GIRIS

Kismi veya tam serebral iskemi ve buna bagli olarak gelisen strok (inme)
giiniimiizde diinya genelinde ticiincii siklikta gelen mortalite sebebidir (14). Ve tim
diinyadaki 6liimlerin yaklasik %10’ undan sorumludur.

Diinya saglik organizasyonu (WHO) strok i¢in ‘“hizla gelisen, serebral
islevlerin fokal veya global bozukluguna bagl klinik sonuglar olup, 24 saat veya
daha uzun siirme yada 6liim gelismesi” tanimin1 kulanmistir. Strok, hemorajik veya
iskemik kokenli olabilir. iskemik stroklar ise tiim stroklarin %90’ indan sorumludur
(7).

Serebral infarkt tabiri ile ise iskemik hasara bagli beyinde olusan histolojik
bulgular1 anlamaktayiz (138).

Strok ile miicadele i¢in yapabileceklerimiz maalesef halen ¢ok kisithdir ve
tim diinyada bu konuda yogun deneysel ve klinik arastirmalar yapilmakta,tedavi
yaklasimlar1 denenmekte, iskemi ve fizyopatolojisi derinlemesine incelenmektedir.

Bu tez calismasinda, ratlarda deneysel fokal serebral iskemi Oncesinde
verilen hiperbarik oksijen (HBO)’ in ve deneysel fokal serebral iskemi sonrasinda
verilen aminoguanidin (AG)’ in serebral infarkt hacmini kiiciiltecegi hipotezi test
edilmistir.

Bu tez ¢calismast GATA Mikrocerrahi Egitim Merkezinde yapilmistir.



GENEL BILGILER
SEREBRAL ISKEMI

Tanmim

Serebral iskemi beyin kan akiminda azalma ve normal beyin metabolik
fonksiyonlarina yeterli gelmeyen kan dolagimini ifade etmektedir.

Noral dokular siirekli enerji ihtiyaci i¢indedir ve bu esas olarak beyne gelen
kan akimindan saglanmaktadir. Enerji ihtiyaglar1 karsilanamadiginda ¢ok cabuk
hasarlanirlar ve bu enerji ag1g1 uzarsa hasarlanma geri doniissiiz hale gelebilir.

18. ylizy1lda Monro serebral kan akimin devamliliginin gerekli oldugunu 6ne
stirmiis ve 1890 yilinda Roy ve Sherrington beyin damar yapisinin Onemini
vurgulamistir.

Insan beyninde bir damar tikandigi zaman o damarm besledigi smirli bir
bolgede enerji ihtiyact karsilanamamakta; iskemi ve bunun sonucunda da nekroz
olugsmaktadir. Bu alana “ iskemik ¢ekirdek” denmektedir. Bu ¢ekirdegi, perfiizyonu
kollateral dolagimla korunan ve kan akiminin daha fazla oldugu bir bolge sarar.
Kollateral damarlarin yeterliligi, iskemik bdlgenin biiylikliik ve siddetini
etkilemektedir. Kollateral damarlardaki akim ise serebral perfiizyon basincina
baghdir. Boylece, sistemik arteriyel basingtaki diisme, iskemik bdlgenin genisligi
ve siddetinde onemli artig yapar. Etkili bir diger faktorde iskeminin stiresidir. Eger
cok kisa siire i¢cinde reperfiizyon saglanir ise ndronlarin fonksiyonu geri donebilir.
Kisa siirede reperflizyon saglanamaz ise, 10-12 ml/100gr/dk diizeyindeki kan
akiminda, oksijen seviyesinin yetersizligi nedeni ile mitokondriyal mekanizma
inhibe, anaerobik glukoz metabolizmasi aktive olur. Boylece laktik asit diizeyi
yiikselip pH diiser ve intraselliiler-ekstraselliiler asidoz gelisir. Iyon homeostazini
saglayan enerjiye bagimli membran fonksiyonu giderek bozulur ve iyonik akimlar
artar. Potasyum ekstraselliiler alana, sodyum, kalsiyum ve bunlarla birlikte suyun
intraselliiler alana girisi baslar. Boylece ekstraselliiler potasyum artar, kalsiyum
diiser, hiicre membrani depolarize olur ve bunu hiicre 6liimii izler. Reperfiizyon
olsa bile noronlarin gegici serebral iskemik doneme dayanabilmeleri iskeminin
derecesi ve siiresine baghdir.

Yukarda belirtildigi gibi, beyinde ayni1 yada komsu alan1 besleyen kollateral
arterler mevcuttur ve bu olusabilecek iskemiye karsi ayni zamanda bir koruma
mekanizmasidir. Olusan iskemik ¢ekirdek bolgesinin etrafinda da kan akimi

azalmasma bagli olarak stres olusmakta ve iskemik durum diizeltilmez ise bu



bolgeler zamanla geri doniisiimsiiz hasara gidebilmektedir. Kan akiminin azaldig:
ancak kalic1 hasarin olusmadigi bu bolgeye * kurtarilabilir doku” yada penumbra
adi1 verilir ve bu doku tedavide giiniimiizde temel hedeftir (96,99,121,122).

Iskemi siddetine ve yayilimma gore derecelendirilmektedir. Eger tiim
serebral alanlar etkilenmigse * global iskemi” , belirli bir bolge etkilenmisse “ fokal
serebral iskemi” tabiri kullanilmaktadir. Kan akim derecesine gore de komplet yada
inkomplet olarak ayrilabilir. Eger serebral kan akimi tam olarak kesilmemisse
hipoksi olusur ve bu duruma inkomplet serebral iskemi denmektedir. Kan akimi tam
olarak kesilmis ise anoksi olusur ve bu duruma komplet serebral iskemi
denmektedir. Ayrica iskeminin siireside dnemlidir. Kisa siireli iskemi sadece hassas
noronlart etkilerken uzun stireli iskemi daha fazla sayida hiicre ve hiicre tiplerinde

etkili olmaktadir.

Serebral Kan Akimi ve Enerji Metabolizmasi

Beyne gelen kan akimi sayesinde oksijen ve glukoz temin edilmekte ve
bunlarda ndronal elektriksel aktivite i¢in gerekli olan adenozin trifosfat (ATP)
sentezinde kullanilmaktadir.

Beyin viicut agirhigmmin %2’ sini olusturdugu halde metabolik olarak
viicuttaki en aktif organlardan biridir ve bu aktiviteyi saglayabilmek i¢in zengin bir
kan akimina gereksinim duyar. Erigkinlerde kardiak output’ un normalde %15-17
kadar1 beyne gider ve bu sayede akcigerler tarafindan absorbe edilen oksijenin
%20’ si kullanilir. Beyin total olarak dakikada 750-800 ml kan kullanip 46 ml kadar
da oksijen tiiketimi yapmaktadir. Serebral kan akimi1 (SKA) miktar1 100 gram beyin
dokusu i¢in ifade edilir ve normalde 50 ml/dakikadir. Bu deger fonksiyonel
aktivitenin arttigi bolgede daha yiiksektir. Gri cevherde SKA ortalama 70-80
ml/100gr/dk. iken beyaz cevherde 30ml1/100gr/dk.’dr. (7)

Iskemik dokuda SKA’ mmn 10-15 ml/100gr/dk’min altina diismesi
durumunda ise dokuda nekroz olusur ve fonksiyon kayb1 irreversibl hale gelir.

Serebral iskemi ve strok’ ta yapilan SKA ve serebral metabolizma hiz1
(SMH) olctimleri, strok fizyopatolojisine degerli anlayislar getirmistir. Beynin
beslenmesinde en 6nemli etken serebral kan akimidir. Serebral kan akimi, serebral
perflizyon basincinin(SPB), serebral vaskiiler rezistansa (SVR) oraniyla belirlenir

(Formtl 2.1).



SKA=SPB/SVR (2.1)

Noronal doku ve hiicrelerin beslenmesi igin gerekli olan serebral perfiizyon
basincini, kani serebral sirkulasyona yollayan arteriyel basing ile vendz doniis
basinct arasindaki fark belirler. Ortalama serebral perfiizyon basinci, yatar
pozisyondaki kisinin beyin tabanindaki ortalama arter basincina esittir ki bu deger;
diastolik kan basinci ile (yaklasik 80 mmHg) nabiz basincinin iigte birinin
toplamimin (1/3 * yaklasik 40 mmHg), intrakraniyal ven6z basingtan (yaklasik 10
mmHg) ¢ikarilmasi ile elde edilen yaklasik (80-85 mmHg) degeridir(Formiil 2.2).

SPB= (Diastolik AKB+1/3 Nabiz basinc1)-(inrakranial vendz basing)  (2.2)

Normal kosullarda serebral perflizyon basinci sabittir. Fakat, sistemik
arteriyel kan basicini veya serebral vendz doniisii etkileyen durumlar perfiizyon
basincin1 degistirebilir. Sistemik arteriyel kan basmci belirli bir degerin altina
diistiiglinde veya intrakraniyal basing arttifinda, beyinde global olarak perfiizyon
basinct azalir. Serebral perflizyon basincinin normal oldugu durumlarda, serebral
kan akimindaki degisiklikler serebral vaskiiler rezistanstaki degisikliklerden
kaynaklanmaktadir. Serebral kan akiminda artma veya azalmaya neden olan serebral
vaskiiler rezistans degisiklikleri, esas olarak intrakraniyal kii¢iik ¢apli arter veya
arteriol ¢aplarinin degismesinden kaynaklanir. Damar dilate oldugunda hem serebral
kan akimi hemde serebral kan voliimii (SKV) artarken, damarlar konstrikte
oldugunda her ikisi de azalmaktadir. (7)

Beyin, anaerobik yetenegi iyi ve yeterli bir organ degildir. Bunun
nedenlerinden biri, ndronlarin metabolik hizlarinin yiiksek olmasi ve bunun sonucu
hiicrelerin ihtiya¢ duydugu enerjinin ¢ok fazla olmasidir. Diger bir nedende,
noronlardaki depolanmis glikojen miktarmin yetersiz olmasi ve glukozun anaerobik
yikimmin ¢ok fazla enerji saglayamamasidir. Beyin glikolitik yolla her bir mol
glukoz i¢in 2 mol ATP iiretirken, aerobik metabolizma ile buna 36 mol ATP daha
eklenmektedir. Beyinde glukoz orani normalin ¢ok iistiinde olsa bile tek basina
glukoz insan beyninin enerji ihtiyacin1 glikolitik yoldan karsilayamamaktadir.

Beyindeki oksijen stogunun Onemsiz diizeyde olmasi ve glikolitik yoldaki bu



yetersizlik, beynin devamli oksijen ihtiyacini agiklamaktadir. Sonu¢ olarak beyne
belirli miktarda ve kesintisiz oksijen destegi gerekmektedir.

Normal dinlenme halindeki eriskin bir insanda 100 gr beyin dokusu 1
dakikada 3-3.5 ml oksijen tiiketmektedir. Diger bir deyisle, serebral oksijen
metabolizma hizi (CMRO2) 3-3.5 ml/100gr/dk veya tiim beyin i¢in yaklasik 49
ml/dk’ dir.

