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Ozet

Amag:

Calisma, dort damar okliizyon metodu ile global
serebral iskemi uygulanan ratlarda gerceklestirildi. Caligmanin
amaci iskemik dokularda reperfiizyon sonrasi geligsen hasari
onlemede flavonoidlerin etkisini aragtirmakti. Yontem:

Grup 1 (kontrol grubu), grup 2 (iskemi-reperfiizyon grubu),
grup 3 (tedavi sonrasi iskemi-reperfiizyon grubu) olmak iizere
tic grup olugturuldu. Tiim gruplarda islem sonrasi elde edilen
beyin dokularinda malonyldialdehyde ve glutatyon peroksidaz
aktivite sevciyeleri ile histopatolojik olarak hiicre yapilari
degerlendirildi.

Bulgular:

Malonyldialdehyde (MDA) diizeyleri kontrol grubuna goére
grup 2’de anlaml olarak (p<0.01) artarken grup 3’teki artis
anlamli degildi. Glutatyon peroksidaz aktivite diizeyleri grup
2’de anlamli olarak azalmisti (p<0.01). Histopatolojik olarak
da grup 3’de hiicrelerin daha iyi korundugu goriildii.

Sonug:

Elde ettigimiz bulgular flavonoidlerin reperfiizyon sonrasi
lipid peroksidasyonunu azaltmada etkili oldugunu
diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Global serebral iskemi, reperfiizyon,
flavonoid

Summary

Purpose:

This study was carried out in rats applied global
cerebral ischemia, using four vessels occlusion method. The
aim of the study was to investigate the effect of flavonoids to
prevent the injury after reperfusion in ischemic tissue.
Materials and methods:

Three groups were constituted as the group 1 (control group),
the group 2 (ischemia-reperfusion group) and the group 3
(ischemia-reperfusion after flavanoid treatment). In all the
groups, malonyldialdehyde and glutathion peroxidase activity
levels and histopathologically celluler structures were
evaluated in cerebral tissues obtained after procedure.
RESULTS: While malonyldialdehyde levels significantly
increased in the group 2 compared to the controls, the increase
1n the group 3 was not significant. GSH-Px activity levels were
significantly increased in the group 2 (p<0.01). It was shown
that the cells were histopathologically protected in the group 3.
Conclusion:

Our findings concluded that flavonoids were effective to
diminish lipid peroxidation after reperfusion

Keywords: Global cerebral ischemia, reperfusion, flavonoid

Giris

Iskemi reperfuzyon hasari pek ¢ok cerrahi girigim sonrasi
kargilagilan ve dokuda destruksiyon olusturan ciddi bir
durumdur [1]. Iskemi sonrasi esas hedef reperfiizyonun
saglanmasi iken bu durum her zaman igin olumlu sonuglar
dogurmamakta aksine reperfuzyonun baglamasi doku injurisi-
ni indiikleyebilmektedir [2].

Iskemi, reperfiizyon ve no-reflow fenomeni cerrahi sirasinda
doku hasarinin potansiyel — kaynaklaridir [3]. Arkus aorta
anevrizmalarinin tamiri serebral dolagimin gecici siire
kesilmesini iceren girigsimlerle miimkiin olabilmektedir. Ancak,
merkezi sinir sistemi anoxia’ya oldukg¢a duyarli oldugu i¢in bu
ameliyatlar sonras1 olusabilecek norolojik hasar en korkulan
komplikasyonlardir [4]. Bu esnada olugan global serebral
iskemiden beyini korumak amaciyla; hipotermik arrest,
selektiv serebral perfiizyon ve retrograt serebral perfiizyon gibi
stratejiler gelistirilmistir [5, 6]. Ancak dolagimin yeniden
saglanmasi da injuriyi artirabilmektedir. Hiicre injurisine eslik
eden temel mekanizma serbest oksijen radikallerine bagl lipid
peroksidasyonudur ve bu olay poliansatiire yag asitleri ile
fosfolidlerden olugan hiicre membranini dekompose eder [7].
Serebral korumay1 artirmak amaciyla E vitamini, C vitamini
benzeri cesitli farmakolojik ajanlar kullanilmaktadir [8].
Giintimiizde kapiller duvar frajilitelerini azaltmak amaciyla
kullanilan flavanoidlerin serbest radikallere bagli hasarlari
azaltmada etkili olabildiklerine dair yayinlar mevcuttur [9].
Biz de deneysel global serebral iskemi-reperfiizyon modelinde
olusan hasar1 ve bu hasar1 6nlemede flavanoidlerin etkisini
biokimyasal ve histo-patolojik olarak arastirdik.

