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1. OZET

Ginkgo Bilobanin Arteria Karotis Kan Akimi Kesilen Sicanlarin Beyin Hacmi
Uzerine Etkisi

Iceriginde bulunan flavanoidler sayesinde kuvvetli serbest radikal tutucu
ozelligine sahip Ginko Biloba (GB) hipoksi sonucu azalan kan akimi ve olusan serbest
oksijen radikallerinin meydana getirdigi hasarlarin diizeltilmesinde kullanilabilecek
gecici bir antioksidandir Son yillarda bu o6zellikleri nedeniyle deneysel ve klinik
calismalarda yaygin olarak kullanilan GB ile ilgili bir¢ok caligma yapilmistir. Ancak
GB’ nin beyin iskemisi iizerine olabilecek muhtemel etkilerini arastiran yeterli
calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle, karotid arter kan akimi kesilerek olusturulan
beyin iskemisinde, GB’nin beyin hacmi iizerine olabilecek etkilerini arastirmak i¢in bu
calisma planlanmustir.

(Calismada toplam 24 erigkin sican kullanildi. Sicanlar 6 sigcandan olusan 4 gruba
ayrildi. Birinci gruba herhangi bir islem yapilmadi. ikinci ve iigiincii grup sicanlara 30
dakika siireyle sag ve sol arteria karotis communis klemplenerek iskemi uygulandi.
Ikinci grup siganlara iskemi yapildig1 giinden itibaren 14 giin boyunca agiz yoluyla her
giin ayn1 saatte GB yapraklarinin kuru ektresini igeren damla (Tebokan Fort Damla,
Abdi Ibrahim Ila¢ Sanayi ve Tic A.S. Istanbul, Tiirkiye) (100 mg/kg) verildi. Dérdiincii
grup sicanlara ise sadece cerrahi stres uygulandi. Hayvanlar 14. giinde perfiize edilerek
beyin dokular1 ¢ikarildi. Beyinler rutin histolojik doku takibinden gecirilerek parafin
bloklara gomiildii. Daha sonra 30 mikron kalinliginda 1/10 oraninda 6rneklenen
kesitler, Cresyl fast violet ile boyand1 ve hacim hesaplamasi yapildi.

(Calisma sonucuna gore sham ve kontrol grubu arasinda beyin hacmi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin oldugu gozlendi (p<0,05). Bu sonuglar, cerrahi
stresin beyin hacmini olumsuz yonde etkiledigini gdstermektedir. 30 dakika uygulanan
iskemi sonrasi iskemi ve kontrol grubu arasinda hacim bakimindan bir farkliligin
olmamasi iskemi sonucu olusabilecek muhtemel hacim artisinin 14 giin i¢inde ortadan
kalktigini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Beyin, Sican, Iskemi, Ginkgo Biloba, Stereoloji
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2. SUMMARY

Effect of Ginkgo Biloba on Brain Volume After Carotid Artery Occlusion in Rats

Gingko Biloba (GB) is a temporary antioxidant, which can be used for
correcting the damages formed by decreased blood stream and occurred free oxygen
radicals as a result of GB hypoxia that has the qualification of strong free radical
scavenger due to flavanoids found its content. Lots of studies carried out related to GB,
which is commonly used in experimental and clinical studies based on its qualifications
in recent years. However, no sufficient study, which makes researches about the
possible effects of GB on brain ischemia, is found. Because of this reason, a study is
started to make research about the possible effects of GB in brain volume related to
cerebral ischemia occurred by stopping the carotid artery blood stream.

In total 24 adult rats are used in the study. The rates are divided in 4 groups,
consisting of 6 rats. No operation is applied to the first group. Ischemia is applied by
clamping right and left arteria carotid communis to second and third group rates for 30
minutes. Since the day ischemia is applied to the second group rats, a (100 mg/kg)drop
(Tebokan Fort Damla, Abdi Ibrahim Ila¢ Sanayi ve Tic A.S. Istanbul, Turkey) involves
dry extract of GB leaves given to them orally for 14 days everyday at the same time.
Related to forth group rates, only surgical stress is applied. Animals are perfused on
14th day and their brain tissues are removed. Brains are passed through routine
histological tissue proceeding and they are absorbed in paraffine blocks. After that,
cross sections from samples at the rate of 1/10 and in 30 micron thickness are painted
with Cresyl fast violet and volume calculation is performed.

According to the study result, it is observed that there is no significant
differences in statistic with respect to brain volume (p<0,05). The fact that there is no
differences between 30 minutes of ischemia and surgical stress groups and between
control groups with respect to volume, shows that possible volume increase that can be
occurred as a result of ischemia result, disappears within 14 days.

Key Words: Brain, Rat, Ischemia, Ginkgo Biloba, Stereology



3. GIRIS ve AMAC

Bir dokuya giden kan akiminin belli bir siire azalmasi veya tamamen kesilmesi
olarak tanimlanan iskemi, klinikte son derece Onemli patolojik olaylarin ve geri
doniisiimsiiz bircok bulgunun ortaya ¢ikmasina yol agan bir durumdur (1). Iskemi
arteriyel kan akiminin oldugu her doku ve organda degisik nedenlere bagli olarak ortaya
¢cikabilir. Ornegin damar sisteminde meydana gelen kesik veya basilar gibi mekanik ve
veya fiziksel etkilerle iskemi olugabilecegi gibi, zaman igerisinde degisik etkenlerle
damarlarda meydana gelen yapisal farkliliklar da iskemiye yol agabilir. Ozellikle kalp-
damar hastaliklar1 sonucunda ortaya ¢ikan iskeminin beyinde énemli sonuglar1 ortaya
cikmaktadir. Beyin hasar1 ve buna bagl olarak ortaya ¢ikan ciddi norolojik fonksiyon

bozukluklar beyin iskemisinin en énemli sonuglarindandir (2).