Normal sartlarda 50-55 ml/100gr /dk diizeyindeki serebral kan akimi, hassas
bir regiilasyonla sabit olarak tutulur ki bu diizeyde néronlarin ve diger serebral
hiicrelerin ~ fonksiyonlar1  kesintisiz ~ olarak  siirer. Serebral kan akim
20ml/100gr/dk’nin  iizerinde oldugu siirece bir sorun beklenmez. Fakat bu
diizeylerde Oksijen ekstraksiyon fraksiyonu maksimal olur ve CMRO; diismeye
baslar. Kortikal noronal fonksiyonlar etkilenir ve EEG’ de yavaslama gorliir.
Serebral kan akimi 20 ml/100gr/dakikanin altina diistiiglinde, beynin elektriksel
aktivitesi yetersiz kalir ve norolojik semptomlar ortaya c¢ikmaya baglar. Oksijen
yetersizliginden enerjide yetersizlesir ve normal hiicre biyokimyasi1 bozulur. ATP ve
fosfokreatinin gibi yiiksek enerjili fosfatlar hizla azalir. Hiicre ici depolardan ve geri
kalan kan akimindan saglanan az miktardaki artik glukozun anaerobik
metabolizmayla yikilmasi ile enerji saglanmaya c¢alisilir fakat bu durum laktik
asidozla sonuglanir. SKA, yaklasitk 15 ml/100gr/dk diizeyine indiginde kan
akimindaki azalma ile orantili olarak somatosensoryel uyari potansiyeli (SEP)
amplitiidleri diismeye baglar ve 12 ml/100gr/dakikada SEP kaybolur. Degisik
calismalarda farkli oranlar verilmekle birlikte, serebral kan akimi1 10-12 ml/100gr/dk
diizeyine indiginde EEG izoelektrik hale gelir ve bu diizey irreversibl hiicresel

hasarin bagladig kritik esik deger olarak kabul edilir.

Etiyoloji

1993 yilinda yaymlanan Trial of org 10172 in acute stroke treatment
(TOAST) ¢alismasinda kullanilan iskemik strok siniflandirmasi, goriilme sikligi ile
etyolojiye de yer verdiginden giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir (1).

1. Genis arter sklerozu (tromboz veya emboli): Tim iskemik
stroklarin % 50’ si genis arter sklerozuna baghidir.Bu durum ozellikle
ekstrakraniyal ve daha nadir olarak intrakraniyal damarlarda ve bunlarin

bifurkasyon bolgelerinde, yillar icinde gelisen aterom plaklarinin



stabilizasyonlarinin bozulmasi ile ortaya ¢ikan trombozlara bagli olarak
gelisir.

2. Kardiyoembolizm: Tiim iskemik stroklarin % 20’ sini
olusturan kardiyoembolizmde, arteriyel okluzyonun sebebi kalpten
kaynaklanan embolilerdir.

3. Kiigiik damar okliizyonu (lakuner infarktlar) : Genellikle
hipertansiyon veya diyabeti olan yaglh hastalarda ortaya ¢ikan bu strok tipi,
tiim iskemik stroklarin % 25’ ini olusturur.

4. Diger etyolojiler : Bu grupta, santral sinir sisteminin primer ve
sekonder vaskulitleri, serebral amiloid anjiopati gibi nadir kii¢iikk damar
hastaliklari, konjenital damar hastaliklari, travma, diseksiyon ve kan

hastaliklar1 yer alir. Tiim iskemik stroklarin %5’ inden az yer tutarlar

a. Karotid arter travmasi

b. Dissekan aort travmasi

C. Arteriografi komplikasyonlari

d. Arterio-Venoz malformasyon (AVM)

e. Riiptiire veya riiptiire olmamais sakkiiler anevrizma

f. Arteritisler

g. Meningovaskiiler sifiliz, piyojenik ve tiiberkiiloz
sifilizden sonra gelisen arteritis, postenfeksiyoz arteritler ( tifiis,
sistozomiyazis, sitma, triginosis v.s).

h. Konnektif doku hastaliklar1 (poliarteritis nodosa, lupus
eritematozis), nekrozitan arterit, takayasu hastaligi.

I. Hematolojik hastaliklar: Polisitemi, orak hiicreli
anemi, trombotik trombositopenik purpura, trombositoz.

J. Tentoriyal, foramen magnum ve subfalsiyal
herniasyonlar.

K. Moyamoya hastalig1

l. Multipl progresif intrakraniyal arteriyel okliizyon

m. Fibromuskuler displazi

n. Radyoaktiviteye maruz kalma
0. Intraserebral hematomlarm lateral basinci
p. Kapal1 kafa travmalarinda orta serebral arter infarktiisii

5. Sebebi bilinmeyenler



Fizyopatoloji

Iskemiden sonraki dakikalar igerisinde, beyin dokusunda glukoz ve oksijen
diiser ve asidoz metabolizmasinda artis olur. Bu substratlarin kaybi1 ve pH
seviyesindeki artig, mitokondrilerdeki elektron transport zincir aktivitesini durdurur.
Sonug olarak ATP konsantrasyonunda hizli bir diisme olur. ATP kaybi, Na* K*-
ATPaz aktivitesinde azalmaya sebep olur ve hiicre i¢i Na™ konsantrasyonunda artis

++

olur. Devam eden depolarizasyon Ca*™’ un hiicre i¢ine girisine izin verir (138).

Yiksek intraselliller kalsiyum seviyeleri sonucunda, intraselliiler ve
ekstraselliiler olusumlarda yapisal biitinligl etkileyen kalpain proteaz ve hiicre
membranlarini kiigiilten fosfolipaz aktive olur. Kalsiyum artig1 ayrica uyarilabilir
nitrik oksit sentetaz (uNOS) yada bilinen adiyla  inducible NOS (iNOS)
aktivasyonunu ve salinimini hizlandirarak peroksinitrat olusumunu arttirir ki
peroksinitrat yiiksek aktivasyona sahip serbest radikal tiirevidir.

Ca'™ istilas1 sonucunda, mitokondriler hasar goriir ve buda enerji kaybin
agirlagtirir. Ca*™ mitokondride direkt toksik etki olusturur. Bunun sonucunda
mitokondrilerde depolarizasyon ve sisme olur. Ek olarak, yiiksek kalsiyum
seviyeleri, serbest radikaller ve kalsiyum bagimli kalpain aktivitesi ile mitokondriyal
gecis kapilar1 agilir ve mitokondilerden iyon ve sitokromlar (ki en 6nemlisi sitokrom
C’ dir), sitoplazmaya gecer. Sitokrom C ise muhtemel apopitozisi baslatir.
Mitokondriler ayrica eger reperfiizyon sirasinda yeterli oksijen varsa hem hiicre
hemde mitokondri i¢in toksik olan serbest radikalleri olusturur.

Hiicresel hasarin miktar1 biiyiik oranda doku glukoz konsantrasyonuna
baglidir. Paradoksal olarak serebral infarkt hacmi doku glukoz seviyelerinde artis ile
birlikte artis gosterir. Muhtemelen bu durum, glukoz miktarinda artma sonrasinda,
glikolizisteki oksijen ihtiyacindaki artmayla paralel olarak pH seviyesinde ki diigme
ile aciklanabilir (138). Strokta infarkt alanindaki bu genisleme hiperglisemi ile
iligkillendirilir (109) ve daha kotii norolojik sonuglara yol agar.(21). Bu duruma
reperfiizyon hasar1 denir.

Iskeminin derecesi ve siiresine bagh olarak, kisa siireli ve minimal siddetteki
siirecler sadece gegici hiicresel disfonksiyon olusturabilir. Buda gecici iskemik
atagin sebebidir. Iskeminin daha agir seviyelerinde, hiicresel homeostaz bozulur ve

hiicre 6liimii gerceklesir.



Penumbradaki hasar c¢esitli mekanizmalar araciligr ile olur. Glutamat
reseptOrlerinin bloke edilmesinin penumbral hasari azalttiginin ve iskemik alam
kiictlttiigiiniin gosterilmesi, penumbral infarkt alan1 hakkinda yeni yaklasimlara
ilham vermistir (123). Iskemik gekirdek ve penumbradaki glutamat reseptorleri
muhtemelen iskemik ¢ekirdekteki depolarizasyona bagli yada direkt hiicre hasarina
bagli olarak, iskemide hizla artar. Glutamat, N-Metil-d-aspartat (NMDA)
reseptorlerini etkiler ve hiicre icine kalsiyum akisi gerceklesir. Glutamat ayrica
AMPA/ kainat reseptorleri ile etkilesir ve bunuda hiicre i¢ine Na* ve Ca*™ girisi
izler. Yine metabotropik reseptdr (kuiskualat) ile etkileserek, hiicre i¢i cAMP’ yi
arttirir ve protein kinaz aktivitesini, protelizisi ve lipolizisi etkiler. Sonug¢ olarak
yeterli glutamat seviyeleri hiicre i¢in toksik olabilir (81).

Iskemik cekirdekteki ndronlarin depolarizasyonu sonucunda glutamat
penumbraya salinir ki buda penumbral ndronlara direkt toksik etkilidir. Bu durumda
hiicre i¢i yeterli miktarda kalsiyum artis1 ile direkt ndronal hasar olabilir yada eger
bu artig yetersiz ise zaman i¢inde fonksiyonlar yeniden kazanilabilir.

Onemli bir noktada reperfiizyon evresinde, serbest radikallerdeki artisa bagl
olarak penumbradaki hasarda artis olmasidir. (64). Serbest radikallerdeki bu artig
kismi hasarlanmis mitokondrilerde oksijen artisina bagl olarak yiiksek oranda agiga
cikmaktadir (127). Ayrica hiicre i¢i kalsiyumdaki orta derecedeki artis, uNOS
sentezine Onciiliik eder ve tabi bunun sonucunda peroksinitrit yapiminda artisla
beraber gecikmis vede uzamis ikincil hiicre hasar1 saatler yada giinler i¢inde ortaya
cikar. Serbest radikaller, doymamis yaglar radikal tiirlere doniistiirtir ve bu sekilde
membran lipitlerine hasar verdirerek serbest radikal olusumunu arttirir. Fosfolipaz
A> lipit peroksidasyonu ile aktive olur ve membran lipitlerine zarar vererek
gecirgenligi bozar. Serbest radikaller ayrica direkt olarak ozellikle membran
kanallarinda proteinleri etkileyerek, hiicre i¢i kalsiyumun artisina ve mitokondriyal
solunumun bozulmasina neden olurlar. Peroksinitrit ve diger serbest radikaller,
reperfiizyon sirasinda penumbral bolgedeki noronlarda tek sarmal DNA kirilmasi
olustururlar. Bu kirilma ile niikleer bir enzim olan ve DNA tamirinde rol alan poli
adenozin difosfat riboz polimeraz (PARP) olusur. PARP aktivitesi, nikotinamid-
adenin diniikleotid (NAD™) azalmasi ile artig gosterir ve hipoteze gére PARP arttigi
zaman indirgenmis NAD" seviyeleri baskilanarak hiicresel enerji kaybina katkida

bulunur (64). PARP inhibisyonunda , infarkt voliimiinde azalma gozlenir fakat kalic1



iskemide etkisi yoktur ki buda serbest radikallerin reperfiizyon injurisindeki roliinii
destekler.

Noronlardaki subletal injuri apopitozis olusumunu belirler. Apopitozisin
nasil basladig1 kesin olarak aciklanamamistir fakat iki ana mekanizma etkilidir.
Sitozolik sitokrom C artig1 ve hiicre i¢i artmis kalsiyum konsantrasyonu sonucu
kalpain aktivasyonu. Sitokrom C, kaspaz aktivitesi olusturur ki buda major
apopitotik enzimdir ve muhtemelen irreversibl sekle doniisiimii ilerletir.

