonu olusturacak doz miktar1 ¢ok yiiksek oldugundan dolay1 bu
uygulamadan vazgecilmistir.[122]. Intraarteriyel tiyopental uygulamas: ile literatiirde
bir¢ok ¢alisma bulunmasina ragmen intraarteriyel olarak verilen tiyopentalin iskemi
lizerine etkisi ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. intrakarotid olarak verilen
tiyopental ile ilgili 2 ¢alisma bulunmasina ragmen, bu c¢aligmalarda iskemi ile ilgili
bir veri bulunmamaktadir.[138-140] Bu caligmalarda daha c¢ok tiyopentalin yan
etkileri ve serebral burst supresyon iizerine etkileri arastirilmistir.[138]

Simdiye kadar literatiirde beyinde iskemi olusturmak i¢in PNM’nin
kullamildig1 yalmzca iki deneysel calisma yayinlanmistir[9, 10] . Ote yandan
tiyopentalin serebral koruyucu etkisi ile ilgili bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir.[12, 131]
1981 y1linda Winding ve arkadaglarinin, bizim ¢alismamizda kullandigimiz PNM’den
ags1 yapisindaki degisiklikler ile ayrilan bir nisasta mikropartikiil ¢cesidi olan Spherex
ile yaptig1 ¢aligmada serebral embolizasyonun klinik etkileri arastirilmis, uygulanan
partikiil miktarinin meydana gelen norolojik bulgularla dogrudan iliskili oldugu
gosterilmistir [10]. Bu ¢aligmaya ait herhangi bir histolojik veri paylasimi olmamustir.
Laccourreye ve arkadaslarimin 1993 yilinda yine Spherex ile yaptigi calisma ise
intraserebral arteryel embolizasyonun klinik ve histopatolojik sonuclarini analiz etmek
icin dizayn edilmis prospektif bir 6n g¢alisma niteligindedir [9]. Bu calismada
kullanilan materyalin hizl1 biopar¢alanima sahip olmasina ragmen beyinde iskemiye
bagli kalic1 hasarlar biraktigi tespit edilmistir. Ayrica ipsilateral hemisferde, gri-beyaz
cevher bileskesindeki bir mikroenfarktin histolojik olarak gosterilmesi disinda

iskemiden etkilenmis ve piknotik ndron halini almis hiicre sayist ve beyin 6dem
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miktar1 hakkinda bilgi verilmemis olmasinin yaninda beynin muhtelif bdlgeleri
arasinda herhangi bir kiyaslamaya gidilmemis olmasi da calismanin objektifligi
acisindan bir eksiklik olarak géze carpmaktadir.

Calismamizda santral kulak arter kateterizasyonundaki en biiyiik sorunlardan
birisi damarda olusan vazospazm idi. Bu sorunu asabilmek amaciyla tavsanlarin
kulaklar1 islem yapilmadan 6nce 1sitilarak kulak dorsumuna alkol haricen uygulanarak
vazospazm problemi biiyilk oranda kontrol altina alinabilmistir. Dozlar1 EEG
sonuglarina gore belirlenerek verilen tavsanlarda bu dozlarda izoelektrik EEG
saglanirken denek kendi solunumuna birakilmistir. Hem kontrol grubu hem de
tiyopental verilen grup anestezi sonrasi tam sekelsiz olarak iyilesirken iskemi yapilan
grubun %50’sinde tam tikanma ve hemipleji gézlenmistir. Buna karsilik iskemi ve
tiyopental grubunda sadece 1 tavsandada total hemipleji oldugu goriilmiistiir. Bu da
norolojik sonuclar agisindan intrakarotid olarak verilen tiyopentalin néron ve glia
koruyucu etkisini belirgin olarak gostermektedir.

PNM’li iskemi grubunda internal karotid artere transkateterizasyon yontemi ile
staz meydana getirene kadar parcalanabilir nisasta partikiilii uyguladik. Tiyopental
verilen gruplarda ise es zamanli EEG ile takip edilerek izoelektrik noktaya ulasilincaya
kadar tiyopental intrakarotid olarak verilmistir. Calisma sirasinda tiyopental grubunda
ortalama olarak 12,3 mg tiyopental uygulanmistir. Tiyopental sonrasi denekler kendi
solunumlarina birakilmistir. Tiyopentalin ilk enjeksiyonu sirasinda solunum sayisinda
azalma ve solunumda derinlesme olsa da deneklerin saturasyonlarinda ve kan
gazlarinda herhangi bir bozulma gézlenmemistir. Ardindan alinan beyin kesitlerinde
yalnizca iskemi, reperfiizyon ve kontrol gruplari arasinda gross bir iskemik
karsilastirmanin yani sira her bir grubu kendi iginde farkli beyin bolgeleri olarak
histolojik incelemeye tabi tutuldu. Bu baglamda iskemiden etkilenmis, uzantilarini
kaybedip biizlismiis ve piknotik noronlar haline gelmis hiicrelerin sayimin
gerceklestirerek gruplar ve bolgeler arasi istatistiksel karsilastirma sonuclar1 elde
edilmistir. Iskemi grubunda, kontrol grubuna kiyasla ¢ok sayida piknotik apopitotik
hiicre ve 6demli beyin alanlari goriilmiistiir. Tiyopental ve iskeminin beraber
uygulandig1 grupta ise iskemi grubuna kiyasla iskemiden etkilenen alanlarin daha az
oldugu gozlemlenmistir. Serumdaki alfa-amilazin, PNM’yi 35 dakikada pargaladig:
bilgisinden yola ¢ikacak olursak bu c¢aligmanin sonuclar ile yaklasik olarak 30-45
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dakikalik bir gegici iskemi siirecinde tiyopentalin bu siireyi daha da arttirabilecegi
gosterilmistir. Bu bilgiden yola ¢ikarak intaarteriyel olarak uygulanan tiyopentalin
kalic1 beyin hasarin1 engelleyebilecegi engelleyemiyorsa bile azaltilabilecegi
gosterilmistir.