Beyin, beyincik, omurilik gibi merkezi sinir sistemi (MSS) dokularinin diger
dokulara gore iskemiye ¢cok daha duyarli oldugu bilinmektedir. Ornegin beyin yiiksek
bir metabolik hiza karsin, diisiik oranda oksijen ve yiiksek enerjili fosfat ya da
karbonhidrat rezervine sahiptir ve bu nedenle iskemiye oldukc¢a duyarhidir (3). Ayni
sekilde hipokampus ve talamusun baz1 boliimleri ve beyincik de iskemiye kars1 oldukca
hassas olan MSS dokularidir. Bu hassasiyet beraberinde insan hayatini dogrudan
etkileyen, dliimle sonuglanabilen veya yagam kalitesini oldukga diisiiren ciddi norolojik,
patolojik ve psikolojik olaylarin meydana gelmesine de neden olmaktadir. Bu nedenle

konu arastiricilar tarafindan oldukea ilgi gérmektedir.

Gilintimiizde iskemik hasarin mekanizmasi 6nemli derecede ortaya konmustur (4).
Iskemik hasarin mekanizmasinin ortaya konmasi, iskeminin olas1 sonuclarmin ortadan
kaldirilmasina veya azaltilmasina yonelik ¢alismalarin artmasina neden olmustur. Bu
artisin diger Onemli nedenlerinden bir tanesi de, hayvanlarda deneysel iskemi
modellerinin olusturularak elde edilen sonuglarin klinikte de uyarlanabilirliginin
gosterilmesidir (4, 5, 6, 7). Bu ¢alismalarin sonuglarinin uygulanabilirligi iskemi sonucu

ortaya ¢ikan patolojik bulgularin yikici etkilerini azaltacagi muhakkaktir (4).



Iskemi veya herhangi bir baska nedenle yeterince oksijenlenemeyen dokularda
asirt ATP yikimi sonucu serbest oksijen radikalleri (SOR) olusur. SOR ortaklanmamis
elektronlar nedeniyle oldukca reaktiftir ve hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat
ve enzim gibi onemli biyolojik yapilar ile tepkimeye girer. Bu nedenle SOR’un,
dokudaki hasarlanmalarin ana kaynagi olabilecegine dair ciddi deliller mevcuttur (8).
Konuyla ilgili ¢alismalar incelendiginde, calismalarin 6nemli bir kisminin, iskemi
sonucu olugan SOR’un olusumunu azaltmak veya engellemek tiizerine kurgulandigi
goriilmektedir. Bu amag icin iskemi tedavisinde kullanilan mevcut ilaclarin kimyasal
yapilarinda degisikliklerin yapildig1 veya yeni gelistirilmeye calisilan ilaglarla ilgili
caligmalar yapilmakla birlikte, dogada bulunan bir kisim bitki 6zleri ile yapilan
calismalara da rastlanmaktadir. Bu bitkilerin en 6nemlilerinden bir tanesi de Ginkgo

Biloba (GB)’dir.

Ginkgo Biloba’nin anavatani Asya’dir ve uzun yillar boyunca bu bdlgelerde
birgok hastaligin tedavisinde kullanilmistir. Japon Erigi adiyla da bilinen GB’nin
ozellikle Cin’in degisik bolgelerinde yetistigi bilinmektedir (9). Geleneksel Cin tibbinda
yaklasik 5000 yil 6nce GB’nin yaprak ve tohumlarmin astim, Oksiiriik, bronsit ve
inkontinans tedavisinde kullanildigi bilinmektedir (10). Ginkgo Biloba, serebral ve
periferal kan akist bozukluklarinda yarart kanitlanmis bir bitkidir. Icerigindeki
flavanoidler sayesinde kuvvetli serbest radikal tutucu 6zellige sahip olan GB ekstreleri,
iskemi sonucu azalan kan akimi ve olusan SOR’un olusturdugu hasarlarin
diizeltilmesinde kullanilabilecek gegici bir antioksidan olarak kabul edilmektedir (8).
Ancak kaynaklarda iskeminin beyinde olusturdugu hasar tizerine GB’nin etkisini
arastiran yeterince arastirmaya rastlanmamistir. Bu nedenle c¢alismamizda GB’nin
arteria karotis kan akimi kesilerek olusturulan beyin iskemisinde, sicanlarin beyin

hacmi iizerine etkisi’nin arastirilmasi amacglanmastir.

Stereoloji, yapilardan elde edilen makroskobik veya mikroskobik kesit
goriintiilerinden yola ¢ikarak, o yapilar hakkinda giivenilir sayisal veriler elde etmek
icin kullanilan bir dizi yontemler biitiiniidiir. Bagka bir ifadeyle, stereoloji yapilarin iki
boyutlu goriintiileri kullanilarak, onlarin {i¢c boyutlu 6zellikleri hakkinda bilgi

edinilmesini saglayan bir yontem bilimidir. Bilindigi iizere kesitlerde iki boyutlu olarak



gozlenen ve sayisal verisi elde edilmek istenen yapilar, ebatlari ne olursa olsun,
gercekte tic boyutlu yapilardir. Bu durumda gercege en yakin sayisal verilere ulagmak

giiniimiizde ancak stereolojik yontemlerle miimkiindiir (4, 11, 12, 13, 14).