Hiicrelerin apopitotik o6lii  hiicreler haline geldigini niikleer kromatin
kiimelerinden anlayabiliriz ve sonugta DNA c¢ift sarmalinda kirilma olusur. Buna
karsin serbest radikallerin indiikledigi tek sarmal DNA kirilmasi sonucunda olusan
PARP nekrotik hiicre 6limiine Onciiliik eder. Zit olarak nekrotik 6liimde, hiicresel
sitoplazma eosinofilik degildir, hiicreler biiziilmiistiir ve etrafta 6dem olmaz.

Nekrotik hiicre 6limii ile apopitozis arasindaki en 6nemli fark apopitoziste
enerji ve protein sentezinin gerekliligidir (46). Ciinkii apopitozis daha ileride gen
transkripsiyonu ve protein sentezi gerektirir. Bu durum iskemik ¢ekirdek yada
penumbradaki yerlesimine goére hiicre Oliimiinde Onemli olabilir. Apopitozis,
iskemik olusum ile hiicre 6liimii arasinda oldugundan iskeminin siddeti ve siireside
siirecte Oonemlidir. Apopitotik hiicre 6liimii 3. giinden 6nce baslamaz ve 2 haftaya
kadar siirebilir. Ilging olan ise bir kez basladiginda durdurulamamasidir. Fakat
iskeminin erken safhalarinda orta derecede hipotermi ile koruma saglanabilir (48).
Tabi ki hipertemi ile bu siire¢ hizlandirilir.

Iskemi ayrica beyin kapiller endotelyumuna hasar verir ve infarkt alanina
notrofil infiltrasyonu ile inflamatuar siireci kigkirtir. Olusan bu siire¢ tartismalidir
(50). Fakat notrofiller 24 saat icinde ortaya ¢ikar. Ozellikle reperfiizyon modelinde
16kosit artisginin inhibe edilmesi ile infarkt alaninda kiiciilme go6zlenmistir.
Notrofiller birgok mekanizma ile norotoksik etkinlik gosterirler. NADP* oksidaz
tarafindan serbest radikallerin olusumu, uNOS tarafindan NO olusumu bunlar
arasinda sayilabilir. Ayrica arasidonik asit olusumuda daha ¢ok serbest radikal
yapimina etki eder (81).

Daha 6nce belirtildigi gibi beyin kan akimindaki azalma sonucunda enerji
kaynaklar1 tiilkenmekte ve noronal hasarlanma olusmaktadir. Kisith enerji
metabolizmasi nedeni ile iskemiye en duyarl bolge santral sinir sistemidir. En ¢ok
etkilenen bdlgeler ise hipokampus, korpus striatum, motor korteks, pramidal

noronlar ve serebellum purkinje hiicreleridir (21,47,81,138).



Fokal serebral iskemide olusan major olaylar ve mediatorler Sekil 2.1° de

Ozetlenmistir.
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Sekil 2.1. Fokal serebral iskemide major olaylar ve mediatdrler.

Wade ve dig. (138)’ den alinmuistir.

NITRIiK OKSIT

Nitrik Oksit Ozellikleri

Nitrik oksit (NO) ilk olarak sigara dumani ve inorganik kirli havada tespit
edildi. Bilim adamlar1 i¢in makrofajlarin bakterisidal aktivasyonunda mediator
olarak rol alan bir molekiil oldugunun kesfi siirpriz oldu.(87). NO ayrica vazodilator
bir ajan ve sitotoksisitede sinyal molekiilii olarak gorev almaktadir (108).
Giiniimiizde NO yada diger adi1 ile endothelium-derived relaxing factor (EDRF),
damar tonusu ve kan basinci kontroliinde major molekiillerden birisi olarak kabul
edilmektedir (91). NO etkinligini guanilat siklaz aktivasyonu ile siklik guanosin

monofosfat (cGMP) iizerinden ger¢eklestirmektedir.
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Kalsiyum bagimli yapisal nitrikoksit sentetaz (yNOS) yada diger adiyla
constitutive NOS (cNOS) tarafindan olusturulan NO, hiicreler arasinda kolayca
gecerek etki eder. Demir ve tiyol grubuna yiiksek afinitesinden dolayi, NO birgok
hedef molekiilii baglar ve selliiler islemleri modifiye eder (76). Yiiksek miktarda
sentezlendiginde NO sitotoksik olabilir (41, 61). NO {iretimi devam ettiginde,
kalsiyumdan bagimsiz NOS’ 1 uyarilabilir izoformu (uNOS) makrofaj ve diger
inflamatuar hiicrelerde aktive olur (87). Ek olarak NO’ in bakterisidal ve
tiimorosidal etkiside vardir (65). uNOS tarafindan olusturulan NO, multiple skleroz
gibi hastaliklarda sitotoksik rol oynayabilir (16). Ayrica uygun enerji kosullarinda,
noronal NOS (nNOS), NO sentezini devam ettirir ve buda noéronal Oliimiin bir
parcasidir (41,42). Bu hipoteze uygun olarak, hiicre i¢i kalsiyumun kontrolsiiz
yiikselmesi, yNOS onciiliigiinde nNOS’ta artisa ve buda NO konsantrasyonunun
toksik seviyelere ¢cikmasina neden olur. Intraselliiler kalsiyum seviyeleri hizli artis
gosterdiginde, uzamig NO iiretiminin, iskemik noronal hiicre 6liimiiniin bir pargasi
oldugu bildirilmistir. Bu yiizden bir ¢ok iskemik modelde, iskemik hasar1 azaltmasi
umudu ile NOS inhibitdrleri denenmistir. Fakat yinede zit sonuglar rapor edilmistir.
Sonug olarak NO mekanizmasinin ndronal hiicre olimiinde kompleks bir rol
oynadig1 gercektir. Zira iskemik serebral kan damarlarini dilate ederek iskemik doku
icin hayati 6nemi olan kan akimini arttirirken, ayni zamanda sitotoksik etkisi vardir.
Bu ilging ve z1t yonlii bir etkidir (39). Fareler iizerinde yapilan ¢aligmalarda, nNOS
ve eNOS’ u kodlayan genlerde olusan delesyon sonucunda NO mekanizmasi
incelenmigtir. Bu ¢alismalarin sonucunda, ndronlardan iiretilen NO’ in iskemik
hasar1 arttirdigi, endotelden salman NO’ in ise tersine iskemik hasarda faydali
oldugu diisiiniilmektedir

Bu sebeple non selektif NOS inhibitorleri, NO’ in bu zit etkileri yiiziinden
iskemik durumlarda saglikli bir degerlendirme yapmamizi engellemektedir. . Bu tez
calismasinda kullanilan AG ise relatif selektif bir uNOS inhibitoriidiir ve uzamis
donemde hiicreler icin toksik olan NO seviyelerini ve dolayis: ile iskemik hasari

azalttig1 diistintilebilir.

Nitrik Oksit Sentezi ve Metabolizmasi

NO L-arginine ve molekiiler oksijenden NO sentaz (NOS) tarafindan
sentezlenir. NOS’ 1n 3 izoformu tespit edilmistir. Noronal (tip 1) ve endotelyal (tip3)

11



ki bunlar yapisal NOS (yNOS) olarak adlandirilir. Uyarilabilir izoform (uNOS)
(tip2) ise ilk olarak makrofajlarda gosterilmistir (19). uNOS karakteristik olarak
insan hepatositleri ve artikuler kondrositlerde belirgindir (57). Biitiin izoformlarin,
kalmodulin baglayic1 bolge tarafindan ayrilan rediiktaz ve oksijenaz etkisi vardir.
Reaksiyon NADPH’ a ihtiya¢ duyar. Rediiktazin aminoasit dizilimi, sitokrom p450
rediiktaz’ mkine ¢ok yakin homologdur (18). Her ii¢ izoenzimde NADPH-diaforaz
aktivitesini etkiler ve bunun varligt NOS’ 1n lokalizasyonunu anlamada kullanilir
(17).

Yapisal izoformlar (eNOS ve nNOS), kalsiyum/kalmudulin bagimlidir ve
intraselliiler kalsiyum gegisi ile aktive edilir. Intraseliiler kalsiyumdaki 100 nMol’
den 500 nMol’ e bir artig NO sentezini %5’ in altindan %95’ in {lizerine ¢ikarir (75).
Bu Ca** duyarliligi kalmudilin aktif enzim i¢inde tipiktir. Diger taraftan, kalmudulin
uNOS formuna sikica baglidir ve buda enzimi stoplazmik kalsiyum
dalgalanmalarina karst duyarsizlastirir (32). Normalde makrofajlarda NOS aktivitesi
gosterilemez ve endotoksin ve sitokinler tarafindan uNOS gen transkripsiyonunun
stimulasyonunu gerektirir. Bir kez salindiginda uNOS siirekli aktiftir ve NO
saatlerden giline kadar degisen siirede kalict olarak salinir. Kalsiyum bagimli NO
sentezinde ise kalicilik birka¢ dakikadir (86). Bu konuda yapilan caligmalarda
birbirine yakin sonuglar bulunmustur. Fakat iskemi tedavisindeki etkinlik acisindan
bu zamanlamanin iyi tespit edilmesi gereklidir. Baz1 yaymlarda uNOS aktivitesinin
iskemik beyin dokusunda 24-96 saatleri arasinda oldugu belirtilmis (9,70), yapilan
bir bagka calismada ise uNOS aktivitesinin 6 saatte baglayip 12 saatte pik yaptigi ve
3. glin sonunda azalarak kayboldugu bildirilmistir.(67).

Nitrik Oksit’ in Molekiiler Mekanizmasi

Hem grubu ile iliskisi

NO Hem ile birlestikten sonra, Hem i¢eren enzim guanilat siklaz araciligi ile
c¢GMP iizerinden etkinligini gosterir.(92).

Asetilkolin ve bradikinin gibi vazodilatér mediatorler, intraselliiler
kalsiyumu arttirir ve eNOS aktivitesini sitiimiile ederler. NO ise cGMP’ yi
cogaltarak vaskiiler diiz kaslarda gevsemeyi baslatir (75).
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Tiyol grubu ile iliskisi

NO tiyol grubu ile riversibl olarak tepkimeye girer ve bazi proteinlerin
aktivasyonuna aracilik eder (124). Ayrica NO’ in antimikrobiyal etkileride
mevcuttur. NMDA reseptor aktivitesinin inhibisyonu, ADP-ribozilasyonunun
regiilasyonu, ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz’ 1n inhibisyonu bunlara
ornektir (20). Fizyolojik kosullarda nitrik oksit 3 redoks formundan birisine
cevrilebilir. Bunlar nitrozonyum (NOY), nitrik oksit (NO) ve nitroksil anyon (NO")’
dur. Bu redoks formlar farkli reaksiyonlar1 destekler. Ornegin; NO guanilat siklaz
aktivasyonu i¢in gereklidir ve norotoksik etkilidir ama NO¥, NMDA reseptor
aktivitesini azaltir ki buda noéroprotektif etki saglar. Ayrica NO, salinan izoformuna
bagh olarak zit etkide gdsterebilir. Ornegin; sodyum nitropurisiat NO* olusturarak
noronlar1 koruyucu etki gosterebilir ya da sistein ile indirgenerek NO’ ¢ doniismesi
sonucunda toksik etkili olabilir. Sonug olarak degisik patolojik kosullarda, farkli
etkilere sahip bir molekiil oldugu agiktir (125).