Materyal ve Metod

Caligma, etik kurul onay: alindiktan sonra 230-270 gr agir-
Iigindaki toplam 32 Winstar cinsi ratla yapildi. Tiim agamalar-
da  "The guide for the care and use of laboratory
animals (NIH publications No:86-23, revised 1985)”’
prensiplerine uyuldu. Ratlar ti¢ gruba ayrildi:
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Grup 1 (n=10): Sham-operated grup (Kontrol) :

Sadece anestezi ve insizyon uygulandi.

Grup 2 (n=10): Iskemi reperfuzyon grubu (i/R)

Grup 3 (n=12): Tedavi + I/ R grubu : Bir hafta siireyle

gastrik yolla 100 mg/kg/giin dozunda flavonoid iceren

(Daflon, Servier) tedavi sonrasi iskemi reperfuzyon

uygulanan grup.
Iskemi olusturmak icin Pulsinelli ve Brierly'nin dért damar
okluzyon modeli kullanild:r [10,11]. Anestezi IM olarak 3
mg/kg xylazin (Rompun, Bayer) ve 40 mg/kg ketamin HCI
(Ketalar, Eczacibag1) ile saglandi. Hicbir hayvana
hemodinamik ve solunum destegi gerekmedi. Anestezi sonrasi
her iki common carotid arter 6n midline servikal insizyonla
explore edildi. Kalin ipek siitlir materyali (2/0) karotis akimini
kesmeyecek sekilde gevsekce her bir arter etrafina doniilerek
yerlestirildi ve siitiirler insizyon hattindan disar1 ¢ikarildi.
Sonra tek bir siitiir ile insizyon kapatildi. Ikinci bir insizyon
boyun dorsaline orta hattina yapildi ve her iki vertebral arter
bipolar elektrokoter ile birinci servikal vertebranin alar
foramen:1 boyunca koterize edildi. Daha sonra hayvanlarin
uyanmasi i¢in bir giin beklenildi. Hayvanlar uyandiktan sonra
30 dk siireyle karotid akim kesilecek sekilde ipekler sikistirildi.
Viicut 1s1s1 iglem sirasinda ve iglemden sonraki 30 dk siireyle
37 0C de sabit tutuldu. 30 dakika sonra karotis etrafindaki
ipekler gevsetildi ve karotis akiminin restore oldugu direkt
olarak gozlendi. Grup 2 ve 3’deki hayvanlarda 20 dk siireyle
reperfiizyon uygulandi. Intraperitoneal olarak 0.05 ml/ 100 gr
olacak sekilde verilen yiiksek doz Nembutal ile sacrifie edildi.
Bu islem sonrasi kafatas1 agilarak tiim beyin ve beyincik
dokular ¢ikarildi. Cikarilan dokular iki esit par¢aya boliinerek
yaris1 biyokimyasal analiz yaris1 histopatolojik inceleme igin
alindi. Biyokimyasal analiz igin dokular serum fizyolojikle
yikanip alimunyum folyaya sarilarak -80°C derin dondurucuya
yerlestirildi.