Buraya kadar verilen bilgilerden de anlasilacag {izere sigan beyni iskemisinde GB
kullaniminin etkisinin gosterildigi calismalar yok denecek kadar azdir. Ustelik bu
calismalar etkin (az zamanda gilivenilir sonu¢ elde edilmesini saglayan) ve tarafsiz
(gercek degerden sistematik bir bicimde sapma gostermeyen) olarak tanimlanan
stereolojik metotlarla yapilmamistir. Sonuglar kantitatif degil kalitatif olarak
degerlendirilmistir. Bu caligma giiniimiizde morfometrik c¢alismalarda bir standart
olusturmaya baslayan ve kantitatif sonuglardan yola c¢ikilarak degerlendirme yapilan
stereolojik yontemlerden faydalanilarak yapilmigtir. Calisma gruplarmin beyin
hacimleri alan hesabi yontemine gore hacim hesaplamasiyla hesaplanarak, elde edilen

veriler istatistiksel olarak karsilastiriimistir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Beyin Morfolojisi

Beyin, canlilarin mental ve motor fonksiyonlarinin olusmasinda temel ve
fonksiyonel énemi olan bir organdir (15). Eriskin bir insan beyni yaklagik 1400-1500
gram agirligindadir ve total viicut agirigmin %2’sini olusturur. insan beyni 1,2x10'"
noron ile bunun § kat1 kadar glial hiicre icerir (16, 17). Beyin dokusunun metabolizmasi
icin gerekli oksijen ve glukoz beyine kan yoluyla gelir. Beyinde gerektiginde
kullanilmak tizere oksijen ve glukoz rezervi bulunmaz. Bu nedenle beyine kesintisiz kan
gelmesi ¢ok oOnemlidir. Beyin dokusunun biitiinliigiiniin ve fonksiyonlarinin
stirdiiriilebilmesi i¢in, kalbin dakikadaki atim voliimiiniin yaklasik %15’1 kadar kan
alabilmesi gerekir. Beyine gelen kanin 350-400 ml’si her iki karotis arterden, geri kalan
200-300 ml’si ise vertebral arterlerden beyine tasinir. Her 100 gr beyin dokusu i¢in
dakikada 50 ml kana gereksinim gosteren beyin, dakikada 750-1000 ml kan alir.
Istirahat halindeki normal eriskin insan beyni, her 100 gr doku i¢in dakikada 3,35 ml
oksijen tiiketir (18, 19).

4.1.1. Insan Beyninin Anatomisi
Beyin, beyin kavitesi icerisinde yer alir ve dura mater, araknoid mater ve pia
mater zarlart ile cevrilidir. Anatomik olarak beyin {li¢ temel bdliime ayrilir. Bunlar

omurilikten yukariya dogru olmak iizere rhombensefalon, mesensefalon ve

prosensefalon’dir (20).

4.1.1.1. Rhombensefalon

Rhombensefalon (arka beyin) medulla oblongata, pons ve beyincikden olusur. Her

lic yapinin anatomik &zellikleri asagida verilmistir.



a. Medulla oblongata (omurilik soganmi): Beyin sapinin en alt kisminda bulunan
medulla oblongata koni seklinde olup yukarida pons’a asagida medulla sipinalise
baglanir (21). Medulla oblongata’nin ventral yiizeyinde kortikospinal yollar1 igeren
pyramis, nukleus olivaris inferior’u iceren oliva ile 9., 10., 11. ve 12. kranial sinirler
bulunur. Dorsal yiizeyinde ise tuberkulum grasile, tuberkulum kuneatum ve fossa

rhomboidea bulunmaktadir (22).

b. Pons: Medulla oblongata’nin iist, mesensefalon’un ise alt kisminda yer alir.
Pons iki boliimden olusur. Birinci boliimii, bazi kranial sinir niikleuslarini formatio
retikiilaris’in bir boliimiinii ve inen-¢ikan yollar1 igceren tegmentum pontisi meydana
getirir. Ikinci boliim, niiclei pontis, fibrae pontis transversae ve fibrae pontis
longitudinales’i igeren pars pasillaris pontistir (21). Baz1 kranial sinir niikleuslarinin ve
inen-¢ikan yollarin burada bulunmasi pons’un 6nemli bir fonksiyona sahip oldugunu

gostermektedir (23).

c. Beyincik: Beyincik, rhombensefalon’un metensefalon kismindan gelisir ve
fossa krani posterior’da yer alir. Yukarida tentorium serebelli araciligryla lobus
occipitalis, onde ventrikulus quartus aracilifiyla pons ve medulla oblongata ile
komsudur (24). Beyincik, beynin ikinci biiyiik kismidir. Beyincik istegimiz disinda
iskelet kaslarmin tonusunu kontrol ve sinerjik hareketlerini koordine eder. Boylece
kaslarin isbirligi i¢cinde ¢aligmasini saglayarak dengenin korunmasinda 6nemli bir rol

oynar (23).

4.1.1.2. Mesensefalon

Pons’un iizerinde beynin altinda yer alan mesensefalon (orta beyin) beyin sapinin
en kiigiik boliimii olup yaklasik 2 cm’dir. Motor sistemin bilesenleri arasinda 6zellikle
beyincik, bazal ganglionlar ve beyin yarimkiireleri arasinda 6nemli baglantilar yapar

(24).



4.1.1.3. Prosensefalon

On beyin kesesinden gelisen prosensefalon (6n beyin) iki kisma ayrilir.

a. Telensefalon (beyin hemisferleri; frontal, occipital, parietal ve temporal
loblar): Beynin en genis kismidir ve iki hemisferden olusur. Beyin hemisferleri, fissura
longitudinalis serebri ile birbirinden ve fissura transversa serebri ile de beyincikten
ayrilir. Bu iki hemisferi birbirine ortada korpus kallosum baglar. Her bir beyin
hemisferi, beyin korteksi denilen milyarca aktif ndéron igeren gri maddeden, ndron
uzantilarinin bulundugu beyaz cevherden ve beyaz cevher icine yerlesmis bazal

ganglionlardan olusur (25).

b. Diensefalon: MSS’de ventrikulus tertius’un her iki yaninda simetrik olarak
yerlesmistir. Diensefalon’un epitalamus, talamus, hipotalamus ve subtalamus olmak

uzere dort kism vardir.