Nitrik Oksit Inhibisyonu

Bircok arastirmaci NOS inhibitorlerini NO’ in patolojik kosullardaki roliinii
algilayabilmek i¢in kullanmistir. Engok tercih edilenler L-arjinin substrat
analoglaridir. Ornegin nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME), nitro-L-arjinin (L-NA)
ve monometil-L-arjinin (L-NMMA). L-arjinin ve molekiiler oksijenin sitrulin’ e
doniisimii  ile NO kompetetif olarak inhibe olur ise de tedavi dozu ve
zamanlamasina bagli olarak non-kompetetif inhibisyon olusabilir (93, 112). NOS
aktivasyonu gibi inhibisyonuda enantiomeriktir.

L-NAME, L-NA ve L-NMMA yapisal ve uyarilabilir enzimlere etki eder ve
endotelyal ve néronal izoformlar arasinda ayirim gostermez (104).

Aminoguanidin ise relatif spesifik uNOS inhibitoriidiir ve bir¢cok patolojide
rolii oldugu diisiiniilen uNOS’ un inhibisyonu i¢in denenmektedir (90). Fakat bu
selektivitesinin molekiiler esaslar1 halen agik degildir ve birgok farkli enzimle

etkilesebilmektedir.
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Nitrik Oksitin Beyindeki Fonksiyonu

Noronal aktivitenin kontrolii

NO ve c¢GMP artisi noronal aktivite sirasinda beyindeki serebellum,
hipokampus, serebral korteks gibi birgok bélgede mevcuttur (55). Glutamat bagimhi
intraselliiler kalsiyum artisinda, NMDA reseptorleri araciligi ile NO ve cGMP
seviyesinde artis gozlenmektedir (56). Son ¢aligmalar, cGMP’ nin direkt olarak
hiicre kanallarina etki ettigini ve ayrica ¢cGMP bagimli protein kinaz ve
fosfodiesteraz modulasyonu ile bir ¢ok farkli hiicresel islevde rol aldigini
gostermistir (55). Sinaptik aralikta NO bagimli ¢cGMP artisin1 gosteren bagska
kanitlarda mevcuttur.

Kan akiminmin kontrolii

NOS inhibitérlerinin topikal yada sistemik uygulanmas: serebral arterleri
daraltir ve serebral kan akimini azaltir (51). Buna paralel olarak L-arjinin’ in
intravendz uygulanmasi rat serebral arterlerinde vazodilatasyona yol agmistir (94).
NO’ in ayrica orta derecede hiperkapnide kan akimi artisina aracilik ettigi ileri
stiriilmektedir (110). Hem ndronal NO’ in hemde endotelyal NO’ in vazodilator

etkisi oldugu gosterilmistir (83)

Nitrik oksit aracilikli norotoksisite

Genelde eger artmis miktarlarda NO yapilirsa komsu hiicreleri 6ldiirmektedir
(17). NO, akonitaz ve mitokondriyal elektron transport kompleks I ve II’ yi inhibe
ederek mitokondriyal solunumu bozmakta ve hiicresel sitotoksisiteye sebep
olmaktadir. NO’ in bu enzimler iizerindeki etkisi, demir-NO kompleksi iizerinden
olmaktadir. Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz’ in NO tarafindan inhibisyonu, hiicre
ici glutatyon seviyelerini azaltarak ve glikolizisi baskilayarak zararli sonuglara yol
acmaktadir.(20)

Ek olarak hiicresel metabolizmanin bozulmasiyla NO, riboniikleotid rediiktaz
aktivitesini baskilayarak DNA sentezini inhibe etmektedir (79). NO ayrica DNA

nitrasyon, deaminasyon ve oksidasyonu yolu ile DNA vyapilarina bir¢ok farkl
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yoldan hasar vermektedir (82).Diger taraftan programlanmis hiicre Sliimiinde, NO
mediatorlerden birisi olabilir. NO’ in kondrositlerde ve makrofajlarda apopitozise
yol actig1 gosterilmistir. Apopitotik hiicre 6liimii global ve gegici fokal iskemide
gosterilmistir (84).

Mevcut kanitlar NO’ in siiperoksit anyonu ile iliskiye girerek peroksinitrit
olusturdugunu ve NO aracilikli hiicre Oliimiinde asil yolun bu oldugunu
gostermektedir (78). Peroksinitrit ayrica diger reaktif oksijen tiirevlerini, hidroksil
radikallerini agiga c¢ikarir ki bunlar lipit peroksidasyonunda etkilidirler. Peroksinitrit
ayrica Ozellikle stiperoksitten zengin ortamlarda, proteinlerin S-nitrolizasyonunu
kolaylastirir. NO intraselliller demiri serbestlestirmek sureti ile Haber-Weiss
reaksiyonunu tetikler ve reaktif oksijen tlirevlerini olusturur (61).

Ozet olarak NO’ in hayati hiicresel fonksiyonlar1 idame ettiren enzimleri
inhibe etmek sureti ile yada DNA sentezi inhibisyonuyla ayrica tiyol gruplarina ve
demire olan afinitesi vasitasiyla direkt olarak sitotoksik etki gosterdigini veya
indirekt olarak peroksinitrit aracilifi ile yada demir salimimu ile sitotoksik etki
gosterdigini  sOyleyebiliriz.  Farkli  patolojik  kosullarda farkli sitotoksik
mekanizmalar baskin ¢ikabilir. Ornegin; oksijenin ve superoksit {iretiminin
mevcudiyetine bagli olarak, NO toksisitesi kalic1 ve gegici fokal iskemi arasinda
farklilik gosterir ve ayrica iskeminin erken ve ge¢ fazi arasinda NO {iretimi, yNOS

yada uNOS tarafindan degiskenlik gosterir.

Nitrik Oksit ve Serebral iskemi

Iskemi sirasinda intraseliiler kalsiyum artisina bagli olarak yNOS
aktivitesinin arttigina inanilmaktadir. NOS aktivitesi hiicre i¢i kalsiyum tarafindan
istirahat seviyesinin hafif¢ce {izerinde aktive edilir ve 0.5 mikromol’ de maksimal
sitiimiile edilir. Ozellikle fokal iskemi sirasinda, néronlarda tamamu ile aktif oldugu
diisiiniilmektedir(10-100mikromol) (75). Porfrinik mikrosensor kullanilarak yapilan
Olgiimlerde orta serebral arter okliizyonu (OSAO)’ dan 3-24 dakika sonra NO
seviyelerinde 10 nanomol’ den 2.2 mikromol’ e artis gdsterilmistir (85). Beyin nitrit
(stabil NO metabolit) ve cGMP seviyeleri ayrica iskemiden sonraki ilk yarim saatte
yukselmistir. Elektron paramanyetik rezonans ¢alismalar1 da iskemi sirasinda artmis

NO seviyelerini gostermistir (118).

15



nNOS’ taki artis 4 saatte maksimuma ulasmakta ve OSAQO’ dan sonra 7giin
devam etmektedir (151). Bununla birlikte eNOS aktivitesi iskeminin baglangicindan
kisa siire sonra azalmaktadir (73).

NOS aktivitesi iskemik cekirdek ve penumbrada farkli olabilir. Ozellikle
depresyon dalgalar1 sirasinda penumbradaki residiiel oksijen varligi, NO sentezinde
patlama yapabilir (58). Bununla birlikte iskeminin baslangi¢ evresinde agiga ¢ikan
NO bile, zaten tehlikeli durumda olan hiicre metabolizmas: ve DNA sentezine zarar
vermektedir (40).

Noronlar, perivaskiiler sinirler ve serebrovaskiiler endotelyum serebral
iskemi sirasinda NO olusturabilir. Geg fakat giiclenmis NO seviyelerindeki artig
uNOS salinimina bagli olarak mikroglia ve inflamatuar hiicrelerden, iskeminin
olusumundan 6-72 saat sonrasinda olugmaktadir (66,68). Burada onemli nokta
iskemiyi izleyen erken donemde vaskiiler endotelyum ve perivaskiiler sinirlerde ani
artis gosteren NO firetiminin, kan akimini gelistirebilmesi ve noroprotektif etkili
olabilmesidir. Ger¢ektende L-arjinin inflizyonunun, NO bagimli mekanizma ile pial
damarlar1 genisleterek serebral kan akimini arttirdig1 ve iskemi alaninda kiigiilmeyi
sagladigr bildirilmistir (94). L-arjinin’ in doku koruyucu ve kan akimina olan
etkileri iskemiden sonra NO {iretimi ve NOS aktivitesindeki diisiisle paralel olarak
azalmaktadir (73,85). NO baglayici protein guanilat siklaz’ in iskeminin etkilerine
NOS’ dan daha giiglii ve direncli oldugu goéziikkmektedir. Bundan dolay1, intrakarotid
NO tiirevi uygulamalarinda, en azindan arteriyel okliizyondan 1 saat sonraya kadar
iskemik dokuda kan akimini arttirmakta ve fokal iskemi alanini azaltmaktadir(149).
Kan akimindaki artisa ek olarak, endotelyal NO’ in iiretimi mikrosirkiilasyonda
platelet agregasyonunu ve I0kosit adezyonunu azaltmaktadir. Fokal serebral
iskemideki NOS inhibisyonunun noroprotektif etkisinden dolayr durum oldukga
karisik ve komplekstir. Ancak yapilan calismalarda selektif nNOS inhibitorii 7-
nitroindazol(145) yada ARL-17477’ nin (152) nroprotektif etkisi bildirilmektedir.

Sonug olarak denebilir ki, iskeminin erken doneminde iiretilen asir1 miktarda
nNOS ve nispeten daha ge¢ donemde olugan uNOS hiicre i¢in toksik olurken, eNOS

dokular1 koruyucu etki gdsterebilmektedir.
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AMINOGUANIDIN

AG (CHeN4), bir ¢ok farmakolojik olayda rol oynayan
hidrazinkarboksiimidamid grubundan bir molekiildiir. Oral yada intraperitoneal
uygulamasi sonrasinda yiiksek biyoyararlanimi vardir.

Genellikle bobreklerden degismeden atilir ve tahmini yarilanma omrii 4.4
saattir (53). Glikolizasyon son iirlinler ile etkileserek kronik doku hasarini
geciktirme yetenegi diabet hastaliginda klinik olarak denenmektedir. Son
zamanlarda bir c¢ok hayvan deneyi sonucunda Kkortikal injuri ve iskemide
noroprotektif etkisi kesfedilmistir (37,141,147). AG’ in normalde kan beyin
bariyerini ge¢mesi kolay degildir fakat iskemi sirasinda kan beyin bariyerindeki
permeabilite artisina bagli olarak kii¢iik hidrofilik molekiillerin  gegiginin
kolaylastig1 diistiniilmektedir (9). Halen AG’ nin noroprotektif etkisi kesin olarak
aciklanamamistir. Hayvan modellerinde yapilan calismalar sonucunda oncelikle
relatif selektif uNOS inhibisyonu ile faydali etkilerinin oldugu diisiiniilmektedir
(60,68,69,139). Ayrica toksik etki olusturan bir enzim olan doku poliamin oksidaz
(PAO) inhibisyonu yaptig1 bildirilmistir (22). Iskemiden sonraki erken dénemde
verildiginde PAO inhibisyonuna bagli olarak, 24 saatten sonra verildiginde ise
uNOS inhibisyonuyla etki ettigi belirtilmektedir (148). AG’ in uygulanma siiresi ve
baslangic zamani hakkinda tam bir fikir birligine varilamamistir.Daha Once
bahsedildigi gibi NO beyinde Onemli bir ndrotransmitterdir fakat patolojik
durumlarda toksik rol oynadigi kesindir. NO mekanizmasinda bahsedildigi gibi
uNOS iskemiden sonraki ge¢ donemde aktive olmakta ve uzun siire etki gostererek
NO sentezi artis1 sebebi ile hiicreler icin toksik etki gostermektedir. Yapilan
calismalar sonucunda uNOS’ 1 enzimatik aktivitesinin 48 saat’ te maksimuma
ulastig1 ve 7 giin i¢inde azalarak kayboldugu diistiniilmektedir (68). Iadocola ve dig.
ise uNOS’ 1n iskemiden sonra 12 saat’ te pik yaptigmi ve 4 giin i¢inde azalarak
kayboldugunu bildirmistir (67).