PNM ile olusturdugumuz serebral iskemi modeli mevcut deneysel iskemi
modelleri ile kiyaslandiginda; bir veya birka¢ arterin mekanik yolla ligasyonu veya
emboli olusturmak amaciyla arter liimeninin i¢gine yabanci bir maddenin sokulmasi ile
olusturulan global ve fokal serebral iskemi modellerinde meydana gelen iskemik
hasarin patofizyolojisinde trombotik siireclerin etkilenmedigi goriilmektedir. Bazi
serebral iskemi modellerinde deneklere cerrahi islemle kraniyumdan pencere agilarak
iskemiye maruz birakilmaktadir. Bu modelde de islem sirasinda parankim hasar1 ve
kafa igi basing artig1 olusmaktadir [107]. Resiisitasyonsuz kardiyak arrest modeli gibi
baska bir iskemik modelde ise iskemi sonrasi dolasimin saglanamamasi en biiyiik
dezavantajdir [107]. PNM kullanarak olusturulan iskemik modelde denegin kasik
bolgesinden girilmekte, iskemi radyolojik veriler esliginde kan akiminda staz meydana
getirilerek anjiyografik olarak desteklenmektedir. Mikrovaskiilatuar yatakta gergek bir
embolizasyon olusturulabildigi i¢in de trombotik siiregler iskemi patofizyolojisine
katilmakta ve denekler biiylik cerrahi Strese maruz kalmamaktadir.

Temel olarak gegici serebral iskemi modeli olusturup iskeminin etkilerinin
kalic1 olmasini bagka bir ajan tarafindan 6nlemeye c¢alistigimiz bu ¢alismada, belli bir
hacimde enfarkt olusturabilmek icin gerekli PNM miktar1 heniiz standardize
edilebilmis degildir. Hangi doz ile ne biiytikliikte bir enfarkt olusturuldugunun net
olarak bilinememesi ¢aligmanin bir eksikligi olup bu sorunun cevap bulabilmesi i¢in
ek caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tiim bu veriler géz 6niinde bulunduruldugunda, bu calismanin; literatiirde
heniiz arastirilmamis intraarteriyel tiyopentalin iskemi tizerinde etkileri konusunda
bazi bilgileri ortaya d1kardig sdylenebilir. Intraarteriyel olarak uygulanan tiyopentalin
yan etkilerinin gézlenmemesi ve normal dozundan ¢ok daha diisiik dozlarda serebral
etkinin gbézlenmesi de 6nemli bir bulgu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Ayni zamanda daha ileri ¢alismalarla birlikte intraarteriyel tiyopentalin es
zamanli olarak akut inme geciren hastalarda trombolitik tedavi ile standart bir tedavi

olabilmesi agisindan ilk caligmalardan birisidir. Tabiki de ileri ve genis kapsamli
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calismalara ihtiyag bulunmaktadir. Intrakarotid tiyopental uygulamasi akut inme
geciren hastalarin morbidite ve mortalitesi {izerine yarar saglayabilecek potansiyele
sahip bir tedavi olarak goriilmektedir.

Calismamizin en 6nemli kisitlamalarindan birisi EEG burst supresyonuna bir
defa ulasildiktan sonra denekten denege farkl: siireler devam etmesidir. Bu durumun
deneklerde iskemi farkliligina sebep olup olmadigi bilinmemektedir. Ancak
literatiirdeki ¢alismalar burst supresyonun noéronlar iizerine koruyucu etkisinin
oldugunu bildirmektedir.  Bu konuyla da ile ilgili ek ¢alismalara ihtiyag

bulunmaktadir.
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7. SONUC

Selektif trans-arteryal mikrokateterizasyon yontemi ile parcalanabilir nisasta
mikrokiirecikleri kullanilarak serebral iskemi modelinde, intrakarotid tiyopental
uygulamasinin etkilerini arastirdi§imiz bu ¢alismada tiyopentalin hem glial hiicreler
hem de ndronlar iizerine koruyucu etkisi oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu yorumu
saglayan en 6nemli veri ise iskemi ve tiyopentalin birlikte uygulandigr deneklerden
elde edilen beyin kesitlerindeki iskemik degisikliklerin sadece iskemi uygulanan gruba
gore belirgin derecede az olmasidir. Serebral 6demde meydana gelen azalma da bu
veriyi destekler niteliktedir.

Bu c¢alisma, literatlirde beyin dokusunda parcalanabilir nisasta
mikrokiirecikleri kullaniminin oldugu ¢ok az sayida ¢alisma olmasi ve intrakarotid
tiyopental uygulamasinin iskemi iizerine etkilerini arastiran ilk caligma olmasi
agisindan Ornek teskil etmektedir. Ancak son hedef olan akut iskemik inme
hastalarinda kullanilmasin1 miimkiin kilabilecek sonuglara ulasmak amaciyla daha

biiylik deney gruplarinda standardize edilmesi gerekmektedir.
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