- Epitalamus: Diensefalon’un iist kisminin arka tarafinda bulunur.

- Talamus: Beyin korteksinin derinindeki substantia alba icerisinde yerlesmis,
yumurta seklinde bir nukleus grubudur (24). Bir¢ok ¢ekirdekten olusur ve diensefalonun
en biiyik kismmi meydana getirir. Koku duyusu impulslart hari¢ tiim duyu

impulslarinin kortekse gitmeden toplandigi 6nemli bir merkezdir (23).

- Hipotalamus: Ventrikulus tertius’un her iki duvarinin sulkus hipotalamus’un
altinda kalan kismu ile ventrikulus tertius’un tabaninda yer alir (24). Otonom sistem ile

endokrin sistemi kontrol eder ve biitiinlesme saglar (23).

- Subtalamus (ventral talamus): Talamus’un ventralinde, kapsula interna’nin
medialinde ve hipotalamus’un kaudal kisminin lateralinde yer alir (24). Motor yollar

ara istasyonu olup extrapiramidal sistemde gorev yapar (23).



4.1.2. Insan Beyninin Histolojisi

Beyin, i¢ kisminda beyaz cevher ve dista bunu saran gri cevherden olusur (20).
Histolojik olarak beyin, yiizeye paralel 6 tabakadan meydana gelir. Tabaka kalinliklari,
hiicre sayilar1 hemisferlerin degisik kisimlarinda farklilik gosterir. Kesit alindiginda
beyin, beyincik ve omirilikte beyaz ve gri alanlar goriiliir (26). Beyinde gri madde
korteks olarak adlandirilir ve dista yer alir. Merkezde yer alan beyaz madde ise medulla
olarak tanimlanir. Beynin farkli bolgelerindeki hiicrelerin dizilisleri birbirine
benzememekle birlikte esas olarak alti temel tabaka tanimlamak miimkiindiir. Beyin

korteksi’nin tabakalar1 su sekildedir (27, 28).

4.1.2.1. Stratum Molekiilare

Az sayida horizontal hiicre ve ¢ok sayida horizontal seyirli néron uzantis1 bulunur.
Bu sinir fibrilleri arasinda nadiren Cajal’in yass1 horizontal hiicreleri bulunur. Korteksin

bu en yiizeyel tabakasi, farkli ndronlar arasinda ¢ok sayida sinapsin oldugu yerdir.

4.1.2.2. Stratum Graniilare Eksterna

Burada kiigiik piramidal noronlar ile kiigiik graniiler néronlar bulunur. Komsu
tabakalardan gelen akson ve dentritlerle bu tabakadaki akson ve dentritler yogun bir ag
olustururlar. 5 tabakadaki piramidal néronlarin apikal dentritleri ile assendens afferent

fibriller arasinda ¢ok sayida sinaps vardir.

4.1.2.3. Stratum Piramidale Eksterna

Orta capta piramidal hiicreler ve iki tabakaya yakin yerlesmis kiiciik piramidal
ndronlar ile horizontal ve vertikal konumdaki fuziform ndronlar yer alir. Apikal
dentritler molekiiler tabakaya girerken, aksonlar; projeksiyon, assosiasyon veya

komissural lifler olarak beyaz cevhere girerler.



4.1.2.4. Stratum Graniilare interna

Molekiiler tabakadan sonra en ince tabakadir. Baslica stellat ndronlar, nadiren
kiiciik piramidal noronlar bulunur. Hiicreler yogun yerlesimlidir. Horizontal seyirli
fibrillerin yogunlagmasiyla Bailinger’in dis bandi diye bilinen fibriller alan ortaya
cikmistir. Bunlar komsu tabakalarda, subkortikal bolgede, korteksin diger kisimlarinda

yerlesik néronlarin horizontal seyirli noritleridir.

4.1.2.5. Stratum Ganglionaris

En biiylik piramidal ndronlar ve az sayida da stellat hiicreler vardir. Piramidal
noronlarin biiyiikliigii degisik alanlarda farklilik gosterir. Gyrus presentralisin motor
korteksinde bu tabakanin piramidal hiicreleri ¢ok biiyiiktiir ve Bentz hiicreleri olarak
adlandirilir. Bu hiicreler traktus piramidalis veya traktus kortikospinalisin projeksiyon
liflerinin yaklasik %3’iinii teskil eder. Bu tabakada da 4. tabakadaki gibi horizontal

seyirli fibrillerin yogunlasmasiyla Bailinger’in i¢ bandi olusmustur.

4.1.2.6. Stratum Multiforme

Stratum Multiforme (polimorf tabaka) degisik ndron tipleri ve uzantilarinda
olusan en derindeki tabakadir. Noronlarda Martinotti ndronlart en belirginleridir.
Hiicrelerin ¢cogu fuziform sekilde oldugu halde, birgogunun hiicre gévdeleri iiggen veya
oval olan piramidal hiicrelere degismistir. Alttaki beyaz cevhere giren veya ¢ikan cok

sayida sinir lifi bulunur (27, 29, 30).