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda ratlarda olusturulan fokal iskemiden sonra,
selektif bir uNOS inhibitorii olan AG uygulamasinin, NO sentezindeki azalmaya

bagl iskemik hacmi kiigiiltecegi diisiiniilmektedir.
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HIiPERBARIK OKSIJEN

Hasta veya denege tamamen kapali olan bir basing odasinda, 1 atmosfer
basingtan (ATA) daha yiiksek basingta, %100 oksijen solutulmasina HBO
uygulamasi denir.

1 ATA 760mmHg’ya esittir. Bir manometre tarafindan kapali bir ortamda
Olclilen basincin gercek degerini bulabilmek i¢in kapali ortamda o6l¢iilen basinca
disarida bulunan atmosferik basincin da eklenmesi gereklidir (106).

Gazlar viicut sivilarinda ¢oziindiiklerinde, gaz halinde iken uyguladiklar
basinglardan farkli degerlerde basing uygularlar. Her sivinin farkli ¢oziinebilirlik
katsayis1 vardir ve bu katsayi 1s1 ile ters orantili olarak degismektedir. Buna gore
viicut 1s1s1 sabit kabul edilirse; viicut sivisi i¢inde ¢oziinmiis halde bulunan bir gazin
basinci, o gazin konsantrasyonu ve ¢Oziinebilirlik katsayisi arasindaki oran ile
ilgilidir.

Normal atmosferik basing altinda kanda sadece sinirli miktarda oksijen
¢oziiniirken hiperbarik bir ortamda daha fazla oksijen ¢dziinebilir. Ornegin; 1 ATA’
da normal hava solundugunda kanin 100 ml’ sinde 0.32 ml olan ¢dziinmiis oksijen
miktari, 3 ATA’ da %100 oksijen solundugunda 6.8 ml’ ye kadar yiikselir (71).

Dokularda hiperbarik oksijenin terapdtik etkileri saf mekanik etki ve yiiksek
pO:- etkisi ile meydana gelmektedir.

2.8 ATA’ da %100 O2 ile doku oksijenlenmesi 10-15 kat artar. Bu yiiksek
doku oksijen seviyeleri HBO tedavisi kesildikten sonra da 0.5 - 4 saat kadar devam
eder (106).

Iskemik saldirmin ortaya ¢iktigi ilk dénemde (kanlanmanin kesildigi dénem)
hiicresel metabolizmanin devami ic¢in gerekli olan oksijenin hemoglobinden
bagimsiz bir yol ile temin edilmesi ve enerji krizinden dolay1 ortaya ¢ikan hiicresel
6demin (Na*-K* ATPaz inaktivasyonu) 6nlenmesi son derece 6nemlidir.

1965’ ten giinlimiize HBO’ in serebral iskemide kullanimi konusunda klinik
ve hayvan modellerinde ¢esitli arastirmalar yapilmistir (4).

Infarkt alaninm kiiciiltiilmesi yoniinden &nemli kriterlerden biri olan
neovaskiilarizasyon i¢in en onemli uyarmin doku hipoksisi oldugu kabul edilir.
HBO’ in ilk bakista doku hipoksisini ortadan kaldirdig: i¢in neovaskiilarizasyonu

engelleyecegi akla gelebilir. Ancak yapilan calismalar HBO’ in anjiogenezis ile
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ilgili en 6nemli genlerden biri olan angiogenin 1 ve 2’ nin ekspresyonunu arttirdigi
yoniindedir (34,80).

Neovaskiilarizasyon i¢in doku diizeyleri son derece 6nemli olan ve en
spesifik faktor olarak kabul edilen Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii (VEGF)
diizeyleri de HBO uygulamalar ile artmaktadir (119). Hiperoksiden beklenenin
aksine HBO’ in bu vaskiilarize edici 6zellikleri doku iyilesmesine olan etkileri ile
infarkt alaninin kiigiiltiilmesi ve/veya simirlandirilmasina katkida bulunabilir. Benzer
bir sorunun oldugu cerrahi alan deri fleplerinin yasayabilir boliimiiniin artirilmasi ve
flep sorvisinin uzatilmasinda HBO’ in olumlu etkileri goriilmiistiir (116).

HBO’ in bilinen doku diizeyindeki bu yararl etkilerinin yaninda molekiiler
diizeyde, 6zellikle NO’ e bagl yollar tizerinden bir takim mekanizmalar1 harekete
gecirdigi kabul edilmektedir. HBO’ in gerek beyinde gerek diger dokularda NO
seviyelerini arttirdig1 iyi bilinen bir gercektir. Hatta 4 ATA basingtan itibaren
goriilmeye baglayan motor anormalliklerden bu NO sentez artist sorumlu
tutulmaktadir (44,49). Ancak 3 ATA lizeri basinglar zaten tedavi amaglh
kullanilmamaktadir. Hem AG hemde HBO’ in NO iizerinde 6nemli etkilesimleri
oldugu icin NO ayr1 bir baslik altinda incelenmistir.

Hiicresel diizeyde inceleyecek olursak HBO uygulamasinin  terapotik
etkinligi konusunda ¢esitli varsayimlar 6ne siiriilmiistiir. Marjinal bolgedeki perfiize
olan hiicrelere oksijen destegini arttirdig1 (135), lipit peroksidasyonunu agrave
etmeden iskemik perifere oksijen destegini arttirarak infarkt voliimiinii azalttig
(126), iskemik noronal hasara karsi iskemiye toleransi arttirdigi (111,137), post
iskemik injuride nétrofil sekestrasyonunu inhibe ederek faydali oldugu (3), iskemik
dokudaki oksijenasyonu arttirmasina bagli olarak ve arteriyel oksijen icerigindeki
artisa bagh sitiimiile olan aerobik mekanizma ile faydali olabilecegi (140) yada
dopamin (DA) saliniminin inhibisyonu ile faydal etkileri oldugu bildirilmistir (142).
Yine ilging olarak HBO uygulamasindan sonra, azalmis glutamat konsantrasyonu
striatal mikrodiyaliz yontemi ile 6l¢iilmiistiir (4).

HBO’ in potansiyel terapdtik kullanimi konusunda gerek hayvanlarda
(3,4,28,111,126) ve gerekse insanlarda (2,62,101,102) c¢aligmalar yapilmasina
ragmen halen daha HBO’ in iskemi tedavisindeki kullaninmi1 konusunda bir fikir

birligine varilamamistir (102).
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Kawamura ve dig. (74) ile Veltkamp ve dig. (135), iskemi periyodu sirasinda
uygulanan HBO’ in iskemik alani kiigiilttiiglinii ve norolojik defisiti azalttigim
bildirmislerdir.

Agir beyin hasarli hastalarda yapilan son ¢alismalarda HBO’ in mortalitede
%50 gibi bir azalma sagladigi gosterilmistir (113).

Ama Roos ve dig. (114), iskemiden sonraki reperfiizyon asamasinda
uygulanan HBO’ in yararli bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir.

Yine daha onceden normal basing altinda verilen %100 oksijenin iskemik
alan kiigiiltiicii etkisi oldugunu bildiren yayinlar var iken (52,101,126) son yapilan
calismalarda ise HBO’ in buna gore daha {istlin oldugu bildirilmektedir (133).

Undersea and Hyperbarric Medikal Society adli toplulukta HBO
uygulamasinin 2,4 ile 3.0 ATA arasinda uygulanmasinin optimal oldugunu
bildirmistir (30). Badr ve dig. (4), ratlarda 3.0 ATA ile 1 saatlik HBO
uygulamasinin optimal oldugunu belirtmistir. Bu ¢alismada da 2.8 ATA ile 45
dakikalik bir uygulama yapilmstir.

Bu bulgular 1518inda HBO tedavisinin eger zamanlama ve dozu dogru
secilirse faydali olabilecegi soOylenebilir. Daha Once belirtildigi gibi iskemide,
cekirdek ve kurtarilabilir bolge olarak 2 bolge mevcuttur. Cekirdek bolgede kan
akimi tamamen durmustur. Bu bolgede HBO tedavisi etkili olmayacaktir fakat
kurtarilabilir bolge dedigimiz kan akiminin kismende olsa saglanabildigi bolgede
HBO tedavisinin iskemi ilerlemeden yani erken donemde verilmesinin etkisi
olabilir. Boylece HBO, hiicresel kontrol mekanizmasinin diizeltilmesi ve vaskiiler

yenilenmeyi, doku oksijenlenmesinin bu donemde saglanmasi ile tetikleyebilir (4).
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GEREC ve YONTEM
Gerecler

Bu calismada yetiskin, 28 adet 200-320 gram agirhiginda Sprague-Dawley
tiiri rat kullanilmistir. Ratlar Giilhane Askeri Tip Akademisi Komutanligi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu’ nun 17 mart 2006 tarih ve 06/39 sayili izni ile Giilhane
Askeri Tip Akademisi Arastirma Merkezi’ nden, tedavide kullanilan HBO kabini
Fizyoloji AD tarafindan ve yine tedavide kullanilan AG piyasadan alimla
saglanmistir.

Calismada kullanilan cihaz ve maddeler:

1. Mikrosirurji aletler (Sekil 3.1)
2. Ameliyat mikroskopu (Zeiss OPMI-I, Made in Poland)

(Sekil 3.2)

3. Disci drili
4. Dijital fotograf makinesi (Nikon Corporation Coolpix 4300

Tokyo- Japan)

S. HBO kabini: Fizyoloji AD’ dan saglanmistir. Optimal etkinin
olusmasi i¢in iskemi olusturulmadan 2 saat dnce 2.8 ATA basingta 45 dakika

stire 1le uygulanmistir. (Sekil 3.3).

6. Bakteriyolojik etiiv (inkiibatdr): Elektro-Mag 420 BP
7. Aminoguanidine (AG) hemisulfat tuzu (SIGMA A 7009-
25G): 100 mg/kg (1 ml salin i¢inde ¢oziilmiis) AG dozu giinde 2 kez

verilmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda bu dozun Ca™ bagimli nNOS’ u

etkilemeden uNOS’ u selektif inhibe ettigi, serebral kan akimin etkilemedigi

gosterilmistir ( 69, 148)

8. 2,3,5 triphenyltetrazolium choloride (TTC): Toz halindedir.

Isiktan  ve sicakliktan zarar gormektedir ve bu sebeple buzdolabinda

saklanmalidir. Herbir boyama calismasindan 6nce %2’ lik oranda tekrar

hazirlanmalidir. Boyama islemi tamamlandiktan sonra kesitler %10’ luk
formol i¢inde saklanabilir. Kesitler formale konduktan 10 dakika sonra
fotograf cekilmeye hazir hale gelirler. Kesitler boyama islemi sirasinda

karanlikta bekletilmelidir. Buna ragmen yaklasik 1 ay sonra pembe renk
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solmaya baslar ve 2 ay sonra boya tamamen kaybolur. Bu sebeple fotograflar

1yi bir goriintii i¢in en kisa siirede ¢ekilmelidir.