Biyokimyasal Inceleme:

Beyin dokusu MDA diizeyleri Ohkawa ve ark. [12] nmn
gelistirdigi yontemle 6l¢iildii. Beyin dokusunun 1 gramma 9
ml %1.15 KClI eklendi (1:10) ve teflon u¢ yardimiyla ultra-
tunnax T25 Homogenizer ile homojenize edildi. Daha sonra
0.2 ml %10 (w/v) doku homojenati, 0.2 ml %8.1 sodyum dode-
S i 1
siilfat (SDS) ve 1.5 ml %20 asetik asid solusyonu ilave edilip
1.5 ml %0.8 akoz tiyobarbitiirik asit solusyonundan katilarak,
son hacim 4 ml olacak sekilde distile su ile tamamlandi. 60
dakika 95°C sicak kaynar su banyosunda inkubasyondan sonra
cesme suyu ile sogutularak, 1 ml distile su ve 5 ml
n-butanol-piridine karigimindan (15:1 v/v) eklendi ve santrifiij
edilerek {stteki organik tabaka alindi ve 532 nm dalga
boyunda absorbans ol¢iimii yapilarak MDA diizeyleri
hesaplandi.

Beyin dokusunda GSH-Px aktivitesi NADPH'n glutatyon
reduktaz enzimi ile oksidasyonu esasina dayali olarak calisan
Paglia ve arkadaglar1 [13]'nin metoduna gore 6l¢iildii. Beyin
doku ornekleri %0.9 NaCl ile yikandiktan sonra 0.05 M fosfat
tamponu (pH:7) ile 10 kat sulandirilarak teflon uglu
ultra-Tunnax T25 Homogenizer ile 4 dakika aerobik sartlarda
homojenize edildi. Daha sonra 15 000 rpm de 10 dakika
santrifiij edilerek elde edilen supernatantlarda GSH-Px aktivite
tayinlerde yapildi. Doku protein diizeyleri ise Lowry metodu
ile ol¢iildii [14].

Histolojik inceleme:
Histolojik inceleme i¢in hipokampus ve cerebellumdan alinan
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doku ornekleri % 10’luk formolde tespit edilerek rutin takip
isleminden sonra parafine gomiildi. Parafin bloklardan 4
mikrometre kalinlhiginda elde edilen kesitler hematoksilen
eozin ile boyanarak 1sik mikroskobunda (Olympus BX 50,
Japan) degerlendirildi. Hipokampus bolgesindeki pramidal
hiicreler ile cerebellumdaki purkinje hiicreleri yapisal yonden
degerlendirildi.

Istatistik:

Elde edilen veriler ortalama =+ standart deviasyon olarak alindi.
Istatistiksel analiz i¢in grup ici ve gruplar arasi varyans analizi
icin paired t testi (Mann Withney U) uygulandi. P<0.05 anlam-
I1 olarak kabul edildi.

Bulgular

Kontrol grubunda MDA diizeyi 150.61 + 8.08 nmol/gram doku
iken I / R grubunda reperfiizyon sonrast 197.47 = 8.49 nmol /
gram’a, tedavi grubunda ise 159.01 + 9.37 nmol / gram’a
yiikseldi. Tedavi + I / R grubundaki artig anlaml1 bulunmazken
(p>0.05), 1 / R grubundaki artis hem kontrol hem de tedavi
gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamliyd: (p< 0.001).

25 [0
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Sekil 1: Gruplarin reperfiizyon sonrasi serebral doku lipid
peroksidasyon diizeyleri (LPO: Lipid peroksidasyon, I/ R: Iskemi -
reperfiizyon)

'p<0.001 (Kontrol - I/ R grubu), a p<0.001 (I/R grubu - Tedavi + I/ R
grubu)
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Sekil 2: Gruplarin reperfiizyon sonrasi serebral doku glutatyon
peroksidaz aktivite diizeyleri (GSH-Px: Glutatyon peroksidaz
aktivite diizeyleri, I / R: Iskemi -reperfiizyon)

*p<0.001 (Kontrol - I/ R grubu), a p<0.001 (I/R grubu - Tedavi + 1/

(Sekil 1-2)
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Kontrol grubunda 44.41 + 2.61 U / mg protein olan GSH - Px
aktivite diizeyi, I / R grubunda 39.72 + 2.17 U / mg protein,
tedavi grubunda ise 47.62 + 3.75 U / mg protein olarak
bulundu. Kontrol grubu ile tedavi + I / R grubu arasinda
istatistiki bir fark bulunmazken (p> 0.05), 1/ R grubu ile hem
kontrol hem de tedavi grubu arasinda istatistiki anlam vardi
(p< 0.01).