4.1.3. Sicanda Merkezi Sinir Sistemi

Sican, biyomedikal arastirmalarda, temel tip, ilag, gida, davranis ve toksisite ile
iligkili deneysel ¢aligmalarda en ¢ok kullanilan hayvandir. Siganlarda da MSS beyin ve
omurilikten olusur. Beyin; beyin ve beyincikten meydana gelir. Beyin, beyin zarlar
olarakta adlandirilan ii¢ tabaka tarafindan ¢evrelenmistir. Bunlar; dura mater, aroknoid

ve pia materdir. Dura mater diger iki meninksin dis kisminda bulunan saglam bir fibroz



yapidir. Araknoid, dura ve pia mater arasinda yer alir. Piamaterin yapisi ise dura

materden daha ince ve narindir.

Beyin ve omurilik, beyin omurilik sivisi (BOS) i¢inde yiizerler. Ventrikiiller beyin
icinde BOS i¢in kanal gorevi goriir. Siganlarda iki lateral ventrikiil, interventrikiiler
foramen yoluyla {iciincii tekil ventrikiilii besler. Ugiincii ve doérdiincii ventrikiiliin
baglantisi da serebral akuduktus yoluyla olur Siganlarda subarakniod aralikta baglantiy1
saglayan agiklik olmasa da iki lateral agiklik vardir (31).

4.2. iskemi

Beyin kan akimi, beyin arter basinci ve beyin damarlarinin direncine baghdir.
Tim beyindeki kan akimi 50—-54 ml/100 gr/dakikadir. Bu akim gri cevherde 80 ml/100
gr/dakika, beyaz cevherde ise 20 ml/ 100 gr/dakikadir. Beyindeki kan akimi 20 ml/100
gr/dakikanin altina diistiigiinde iskemi, 10 ml/100 gr/dakikanin altina diistiigiinde ise

hiicre 6liimii goriilmektedir (32).

Iskemi, serebrovaskiiler hastaliklarin 6nemli bir kismmm nedenini olusturur.
Klinik anlamda serebrovaskiiler hastalik, aniden veya kisa siirede gelisen fokal
norolojik bozukluklar olarak tanimlanir (33). Patolojik anlamda ise beyin damarlarindan
herhangi birinde meydana gelen problem sonucunda ortaya ¢ikan bir tablodur. Ornegin
damar tikanmasi ya da bir damarin yirtilip kanamasi sonucunda beyin dokusunda iskemi
meydana gelebilir. Iskemiye karsi her dokunun duyarlihig farklidir. MSS metabolik
yonden aktif oldugundan iskemiye karsi olduk¢a duyarlidir (34, 35).

Bati iilkelerinde serebrovaskiiler hastaliklar, goriilme siklig1 agisindan
karsilagtirildiginda iskemi, kalp hastaliklar1 ve kanserden sonra ii¢lincli sirada yer
almaktadir. Serebrovaskiiler hastaliklarin hemen hemen yarisinda klinik tabloyu
iskemik degisikliklerin belirledigi bilinmektedir. Klinikte iskeminin etkisi fonksiyonel
ve gecici olabildigi gibi iskeminin siiresine, derecesine bagl olarak yapisal ve kalicida
olabilir (36, 37). Beyin iskemisi, beyin kan akiminin azalmasi ve enerji kaynaklarinin

tilkenmesi ile baslayip, ndron hasari ile sonuglanan olaylari ifade etmektedir (38, 39).



Iskemi etkilenen alana gére dort farkli sekilde isimlendirilebilir.

- Global iskemi. Global iskemide tiim beyin alanlar1 etkilenmistir.

- Fokal serebral iskemi: Fokal serebral iskemide beynin sadece bir bolgesi
etkilenmistir.

- inkomplet serebral iskemi: inkomplet serebral iskemide beyin kan akimi tam
kesilmemistir. Iskemik alanda sadece hipoksi etkisi vardir.

- Komplet serebral iskemi: Komplet serebral iskemide beyin kan akiminin tam

kesilmesine bagli beynin oksijensiz kalmast mevcuttur (40, 41).

4.2.1. Iskeminin Patolojisi

Beyin oksijen, kan akimi ve enerji gereksinimi arasinda hassas bir denge vardir.
Beyin dinlenme halinde viicudun kullandigr oksijenin %20’sini tiiketir. Enerji
metabolizmasinin hemen hemen tamami glukoz metabolizmas: tarafindan karsilanir.
Oksijen ve glukoz rezervi bulunmayan beyin dokusunun, fonksiyonlarinin devami ve
parankimasinin fizyolojik kosullarda biitlinliigiiniin korunmasi i¢in kalp dakika atim
hacminin yaklagik %15°1 oraninda kan akimima gereksinimi vardir. Beyinde glukoz ve
oksijen seklinde depolanan enerji kaynaklart beyinin gereksinimini yaklasik 1 dakika
siireyle karsilamaya yeterlidir. Iskemiyi izleyen birka¢ dakika icinde ndrolojik

fonksiyonlar bozulmakla birlikte baslangicta bu bozukluklar kalic1 degildir (42).

Dinlenme halinde insan beyni her 100 gr doku i¢in dakikada 3.35 ml oksijen
tilkketir. Bu oksijen kaynaginin kesilmesi halinde hasta 10 saniye i¢inde bilincini yitirir,
20 saniyede EEG izoelektrik hale gelir. 5 dakika i¢inde ise beyindeki tiim yiiksek
enerjili fosfat depolar1 tiikenerek, geri doniisii olmayan hasar yani hiicre O6limii

meydana gelir (18, 42).