9. 2 mm’ lik rat beyin kesme aparat1 (Harvard Apparatus 407837
Catalog No 62-0048) (Sekil 3.4)

Sekil 3.1. Mikrosirurji Aletler.

Sekil 3.2. Ameliyat Mikroskobu
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Sekil 3.3. Hiperbarik oksijen kabini.

Sekil 3.4. Rat beyin kesme aparati.
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Calismada kullanilan 28 adet Sprague-Dawley (200-320 gram) rat 4 gruba
ayrilmigtir.

1. Kontrol grubu: 7 adet sadece OSAO yapilan grup

2. HBO grubu: 7 adet OSAO yapilan ve okliizyondan 2 saat
once 2.8 ATA basingta 45 dakika HBO uygulanan grup

3. HBO+AG grubu: 7 adet OSA okliizyonu vyapilan ve
okliizyondan 2 saat dnce 2.8 ATA basingta 45 dakika HBO uygulanan ve
okliizyondan 6 saat sonra baslanan ve giinde iki kez olmak tizere 72 saat siire
ile intraperitoneal AG hemisulfat (Sigma 100 mg/kg 1 ml salin ile
sulandirilmis) uygulanan grup

4. AG grubu: 7 adet OSAO yapilan ve okliizyondan 6 saat sonra
baslamak lizere 72 saat siire ile giinde iki kez intraperitoneal AG hemisulfat
(Sigma 100 mg/kg 1 ml salin ile sulandirilmig) uygulanan grup

Calismanin baslangicindan dnce su ve yiyecek kisitlamasi yapilmamuistir.

Operasyon

Anestezi intramiiskiiler olarak uygulanan 10 mg/kg xylazine ve 90 mg/kg
ketamin hidroklorid (Ketalar, Parke-Davis, England) kullanilarak saglandi.

OSAO modeli igin Tamura ve dig. (129) metodu kullanildi. Ratlar sol lateral
dekiibit pozisyonunda yatirildi (Sekil 3.5). Sag orbit ve tragus arasindaki bolge tras
edildikten sonra ratlarin sag goziinde mikroskop 1s1ginin injlirisine bagl keratit
olusumunu onlemek maksadi ile gegici tarsorafi yapildi (Sekil 3.6). Daha sonra sag
orbit ve tragus arasinda orbitanin arka smirindan 1 mm geriden 2 cm’ lik vertikal
insizyon yapild1 ve temporal kas kraniyumdan diseke edilerek ayrild1 ve zigomatik

arka dogru ekarte edilerek infratemporal fossa ortaya kondu.

24



Sekil 3.5. Ratin operasyon pozisyonunda, cerrahi aletler ile birlikte resmi.

‘

Sekil 3.6. Insizyon hatt1 ve tarsorafi islemi goriilmektedir.

Operasyon mikroskopu altinda zigomanin hemen siirindan baglanarak
infratemporal fossa drillenerek kraniektomi yapildi. Drilleme esnasinda kortikal

hasar olugmamasi i¢in % 0.9 luk serum fizyolojik ile irrigasyon yapildi. Duramater
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ortaya kondu ve 30-gauge igne ucu ile insizyon yapilarak a¢ildi. Korteks ortaya
konulduktan sonra rinal fissiirde orta serebral arterin (OSA) inferior serebral veni
caprazladigr yer ve OSA bifurkasyosu goriildii ( Sekil 3.7). Daha sonra serebral
korteks mikrodisektor ile hafif¢e ekarte edildi ve OSA’ in olfaktor sinri ¢aprazladigi
yer gozlendi. (Sekil 3.8).

Sekil 3.7. Orta serebral arter bifurkasyosu ve olfaktor sinir goriilmektedir.

Sekil 3.8. Orta serebral arterin olfaktor siniri ¢aprazladig: yer goriilmektedir.
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Mikrouglu bipolar koter yardimi ile OSA, olfaktor siniri ¢aprazlamadan
hemen Oncesi olfaktdr sinir iizerinde ve ¢aprazladiktan hemen sonrasinda koagiile
edildi ve rekanalizasyonu Onlemek i¢in mikromakas yardimu ile kesildi (Sekil 3.9).
Daha sonra temporal kas ve cilt siiture edilerek kapatildi ve rat kafesine geri

yerlestirilerek operasyona son verildi.

Sekil 3.9. Orta serebral arter koagiile edilip kesildikten sonra gortilmektedir.

HBO ve HBO+AG grubunda ratlar hiperbarik oksijen kabininde 2.8 ATA
basingta 45 dakika tutulduktan sonra operasyona baslandi ve HBO uygulamasindan
2 saat sonra OSA koterize edildi. AG ve HBO+AG grubunda operasyondan 6 saat
sonra ratlara ilk doz AG hemisulfat (SIGMA 100 mg/kg) intraperitoneal olarak
basland1 ve 12 saat ara ile toplam 72 saat AG hemisulfat (SIGMA 100 mg/kg)

uygulamasina devam edildi.

Norolojik muayene

Normal saglikli ratlar eg§er kuyruklarindan tutularak havaya kaldirilirlarsa
her iki 6n ekstremitelerini 6ne dogru uzatirlar (Sekil 3.10). OSA okliizyonu yapilan
rat ise kontralateral {ist ekstremitesini 6ne uzatamaz. (Sekil 3.11). Kontralateral

rezistans kaybi ratlar kuyrugundan tutulup havaya kaldirilarak kafesin tellerine
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tutunma kuvveti ilede degerlendirilebilir. Deneydeki OSAO yapilan biitiin ratlarda
kuvvet kayb1 gozlendi.

Sekil 3.10. Operasyon Oncesi norolojik muayene.

Sekil 3.11. Operasyon sonrasi norolojik muayene.
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Infarkt oraninin hesaplanmasi

Tim gruplardaki ratlar 4. giinde yiiksek doz xylazine ve ketamine
hidroklorid ile sakrifiye edildikten sonra hizla dekapite edildi ve beyinleri ¢ikartildi
(Sekil 3.12, 3.13). Cikarilan beyin dokusu buzlukta sogutulmus serum fizyolojik
icinde 10 dakika bekletildikten sonra 2 mm’ lik rat beyin kesme aparatina

yerlestirilerek mikrotel ile 6 koronal pargaya ayrildi(Sekil 3.14, 3.15).

Sekil 3.12. Rat beyninin alttan gériiniimii. Koterize edilen orta

serebral arter, olfaktor sinirler ve optik sinirler goriilmekte.

Sekil 3.13. Dekapite edilen rat beyninin iistten goriiniisii. Sag lobda

iskemik alan goriilmekte.
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Sekil 3.14. Rat beyni mikrotel ile kesilirken.

Sekil 3.15. Mikrotel ile 2 mm’ lik aralikla kesildikten sonra. Sag hemisferde boyama

Oncesi iskemik alan goriilmekte.
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Herbir parca % 0.9’ luk serum fizyolojik i¢inde hazirlanan % 2’ lik TTC ile
immerse edildi ve 37 C © e ayarli etiiv icinde karanlik ortamda 30 dakika inkiibe
edildi

Inkiibasyondan sonra dokular %10 luk formalin igerisinde tamponlandi. Bu
islemler sonucunda iskemik alanlar beyaz renkli ve boya tutmamis iskemi olmayan

alanlar ise pembe-kirmizi renkli olarak goriildii (Sekil 3.16, 3.17).

Sekil 3.17. Kesitler TTC ile boyandiktan sonra.
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Elde edilen tiim kesitler Nikon E4300 dijital kamera ile fotograflandiktan
sonra bilgisayara aktarildi ve UTHSCSA Image Tool for Windows Version 3.0
kullanilarak iskemik alan 6l¢timii tek tek yapildi.

Dort gruba ait 6rnek kesitler Sekil 3.18° de sunulmustur.

Sekil 3.18. Dort gruba ait 6rnek kesitler. a. Kontrol grubu b. HBO grubu ¢. HBO+AG grubu
d.AG grubu.

32



Her bir Kesitteki iskemik alanin hesaplanmasinda 6dem etkisi ile olusan
yanilmay1 ortadan kaldirmak i¢in 6ncelikle karsi taraf hemisfer alan1 hesaplandi ve
bu sonugtan ayni taraftaki iskemi olmayan alan ¢ikarilarak gercek iskemik alan

bulundu (Formiil 3.1).

iskemik Alan ( IA) (mm?)= Kars1 taraf iskemik alan (mm?)- Ayni taraf

iskemi olmayan alan (mm?) (3.2)

Bir rata ait herbir kesitteki iskemik alan tek tek hesaplandiktan sonra bunlar

birbiri ile topland1 ve ¢ikan sonug kesit kalinligi olan 2 mm ile garpilip mm®

cinsinden o beyne ait iskemik voliim hesaplandi (formiil 3.2).

Total iskemik hacim (TIH) ( mm?®)=IA’ lar toplami (mm?)* 2 mm (3.2)

Daha sonra karsi hemisfer alanlar toplami 2 mm ile carpilip beynin bir

yarisina ait toplam hacim hesapland1 (formiil 3.3).

Toplam hemisfer hacmi (THH) (mm®)= Kars1 hemisfer alanlar toplami
(mm?) * 2 mm (3.3)

Calismada kullanilan ratlarin agirliklart birbirinden farkli oldugu icin
standardizasyonu saglamak amaci ile toplam iskemik hacim (TIH) , toplam hemisfer

hacmine béliinerek infarkt orani yiizde cinsinden elde edildi (Formiil 3.4) (52, 88).

Infarkt oran1= TIH*100/THH (3.4)
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istatiksel analiz

Istatiksel analiz icin SPSS Windows Version 10.01 kullanildi.
Kolmogorov-Smirnov testi ile gruplarin normal dagilimina, Levene testi ile
varyanslarin homojenligine bakildi ve parametrik istatistik degerlendirmeye
uygun oldugu goriildii.

Gruplar aras1 ortalamalar one-way ANOVA varyans analizi ve post-hoc
Tukey HSD testi ile degerlendirildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul
edildi.
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BULGULAR

Peroperatif donemde higbir rat 6lmedi ve OSA okluzyonu yapilmasina
ragmen infarkt olmayan rat gézlenmedi.

Her grubun ortalama infarkt oranlari incelendiginde kontrol grubunda
ortalama infarkt oranmin en yiiksek (22,2243,1), sadece aminoguanidin verilen
gruptaki ortalama infarkt oraninin ise en diistik (14,42+3,3) oldugu bulunmustur.
Hiperbarik oksijen grubunda ortalama infarkt orani (16,05+2,7) , hiperbarik oksijen
ve aminoguanidin’ in kombine uygulandigi grupta ortalama infarkt oram

(15,16+1,9) olarak bulunmustur (Tablo 4.1).

Tablo 4.1.Her bir grubun degerleri, % aritmetik ortalama + SD olarak ifade edilmistir.* One-
way ANOVA testi ile gruplar arasi istatistiki anlamli farklilik saptandi. (p=0,001) K: OSAO yapilan
grup, HBO: OSAOQ ile HBO uygulanan grup, HBO+AG: OSAO ile HBO+AG uygulanan grup, AG:
OSAQO ile AG uygulanan grup.