I / R grubundaki deneklerden elde edilen Kkesitlerin
histopatolojik olarak incelenmesinde hipokampus bolgesinde
piramidal hiicrelerinin nekroze olup ortadan kaybolduklari,
kalan hiicrelerde de yogun dejenerasyon olustugu (Resim 1 A),

Resim 1: Iskemi-reperfiizyon grubunda hiicre yapilarinda sayi-
ca azalma ve kalan hiicrelerde ise yogun dejenerasyon izlen-
mektedir: Pramidal hiicreler (A), purkinje hiicreleri (B).

purkinje hiicrelerinin ise sayica azaldigi gozlendi (Resim 1 B).
Flavonoid ile tedavi uygulandiktan sonra I / R uygulanan
gruptaki kobaylarin kesitlerinde ise hem pramidal (resim 2 A)
hem de purkinje hiicrelerin (resim 2 B) say1 ve yap1 olarak

daha iyi duramda olduklan goriildi.

Resim 2: Flavonoid tedavisi sonrasi iskemi reperfiizyon uygu-
lanan grupta hiicre yapilari iskemi-reperfiizyon grubuna gore say1
ve yapt olarak daha iyi durumda izlenmektedir: Pramidal hiicrel-
er (A), purkinje hiicreleri (B).

Tartisma

Postiskemik dokularda major serbet oksijen radikalleri (SOR)
kaynagi olan xyantin oxydase enzimi, referfiizyon sonrasi
molekiiler oksijeni kullanarak hypoxanthini xanthine cevirir.
Ancak bu islem sirasinda da siiperoksit anyonu agiga cikar.
Stiperoksit ve hidrojen peroksit zayif reaktivler olup dokuda
direk bir hasar olugturmazlar. Demir gibi metallerin varliginda
daha giiclii reaktivlere cevrilirler ve hiicre hasarina katkida
bulunurlar [1].

Iskemi ve reperfiizyon siiresi gesitli organlar icin degistigi gibi,
beyin i¢in de farkli caligmalarda farkli siireleri uygulayan
modeller mevcuttur. Beyinde 10 dakika gibi kisa bir siirede
iskemik hasarin olustugunu ve reperfiizyon hasarinin olugsmasi
icin de 15 dakikalik bir siirenin yeterli oldugunu gosteren
yayinlar vardir [15, 16]. Biz de 30 dakikalik iskemiyi takiben
20 dakikalik reperfiizyon ile hasar olustugunu gozlemledik.
SOR artis1 lipid peroksidasyonunu indiikleyerek endotelyal
biitiinliigii bozup endotelyal tabakada polimorphonuclear
I6kosit (PNL)’lerin adhezyon ve akiimiilasyonunu artirarak
yeni radikal tiretimine yol acar [17]. Bu olaylar sirasinda aragi-
donik asit metabolitlerinin agiga ¢ikist ve dolayisiyla inflamat-
uar cevap da artar. Bradikinin nonspesifik inflamatuar bir ajan
olarak hem mikrovaskiiler flow hem de makromolekiillerin
gecisini artirmak suretiyle 6deme katkida bulunur [18].
Iskemi reperfuzyon sonrasi ortaya cikan degisiklikler
inflamatuar cevap sirasinda karsilagilan mikrosirkulasyon
degisiklikleriyle benzesir. Kemotaktik akiimiilasyon, dolasan
lokositlerin aktivasyonu ve adhezyonu bu olaydaki en belirgin
ozelliklerdir [19, 20]. Adheran lokositler ve aktive olmug mast
hiicreleri histamin, bradikinin, 5-OH triptamin gibi
kontraktiliteyi artirict ve prostoglandin gibi permeabilite
artirict maddelerin salinimini da  artirir.  Histamin ve
bradikinin, direkt reseptorler yoluyla endoteliyal hiicreleri
stimiile eder ve permeabilite artigina yol agar. Lokotrien B4
(LTB4) ise, lokositleri hedef alarak aktivasyonlarini artirir ve
bu da SOR iiretim artigina yol agar.