Beyin kan akiminin 22 ml/100 gr/dakika diizeylerine diismesi ile ndronal
disfonksiyon olugsmaya baslar ve 12 ml/100 gr/dk’nin altina diismesi durumunda
ndronal 6lim meydana gelir (43). Beyin kan akimindaki azalmanin en fazla oldugu

cekirdek bolgesindeki hiicreler dakikalar iginde geri doniissiiz olarak zedelenir. Ancak
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iskemik bolgenin periferinde kollaterallerce saglanan rezidiiel kan akiminin olmasi,
noronlarin kisa bir siire i¢in de olsa morfolojik ve biyokimyasal biitiinliiglinii korur.
Orta veya hafif derecede iskemik kalmis beyin dokusundaki ndronlar akut dénemde
elektriksel olarak sessiz olmakla birlikte yapisal biitiinligiinii stirdiiriirler (44, 45).
Iskemik beyin hasar1 rezidiiel kan akimmin miktarma bagl olarak dakikalardan saatlere
kadar uzanan bir siirede gerceklesir. Beyin kan akiminin 2-3 saat siireyle normalin

%18-20’nin altina diismesi infarkt olusumuna neden olmaktadir (46).

4.2.2. iskemide Hiicre Oliimii

Hiicre, degisen ortam sartlarina gore yapisim1 ve islevini siirekli olarak
degistirebilir ve uyaran belli bir dereceye ¢ikana kadar normal dengesini koruyacak
uyumu gdsterebilmektedir. iskemiye son derece duyarli olan beyin dokusu iskemi
sirasinda, hiicre diizeyinde giderek artan enerji eksikligi, hiicre i¢i oksidatif
fosforilasyon kaybi ve Adenin Trifosfat (ATP) diisiisiiniin eslik ettigi asidoza neden
olur. Bunun sonucunda da proteinler ve niikleik asitler gibi makromolekiillerin sentezi
durur. Hiicre membranindaki iyon pompalarinin ¢alismamasi sonucu hiicre i¢i ve dist
iyon dengesi bozulur. Boylece hipoksantin ve ksantin gibi ATP yikim iirlinleri hiicre
icinde birikir. Bu siire¢lerin sonunda da ortaya ¢ikan SOR hiicrenin makromolekiillerini
zedeleyerek hiicre 6liimiine neden olur (47, 48). Hiicre oliimii nekroz ve apopitozis

olmak tizere iki tiptir.

Nekroz, hiicresel zedelenme sonucu en sik goriilen kontrolsiiz 6liim tipidir. Olii
hiicre ¢evreye zararli toksik maddeler ve sindirici enzimler yayar. Nekroz
gerceklestiginde iskemi 151k mikroskobu diizeyinde bile tarif edilebilir. Nekroz iki farkli
sekilde gerceklesir ve buna gore isimlendirilir. Hiicrenin enzimatik harabiyeti sonucu
likefaksiyon nekrozu gelisirken, hiicredeki proteinlerin denatiirasyonu sonucu
koagiilasyon nekrozu gelisir. Bu olaylar i¢in saatler gerekir. Koagiilasyon nekrozu,
beyin hari¢, diger dokularin hipoksik hiicre o6liimiinden sorumludur. Merkezi sinir
sisteminin hipoksisinde ise likefaksiyon nekrozu goriiliir (49, 50, 51). Bu iki tip
nekrozdan bagka iskemi dis1 sebeplerle daha nadir goriilen nekroz tipleri de vardir.

Nekroz en yogun olarak etkisini ¢ekirdekte gdsterir. Hiicre 6liimiiyle birlikte ¢ekirdegin
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bazofilisi artabilir (karyolizis), c¢ekirdegin biiziismesiyle birlikte bazofili s6zkonusu
olabilir (piknoz) ya da piknotik cekirdek pargalara ayrilabilir (karyoreksis). Iskemik
noronlar normal ndéron yapisindan farkli goriinlimde olduklarindan, dokuda diisiik
sayida noronun izlenmesine neden olur. Ciinkii iskemik noéronlarin tanimlanmalar

zordur ve bu ndronlar “gost” hiicreler olarak tarif edilirler (50, 51, 52).

Apopitozis ise hiicre i¢i kontrol mekanizmalar1 ile hiicrenin programli 6limii
gerceklesir ve ¢evreye zarar vermez. Apopitozis kisaca programlanmis hiicresel 6lim
olarak da adlandirilir. Apopitozis iskemide meydana gelen hiicre dliimlerinin yaridan

fazlasindan sorumludur (53, 54).

4.2.3. iskemik Hiicre Hasarimin Patogenezi

Iskeminin baslamasr ile birlikte oksijen ve glukoz saglanmasi durur, ATP siiratle
azalir (32, 55, 56). Enerji kaynaklarindaki yetmezlik néronun geri doniisii olmayan
hasarina yol agar (57, 58). Iskemi bolgesindeki hiicrelerin liimii degisik patolojik
mekanizmalarla gerceklesir. Bu mekanizmalar sadece iskemi bolgesinde degil, bu
bolgenin yakinindaki hiicrelerde de dliimlere neden olur. Bu mekanizmalarin baslicalari

sunlardir (51).

4.2.3.1. Eksitoksisite

Iskemi sirasinda ATP azalmasi sonucu Na-P pompasi gibi enerjiyle calisan
sistemler bozulmaktadir. Bu da membran potansiyelinin bozulmasina ve noronlarla glia
hiicrelerinin depolarize olmasina neden olmaktadir. Bunun sonucunda presinaptik ugtan
ektraselliiler araliga asir1 bir glutamat salinimi olur (59, 60). Ekstraselliiler glutamat
artist N-metil-D-aspartat (NMDA) ve non-NMDA reseptorlerinin asir1 aktivasyonuna
yol acar. Eksitoksisiteden esas sorumlu olan NMDA reseptor aktivasyonudur. NMDA
reseptor kanali normalde magnezyum ile bloke durumdadir ve iskemik dokuda néronal
membran depolarizasyonu olusunca voltaja bagimli bu kanal agilarak néron igine Na',
CI' ve H,O’nun girmesine neden olur ve hiicrede sisme meydana gelir (43, 61).

b .. . . . . . ++ . ++
Aktivasyonun daha uzun silirmesi durumunda ise ndron ig¢ine Ca = girerek, Ca ’a
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bagimli enzimlerin aktive olmasina ve gecikmis hiicre 6liimiine neden olur (43, 62).