K HBO HBO+A AG
G

Infark Oram 2222 +3,1* [16,05+ 2,7* |1516+ 1,9% 14,42+ 33*
(%0)

Tim ratlar i¢inde en yliksek infarkt oranm1 %25,38 ile kontrol grubunda en
diisiik infarkt oran1 %9,74 ile aminoguanidin grubunda bulundu. Ratlarin her birinin
iskemi hacimleri, total hemisfer hacimleri ve infarkt oranlar1 Tablo 4.2° de

verilmistir.

35




Tablo 4.2.Ttm ratlarin total hemisfer hacmi, iskemik hacmi ve infarkt oranlar1

Total Hemisfer Hacmi

iskemik Hacim

Gruplar (mm?) (mm?) infarkt orani (%)
K1 750,75 172,92 23,03
K2 749,71 120,37 16,06
K3 726,19 173,22 23,85
K4 743,16 178,54 24,02
K5 728,33 150,37 20,65
K6 653,78 165,94 25,38
K7 737,91 166,75 22,6
HBO1 735,12 141,76 19,28
HBO 2 691,77 120,2 17,38
HBO 3 779,07 107,46 13,79
HBO4 730,08 118,88 16,28
HBO5 769,26 99,02 12,87
HBO6 748,16 143,99 19,25
HBO7 737,25 99,86 13,55
HBOAG1 639,57 112,52 17,59
HBOAG2 690,82 97,4 14,1
HBOAG3 792,05 100,8 12,73
HBOAG4 695,78 117,51 16,89
HBOAG5 689,84 115,82 16,79
HBOAG6 738,2 97,73 13,24
HBOAG7 668,66 98,88 14,79
AG1 671,22 86,66 12,91
AG2 739,92 72,04 9,74
AG3 743,39 129,43 17,41
AG4 714,41 114,72 16,06
AG5 719,33 116,92 16,25
AG6 738,27 131,23 17,78
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AG7 633,69 68,56 10,82

Kontrol grubu ile diger gruplar karsilastirildiginda infarkt oranindaki
azalma, HBO grubunda (p<0,05), HBO+AG grubunda (p<0,05) ve AG
grubunda (p<0.05) olarak bulunmustur ve sonuglar istatiksel olarak anlamlidir.
HBO, HBO+AG ve AG gruplarinin kendi aralarindaki karsilastirmalarinda
infarkt oranlarindaki azalma birbirine esdeger bulunmustur.(p>0,05) (Sekil 4.1).

35

p=0,01

30 - p=0,01
‘ p=0,02

infarkt Orani (%)

N LMo

K HBO HBO+AG AG

Sekil 4.1 Gruplarin one-way ANOVA yontemi ile hesaplanan bir hemisferdeki infarkt
volim oranlari. Tedavi gruplarinin infarkt voliim azalma orani, kontrol grubuyla
kargilagtirildiginda istatistiki olarak anlamlidir (p<0.05), ancak kendi aralarinda istatistiki
anlamh farklilik yoktur (p>0.05). K: kontrol grubu, HBO: hiperbarik oksijen grubu, AG:
aminoguanidin grubu, HBO+AG: kombinasyon grubu.

Bu veriler 15181nda HBO ve AG uygulamasinin iskemik hacmi azaltmada
anlamli bir etkiye sahip oldugunu fakat kombine uygulanmalari halinde iskemik
hacimde anlamli azalma sagladiklar1 halde additif bir etkinliklerinin olmadigi

sOylenebilir.
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TARTISMA

Bu c¢alismada, ratlarda OSAQO’ dan iki saat Oonce verilen HBO’ in ve
okliizyondan 6 saat sonra baglanip, 3 giin (giinde 2 kez) uygulanan AG’ in iskemi
hacmini anlamh sekilde azalttig1 gosterilmistir. Fakat bu iki uygulamanin iskemik
hacmi kiigiiltmede additif bir etkinligi olmamustir.

Fokal serebral iskemide etkilenen bolgenin merkezinde (iskemik cekirdek)
kan akimi kesilmekte, penumbrada ise azalmaktadir. Buna bagl olarak oksijen ve
glukoz seviyeleri kritik degerin altina diismekte, bozulan aerobik metabolizma
sonucu noronal hiicre oOlimii ve iskemi olusmaktadir. Akut evredeki bu
degisikliklerin ardindan inflamatuar reaksiyonlar baslamakta ve bu reaksiyonlarda
sitotoksik rolii olan hiicresel sinyal molekiili NO, 6. saatten itibaren uNOS
enzimatik aktivitesi ile 6zellikle mikroglia ile inflamatuar hiicrelerden salgilanmaya
baslamakta ve 3 ila 4. giine kadar aktif olmaktadir (66,68). Bu donemdeki NO
varligl, iskemik hasar1 ve dolayisi ile infarkt hacmini dahada arttirmaktadir (69).
Ortamdaki oksijen mevcudiyeti ise NO tiretimini tetikleyebilir (58).

Iskemik dokuda HBO’ in kanlanmay: ve doku oksijenasyonunu arttirdig1
(5,89), fakat bunun iskeminin hemen 6ncesi yada iskemi sirasinda verilmesi halinde
faydali olacag: disiiniilebilir. Ciinkii 6. saatten itibaren verilecek olan HBO, NO
sentezini ve dolayist ile serbest radikalleri arttirarak zararli etki gosterebilir. Bu
sebeple HBO tek sefer ve akut evrede verilmelidir.

Iskeminin hemen sonrasinda HBO uygulamas: ratlarda miinkiindiir, fakat
insanlarda bdyle bir uygulama ¢ok az HBO merkezi oldugu igin pratikte oldukca
giictir. Bu nedenle bu tez calismasinda HBO, iskemi oncesi profilaktik olarak

denenmistir.
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uNOS inhibitorii olan AG ise iskemiden sonraki 6 ila 72 saatleri arasinda
verildiginde postiskemik uNOS aktivitesini azaltip sekonder hasari sinirlandirarak
infarkt hacmini azaltabilir (69).

Bu tez ¢alismasinin sonuglarmma benzer sekilde Iadecola ve dig. (67,69)
iskemiden sonra 6. saatte baglanan ve giinde 2 kez 4 giin boyunca uygulanan AG’ in
uNOS’ u inhibe ederek iskemik alani kii¢iilttiigiinii ve bunu inflamatuar hasari
engelleyerek yaptigini bildirmistir.

HBO ise bu calisgmadaki gibi iskeminin hemen oOncesinde yada iskemi
sirasinda uygulanmis ve iskemi hacmini azaltmada olumlu neticeler alinmistir.

Kawamura ve dig. (74) ile Veltkamp ve dig. (135) iskemi periyodu esnasinda
uygulanan HBO’ in infarkt hacminde kiiciilmeye sebep oldugunu ve ayrica
olusacak iskemik noronal hasara kars1 tolerans gelistigini bildirmistir.

Bir baska calismada ratlarda iskemi olusturulmadan hemen 6nce ve hemen
sonrasinda HBO uygulanmis; ilk grupta infarkt oraninda daha anlamli kii¢iilme
oldugu ve myeloperoksidaz aktivitesinde artisinda daha az oldugu gosterilmistir
(88).

Yine bu calismaya benzer sekilde yapilan bir ¢calismada (3), intraluminal ip
metodu ile ratlarda olusturulan OSAO iskemi/reperflizyon modelinde iskemi oncesi
HBO tedavisi verilmis ve iskemi sonrasinda infarkt voliimii ve myeloperoksidaz
aktivitesi ile notrofil birikimine bakilmis sonucta infarkt hacminde anlamli kiigiilme
ile birlikte notrofil birikiminde azalma gozlenmistir.

Son yapilan hayvan c¢alismalarinda HBO’ in 6 saat’ ten Oncesinde
verildiginde faydali etkileri olurken 6 saat’ ten sonra verildiginde ise zararh etkileri
oldugu konusunda goriisler mevcuttur (4,114).

Esas olarak fokal iskemide olugan serebral hasar, fokal hasar ve penumbral
hasar olarak 2 bolgeye ayrilmaktadir. Kan akimin durmasi sonucu 6zellikle iskemik
cekirdekteki hasar agirdir. Iskemik cekirdegi cevreleyen penumbral doku daha az
hasar goriir ¢ilinkii bu bolgeye kollateral kan akiminin destegi vardir. Kan akiminin
en kritik fonksiyonu oksijenasyondur ve bundaki ani azalma sonucu iskemi olusur.
Eger uygun zamanda miidahale edilmezse, penumbral bolgedeki hiicreler ionik
homeostazi koruyamaz ve oliirler. Boylece iskemik hacimde artma meydana gelir.
Bir¢ok arastirmacinin hedefi de bu doniisiimii engellemektir. HBO tedavisi ile
iskemik alan1 ¢evreleyen viabl ve non-fonksiyone dokular kurtarilabilir
(4,96,99,102,135). Mink ve Dutka (89) HBO tedavisinin doku oksijen dagilimini
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arttirdigim1  (6zellikle azalmis kan akimi bdlgelerinde), noronal viabiliteyi
giiclendirdigini ve beyin 6demini azalttigini bildirmistir. Doku PO> artis1 vasitast ile,
HBO hiicresel ve vaskiiler yenilenmeyi tetikleyebilir. Radyasyon injiirisinden sonra
verilen HBO tedavisi doku oksijen konsantrasyonunu arttirmak sureti ile
anjiojenezis ve yeni kapiller kan destegini gostermistir (34).

HBO’ in iskeminin erken sathasindaki faydali etkisine karsin ge¢ donemde
verilmesi halinde zararli olmasi  sebep oldugu serbest radikal artis1 ile
aciklanmaktadir (4,114).

Bilindigi gibi normal serebral damarlarda HBO vazokonstruksiyon
olusturmaktadir (6,10,12,13). Ratlarda yapilan bir calismada ( 44) HBO’ e kars1t NO
ve serebral kan akimi orani incelenmis ve serebral kan akimi oraninda azalma
oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢calismada NO seviyelerinde HBO’ e bagl artis oldugu
gozlenmistir. Fakat NO’ in ayn1 zamanda kuvvetli bir vazodilatdr oldugu
bilindiginden serebral kan akim oraninda artisa sebep olmasi gerekir. Ancak bu
calismanin saghkli ratlarda yapildig: goriilmektedir. Iskemik ortamda bu durumun
tersine dondiigii ve HBO’ in bu bolgedeki kan akimim arttirdigr diistiniilmektedir
(5).

Klinik caligmalarda seri single photon emission computed tomography
(SPECT) ve diger goriintiileme teknikleri ile HBO’ in hasarli beyin bolgesinde kan
akimini arttirdig1 gosterilmistir (8.97,98,100).

HBO uygulamasinin iskemi tedavisindeki yeri halen tartigmalidir ve faydali
oldugu kadar (74,88,89,120,128,135,142) , etkisiz yada zararli oldugunu bildiren
goriisler mevcuttur (63,107,114).

Tahahashi ve dig. (128) kopeklerde olusturulan komplet serebral iskemi
modelinde, postiskemik ilk 1 saat i¢inde ve iskemiden 3 saat sonra verilen 15
dakikalik 3 ATA’ Iik HBO tedavisinin sorviyi olumlu etkiledigini bulmuglardir .

Shiokawa ve dig.(120) spontan hipertansif ratlarda olusturulan kalici
inkomplet serebral iskemi sonrasinda tedavi edilmeyen gruba goére sorvide artis
tespit etmistir.

Yine HBO uygulamas: esnasinda akut iskemi cevabinda olusan fokal
serebral ndrotransmitter cevabi incelenmis; OSAO ile olusturulan iskemi sonrasinda

striatal dopamin saliniminda artis oldugu ve iskemi esnasinda uygulanan HBO’ in
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striatumdan dopamin salinimini azaltarak iskemik hasar1 azalttigir belirtilmistir
(142).