Malonyldialdehit (MDA) lipid peroksidasyonunun son
iriintidiir ve lipid peroksidasyonunun major gostergesidir.
Serbest radikaller oksidativ metabolizma sirasinda olusur
ancak genelde iyi kontrol edilir. Bu kontrolde siiperoksit dis-
mutaz (SOD) ve Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi 6nemli
intraseliiler defansive enzimler rol oynar. Santral sinir sistemi
serbest radikal hasara daha duyarlidir ve bu durum relativ
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olarak daha az SOD’a sahip olmayla agiklanabilmektedir [3].
Calismamizda kullandigimiz Daflon adli ilag %90 flavone
diosmin, %10 flavone hesperidin icerir. Repertiizyon hasarinda
etkili oldugu bilinmekle beraber bu etki mekanizmasi tam
olarak ortaya konamamustir. Bu etkinin lipooxygenase
inhibisyonuna [21] ve intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1) inhibisyonu yoluyla 16kosit tutulumunun azalmasi-
na [22, 23] bagh oldugu diisiiniilmektedir. Diosminin lipid
peroksidasyonunu inhibe etmede vitamin E kadar etkili
oldugu gosterilmistir [24]. Diosminin arasidonik asidin
otoperoksidasyonu ile indiiklenen bakir selasyonuna yol actig1
bilinmektedir [25]. Rat karaciger ¢aligmalarinda flavonoidlerin
hem enzimatik hem de non-enzimatik yolla olusan stiperoksit
anionlarin olusumunu azalttig1 gosterilmistir [9].

Alloksan adli ilacin IV infuzyonuyla olusturulan deneysel
hiperglisemi calismasinda flavonoid verilen deneklerde SOR
artigina bagl gelisen hiperglisemi diizeylerinde kontrol gruba
gore belirgin bir azalma goriilmiigtiir [17]. Insan lokositleri ile
yapilan ¢aligmalarda da olugan serbest radikaller chemolumines-
cence (CLL) teknigiyle ol¢iilmiis ve flavonoid verilmesiyle SOR
olusumunda azalma oldugu gosterilmistir [26].

Gerbillerle yapilan serebral iskemi c¢aligmalarinda
flavonoidlerin 5 lipooxygenase inhibisyonuyla l6kotrien C4
(LT C4) ve Iokotrien D4 (LT D4) iiretimindeki artisi %80
oraninda azalttig1 bildirilmistir [16]. Gerbillerle yapilan bir
bagka calismada ise karotid ligasyon ile gegici iskemiyi takiben
olusan reperfuzyon sirasinda hidroksil radikal diizeyleri
aragtirilmistir. Kontrol grubunda 7.34 + 0.88 ng/mg protein
olan hidroksil diizeyi 100 mg/kg dozunda daflon verilen
deneklerde 0.45 + 0.09 ng/mg protein olarak bulunmustur [27].
Calismamizda da iskemi-reperfiizyon uygulanan deneklerde
GSH-Px aktivitesini asacak diizeylerde lipd peroksidasyonu
olustugu ve bu durumun flavonoidle tedavi edilen grupta daha
az oldugu goriildi. Global serebral iskemi-reperfiizyon
modellerinde hippokampus bolgesindeki piramidal hiicreler
iskemiye en duyarli hiicreler olup, degerlendirmelerde bu
hiicrelerin kaybi kriter alinmaktadir [11,28]. Bizde c¢alis-
mamizda yaptigimiz histo-patolojik incelemede flavonoid
tedavisi sonrast I / R uygulanan grupda hippokampus
bolgesinden ve serebellumdan elde edilen kesitlerde hiicre
formasyonunun oldukga iyi korundugu gozledik.

Sonu¢ olarak; etki mekanizmasindan c¢ok, etkinligini
arastirdigimiz bu calismada elde ettigimiz bu bulgular,
flavonoidlerin iskemi sonrasi reperfiizyona bagl gelisen doku
hasarin1 6nlemede oldukga etkili oldugunu diisiindiirmektedir.
Ancak daha farkli calismalarla bu tezin desteklenmesi
gerektigini diistinmekteyiz.
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