4.2.3.2. Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO), dokularda yaygin olarak bulunan gaz yapisinda bir
mediatordiir. Vaskiiler endoteliyumda kan akimi ve kan basincinin regiilasyonunda,
gecirgenlik ve sinaptik transmisyon gibi fizyolojik fonksiyonlarda rol oynamaktadir.
Esansiyel bir aminoasit olan L-arginin’den nitrik oksit sentaz (NOS) araciligi ile
sentezlenir ve difiizyon ile ¢evre hiicrelere yayilir (63). NO’in siiperoksit anyonu ile
reaksiyona girmesiyle olusan peroksinitrit anyonu, NO’e bagli hiicre dliimiin de ana
mekanizma olabilir (64). Fazla néronal NO iiretimi norotoksik iken, endoteliyal NO
bolgesel kan akimini arttirarak ve diger hemodinamik faktorler lizerine etki ederek
beyin dokusu tlizerinde koruyucu rol oynamaktadir. Beyin iskemi/reperfiizyonu sonrasi
ortaya c¢ikan NO ile siiperoksitin ve bunlarin reaksiyona girmesiyle olusan
peroksinitritin kan beyin bariyerini yikimindaki esas faktorlerden oldugu gosterilmistir

(65).

4.2.3.3. Reaktif Oksijen Tiirleri

0,, H,0O, ve OH" gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) hiicrelere yiiksek derecede
toksiktir. Hiicresel antioksidan enzimler ve serbest radikal toplayicilar genellikle bir
hiicreyi ROS’un toksik etkilerinden korur. Bununla birlikte ROS’un {iretimi hiicrelerin
antioksidan savunmasini mesgul eder. ROS bagimli lipit peroksidasyon, proteinlerin
antioksidasyonu ve DNA hasar1 hiicresel patolojiye yol acar ve hiicre dliimiine sebep
olan oksijen kaynakli serbest radikaller c¢ok iyi bilinen sonuglaridir. Lipitlerin,
protenlerin ve DNA’nin ROS aracili oksidatif hasarinin mekanizmasi ileri derecede
calisilmigtir. Proteinlerin bazi hassas aminoasitlerinin bdlgeye has oksidatif hasari
simdilerde progenez boyunca metabolik disfonksiyonun ana sebebi olarak anilmaktadir.
ROS ayrica doku hasarindan sorumlu proteinleri kodlayan ¢esitli genlerin
ekspresyonunda onemli bir rol oynayan en az iki iyi tanimlanmig transkripsiyon
faktoriiniin regiilasyonuna katilmistir. ROS hakkindaki c¢aligmalarin kayda deger
faydalarindan biri belki de ROS aracili oksidatif hasar ve hastalik ilerleyisini kontrol

etmek i¢in uygun bir antioksidan terapinin tasarlanacak olmasidir (3, 66).
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4.2.3.4. inflamasyon

Hiicre zedelemesine yol acan ¢esitli ekzojen ve endojen uyarilar, vaskiilarize bag
dokularinda inflamasyon adi verilen kompleks bir reaksiyona da yol agabilirler.
Inflamasyon, hiicre hasarina yol agan etken oldugu kadar, yikim sonucunda ortaya ¢ikan
nekrotik doku ve hiicreleri de ortadan kaldirmayi amaclayan bir seri molekiiler ve
hiicresel olay1 kapsar (50). iskemik ve travmatik bélge etrafinda inflamatuar hiicrelerin
olmasi hiicresel hasari attirabilir. Polimorfoniikleer hiicreler, hiicre zarlarina daha da
zarar verebilecek miyeloperoksidaz gibi toksik enzimlerin etkisiyle doku hasarina neden
olur. TNFa, IL-1ve IL—6 gibi inflamatuar sitokinlerin iskemik ve travmatik hasarlardan
sonraki bir saat kadar erken bir slirede yogun olarak etkin olup salgilandig1 goriiliir. Bu
sitokinler inflamatuar bir reaksiyona neden olur. Hatta lokositler i¢in kemoatraktantlar
olarak hareket ederler. Interseliiller adhezyon molekiilii (ICAM) ve endotelial 16kosit
adhezyon molekiilii (ELAM) gibi adhezyon molekiilleri ile doku metalloproteinazlari
kan beyin bariyeri yoluyla lI6kositlerin penetrasyonunu kolaylastirdiktan hemen sonra
aciga c¢ikarlar (35, 67). Lokositlerin infiltrasyonunun ge¢ iskemik hasarin ilerlemesinde

rolii oldugu ve norolojik gelismeyi olumsuz etkiledigi bildirilmistir (68).

4.2.3.5. Endotelinler

Endotelinler de iskemiyi arttirabilecek vazokonstriktor etkileri nedeniyle doku
hasarin1 agiga ¢ikarmada &nemlidir. Iskeminin baslamasi ve 6nemli bir siire devam
etmesinin ardindan endotelin seviyesinde yukari dogru bir regiilasyon gézlemlenir (35).
Son donemlerde kafa travmasi sonrasinda endotelin seviyelerinde giiclii bir artis oldugu
goriildii. Iskemi ve kafa travma modelleri ile yapilan caligmalarada segici ETA
reseptOriiniin belirgin ve Onemli bir noroproteksiyon sagladigi, bu reseptorlere ait
diferensiyel antagonizmanm Iskemi ve kafa travmasinda onemli bir tedavi firsati

dogurabilecegi de bildirilmektedir (35).