Karsit olarak, Roos ve dig. (114) 2ATA ve 30 dakikalik HBO tedavisinin
OSAO olusturulan rat modelinde faydali etkisi olmadigini iddia etmistir.

HBO’ in noétrofil sekestrasyonunu azaltarak iskemik hasarda faydali rol
oynadig1 da diisiiniilmektedir (3).

HBO beta2 integrin bagimli nétrofil adezyonunu inhibe ederek injiiriyi
azaltic1 etki gosterebilir (130,146). Beta 2 integrin ve endotel hiicrelerindeki
karsiligi olan intraselliiler adhezyon molekiilii (ICAM)’ n inhibisyonu monoklonal
antikor dl¢iimii sayesinde gosterilebilmektedir (136). Insanlarda 3 ATA altinda 45
dakikalik HBO uygulamasi sonrasinda beta-2 integrin inhibisyonunun 12 saat
stireyle devam ettigi gosterilmistir (131). Yine invitro ¢aligmalarda HBO’ in endotel
hiicrelerinde ICAM-1 salinimini azalttig1 gosterilmistir (23).

Fakat bunun tam aksini sdyleyen ve HBO uygulamas1 sonrasinda iskemik
alanda herhangi bir degisikligin olmadigint ve ndtrofil akiminda ve
myeloperoksidaz aktivitesinde normal beyin dokusuna gore fark olmadigini belirten
bir ¢alisma da vardir (63). Bu ¢alismada ratlara verilen HBO, iskemiden 10 dakika
sonra baslanmakta ve 230 dakika boyunca devam etmektedir. HBO tedavisinde
optimal uygulamanin bir saat oldugu diisiiniildiigiinde (4), uzun siire verilmesinin
sonuclar1 degistirebilecegi diisiiniilebilir.

HBO ile serbest radikaller arasindaki iliski incelendiginde de farkli
yorumlarin mevcut oldugu goriilmektedir.

HBO’ in oksijen toksisitesine bagli yan etkileri oldugu, lipid
peroksidasyonunu indiikledigi, serbest radikal tiirevlerini arttirdig1 ve epilepsiye yol
acti81 ¢esitli calismalarda belirtilmistir (6,12,30,35,102,105).

4 ATA ile 90 dakika yapilan bir HBO uygulamasindan sonra beyinde, artmis
lipid peroksidasyon olusumu ve glutatyon peroksidaz seviyesindeki degisimler
bildirilmistir (107).

Aksine HBO’ in serbest oksijen tiirevleri lizerine anlaml bir etkisi olmadigi,
iskemik periferde lipid agrevasyonu yapmadan oksijen destegi sagladigi konusunda
goriislerde vardir (49,126). Buna karsin HBO’ in COX-2 saliniminda azalma yaptigi
(144), apopitotik hiicre sayisini azaltic1 (24), yada inhibe edici etki yaparak (143)
iskemik hasar1 azalttigida one siirlilmiistiir. Sonuglarin birbirinden farkli ¢gikmasinin

nedeni olusturulan iskemi modeli ile yada HBO basing ve uygulama siirelerinin
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degiskenlik gdstermesi ile baglantili olabilir. Ozellikle reperfiizyon modeli
uygulanan ratlarda HBO serbest radikalleri arttiric1 ve zararl etki gosterirken, kalict
iskemi modellerinde erken donemde uygulandiginda faydali olmaktadir. Yiiksek
basing (3 ATA iizeri) ve uzamis uygulamalarda da serbest radikal artis1 gézlenebilir.

Yine bilindigi gibi iskemi sonrasinda olusan hasar sonucu kan beyin bariyeri
gecirgenliginde artis olmakta ve sonucta beyin ddemi ve sekonder hemoraji gibi
komplikasyonlar goriilebilmektedir (43). Rat ve farelerde yapilan bir calismada
iskemi sonrasi erken donemde uygulanan HBO’ in kan beyin bariyeri hasarini
azaltarak erken ve ge¢ donemde beyin 0demini ve iskemik hacmi azalttigi
gosterilmistir (134).

HBO’ in klinik kullanimi konusunda da bir ¢ok calisma yapilmistir
(2,101,115,117). Carson ve Marian ile dig. (26) bu calismalarla ilgili genis bir
tarama yapmislar ve HBO’ in etkisinin sinirli ve yapilan g¢alismalarin yetersiz
oldugunu bildirmislerdir. Fakat HBO’ in klinikte profilaktik uygulamasina
rastlanilmamagtir

Iskemi sonrasinda inflamatuar yanitlarda hasar olusumunda &nemli rol
oynamaktadir. Ilk olarak iskemiden sonraki 12-24 saat arasinda kan beyin bariyerini
gecen lokositler iskemik alani iggal etmektedir. 2 ila 3. giinlerde makrofajlar infarkt
alaninda birikmeye baslamakta ve 5 ila 7. glinlerde baskin hiicreler olmaktadir (54).
Bu donemde uNOS’ 1 o6zellikle mikroglialardan {iretildigi ve olusan NO’ in
mikroglial aktivasyonu sitiimiile ettigi Dbildirilmektedir (45,95) ve  uNOS
immiinoreaktivitesi infiltre 16kositlerde tespit edilmistir (66,68). Intrinsik beyin
hiicreleri olan mikroglia ve astrositler ayni zamanda postiskemik doku
reaksiyonlarini aktive etmektedir (72). Bu akut inflamatuar reaksiyonlar iskemik
hasar1 ilerletmektedir. Dolagimdaki 16kositlerin sayis1 azaltildiginda yada antikorlar
araciligi ile 16kositler bloke edildiginde infarkt alaninda kiiclilme gozlenmis, aksine
IL-1 enjeksiyonunun hasart arttirdigr gosterilmistir (15,31,33,36,150). Fakat
postiskemik inflamasyonun zararli etkilerini nasil ortaya c¢ikardigi tam olarak
anlagilamamustir (77).

Aminoguanidin ise bilindigi gibi relatif selektif uNOS inhibitoriidiir
(60,139).

NO noéronal hiicre 6liimiinden sorumlu tutulan bir mediatérdiir ve akut
strokta infarkt alaninin olusumunda 6ncii oldugu ve NOS inhibitérleri ile bunun

engellendigi bildirilmektedir. (11,25,42,69,103). Bu tez ¢alismasinda da uNOS
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inhibisyonu ile inflamatuar hasarin azaltilacagi ve iskemik hacmin kiiciltiilecgi
distiniilmistiir.

Fakat ilging olarak Cash ve dig. (27), OSAO olusturulan ratlarda iskemiden
sonra NO ve NOS aktivitesini 6l¢miisler ve AG ile tedavi edilen ratlar ile kontrol
grubu arasinda belirgin farklilik bulamamiglar, yinede AG’ in iskemik alam
kiigiilttiigiinii belirtmisler ve bu etkinin bagska mekanizmalar {izerinden olabilecegini
bildirmislerdir.

uNOS’ un iskemi sonrasi salinma zamani, pik ve salinnminin sona erme
zaman1 konusunda goriis ayriliklart mevcuttur. Bu yilizden iskemi sonrasinda AG
uygulamasina baslama zamani ve uygulama siiresi tartismalidir.

ladecola ve dig. (69), AG’ 1 bu tez calismasindaki gibi iskemiden sonraki 6.
saatte baslamis, ve 3 giin devam ettirilmesi sonucunda uNOS inhibisyonu ile faydali
olacagini belirtmistir.

AG’ in iskemiden sonraki ilk 2 saat icerisinde verildiginde iskemik hasari
azaltmada etkili oldugu ama bunun iskemik hasardaki faydasinin uNOS inhibisyonu
tizerinden degil beyindeki PAO inhibisyonu ile gosterdigi konusunda goriislerde
mevcuttur (37). NMDA reseptorii iizerinde bir poliamin baglanma yeri oldugu ve
reseptor ligand aktivasyonu ile glutamat seviyesini arttirarak ndrotoksisiteden
sorumlu oldugu 6ne siiriilmiistiir(59,132). Ayrica poliamin oksidasyonu sonucunda
olusan reaktif aldehitlerinde beyinde sitotoksik etkiye aracilik ettigi sanilmaktadir
(38).

Bir bagka yayinda ratlarda kalict OSAQO’ dan sonra baslanan ve 1 veya 2 giin
verilen AG’ in iskemik alani kiigiiltmede etkili olmadig1 ama 3 yada 4 giin devam
ettirilirse etkinliginin ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (148).

Bu c¢alismanin sonuglarina karsit olarak Dingman ve dig.(45), neonatal
ratlarda OSAO olusturmus ve AG’ in apopitotik hiicre 6liimiinii azaltmakla birlikte
mikroglial proliferasyonun aktivasyonunu  ve iskemik hacmi etkilemedigini
bildirmislerdir.

Deneysel fokal serebral iskemide AG ve HBO ile bir¢ok ¢alisma yapilmasina
ragmen bu ikisinin kombine etkinligi incelenmemistir. Her ikisinin kombine
kullaniminin etkisini incelemek bu ¢alismada amaglanmistir. Fakat AG ve HBO tek
tek kullanildiginda iskemik hasar1 azaltici etkileri olmalarma ragmen kombine

kullanimlarinda additif bir etki gdstermemislerdir.
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Muhtemelen HBO, penumbradaki viabl hiicrelere etki etmekte ve iskemik
hacimde belli bir kiigiilme saglamaktadir, AG ise uNOS inhibisyonu ile
antiinflamatuar ve antioksidan etki gosterip, iskemi hacminin daha da ilerlemesini
engellemekte  fakat mevcut iskemik hacimde daha fazla  kiiclilme
saglayamamaktadir. Sonucta her ikisinin de terapotik etkisi anlamli fakat sinirhidir.
Bu durum, her ikisi birlikte kullanildiginda iskemik hacimde additif bir azalma
olmayisini agiklayabilir.

Tiim bu verilere ragmen gliniimiizde AG ve HBO’ in etki mekanizmasi tam
olarak acikliga kavusturulamamistir ve bu konuda daha ayrintili  calismalar

yapilmasi gereklidir.
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SONUC

Bu deneysel ¢aligmada iskemi oncesi verilen HBO’ in ve iskemi sonrasinda
verilen AG’ in infarkt oraninda dolayis1 ile iskemik hacimde istatiksel olarak
anlamli bir azalma yaptig1 gosterilmistir. Fakat bu ikisi kombine olarak verildiginde
additif bir etkinlik gostermemislerdir. Buda iskemi konusunda tedavi imkanlarinin
halen ne kadar kisithi oldugunu gostermektedir. Su gercek unutulmamalidir ki 6lmiis
olan hiicreleri geri kazanmak miimkiin degildir. Giiniimiizde yapilan deneysel
tedaviler sadece iskemik hasart miimkiin oldugunca smirlamaya yoneliktir ve
bunlarin kesin kiir saglayamayacagi agiktir.

Iskemiden korunmanin iskemi olustuktan sonra yapilacak tedaviden c¢ok
daha 6nemli oldugu aciktir. Ama yinede klinikte gecici serebral damar kliplemesinin
gerektigi major norosirurjikal operasyonlardan Once profilaktik olarak HBO
uygulamasinin denenebilecegini yada AG ve benzeri yeni nesil ilaglarin iskemi
sonrasinda kullanabilecek yeni tedavi secenekleri olarak diisiiniilebilecegi umut
edilebilir.
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