4.2.4. iskeminin Doku Hacmi Uzerine Etkisi

Iskemi, kan akimimnin hiicresel fonksiyonlarin1 karsilamak icin gerekli olan

diizeyin altinda olmas1 durumu olarak da tanimlanmaktadir. Aerobik kosullarda yasayan
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biyolojik organizmalar, ortamda temel yasam kaynaklar1 olan oksijen ve metabolik
tirtinler bulunmadig1 zaman canliliklarini belli bir siire devam ettirebilmektedirler. MSS,
viicutta kisith anaerobik metabolizma ve glikojen depolar1 nedeniyle iskemiye en
duyarli dokulardan birisidir. Iskemi bdlgesinin gevresindeki kollaterallerce saglanan
kan, ndronlarin kisa bir siire i¢inde olsa morfolojik ve biyokimyasal biitlinliigiinii korur.
Iskemi sonucunu belirleyen en 6nemli iki faktdr iskeminin derinligi ve siiresidir (69).
Iskemik dénemi takiben gelisen beyin hasari, uzun dénemde geriye déniissiiz bir
durumdur (70). Iskeminin baslangigta olusturdugu nekrotik hasarin yani sira
reperfiizyonun, glutamat ve nitrik oksit ndrotoksisitesinin, serbest radikal olusumunun,
hiicre i¢inde kalsiyum (Ca™) birikiminin ve nihayetinde gelisen nekroz ve apopitozun
beyinde geri doniisiimsiiz hasara yol agtigi bilinmektedir (71, 72). iskemik beyin
hasarinda basta glutamat olmak tizere diger pek ¢ok faktor uyarilarak, hiicre icine N-
Metil D Aspartat reseptorleri araciligiyla Ca™girisi artar (73) (Sekil 1). Iskemik beyin
hasarinda hiicresel 6liim, nekroz veya apopitoz ile olur (74). Bu iki mekanizmada en

belirgin fark apopitozda inflamasyon olmamasidir.

Kalsivum kanallarmi acar

|

Kalsivum girisi Laktik Asit Odem

nNOS:-NO ———» Mitokondral Disfonksivon ———»

Sekil 1. Iskeminin Olusturdugu Nekrotik Hasar (73).
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4.2.5. Iskemik Beyin Hasarina Kalsiyumun Etkisi

Kalsiyum iyonlar1 iyon dengesinin diizenlenmesinde ¢ok Onemli rol oynarlar.
Iskemik ndronlarda o6liimii baslatici faktér ATP yoklugudur. ATP yoklugu hiicre
membraninda ve hiicre i¢i organel membranlarinda iyon transportunun bozulmasina
neden olur. Iskeminin baslangicinda ekstraselliiler K™ iyonu artmaya baslar ve ndron
icine Na' iyonu akist baslar. Bu asamada K" hiicre disina Na', Ca™ ve CI hiicre igine
girer. Membran gegirgenligindeki bu ani artigin presinaptik membranlardan salinan
glutamatin  etkisiyle oldugu disiliniilmistiir. Glutamat salinimima bagli  olan
depolarizasyon ayni1 zamanda voltaja bagimli Ca’™" kanallarim da agmakta ve global etki
sonucu hiicre i¢ine kontrolsiiz bir Na', Ca™ ve Cl girisi olmaktadir (75). Noronal
mebranda iyon dengesinin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan intraselliler Ca™ artist
hiicrede lipolizis ve proteolizise yol agmakta ve protein fibrilasyonu bozulmaktadir.
Ca"" varliginda aktive olan fosfolipaz A ve C enzimleri arasidonik asit olusumuna yol
acarlar. Arasidonik asitten prostoglandin ve l0kotrienlerin sentezi baglar. Bu sentez
sirasinda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri membran lipitlerinin peroksidasyonunu
baslatarak, hiicre organel mebranlarmin biitiinliigiinii bozarlar (19, 75, 76). Ozetle
iskemi olustugunda bazi hiicreler eksitoksik sisme, osmotik parcalanma ve nekroz ile
hizla oliirken bazilari apopitotik mekanizmalarla daha yavas O6lmekte, bazilari da

apopitoz ve nekroz karisimi 6zellikler gostermektedir (77, 78).
4.2.6. Iskemide Gelisen Fizyopatolojik Degisiklikler

Iskemide ATP sentezi ile ilgili iyon pompalar1 azalir, ATP/ADP oram diiser,
voltaja bagh kalsiyum kanallar1 a¢ilir, eksitator transmiterlerin salgilanmasi hizlanarak
anaerobik solunum ve hiicre i¢i asidoz gelisir, NMDA reseptorlerine bagh olarak Ca’™
kanallar1 agilir. Hiicrede membran depolarizasyonu olusur, hiicre icine Na', Cl girisinde
ve K" cikisinda artis olur. Na" ve Cl nin igeri alimiyla olusan osmotik gradiyenti takiben
noronlarda su birikmeye baglar. Bu da ndronal sisme veya sitotoksik odem ile

sonuglanir (69, 79, 80).
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Hiicresel 6dem olarak da adlandirilan sitotoksik ddem, hiicresel metabolizmanin
bozulmas1 ile meydana gelir ve baslica sebebi beyin iskemisidir (81, 82, 83, 84). Iskemi
sonrasi gelisen bir dizi olay hiicre i¢inde siv1 birikmesine ve hiicrenin sismesine neden
olmaktadir. Iskemi neticesinde eksitatér aminoasit reseptorleri glutamatin sinaptik
aralikta birikmesi sonucu asir1 derecede uyarilir. Boylece dnce Na' sonra Ca’ fazla
miktarda hiicre igine girer. Na" ile birlikte suyun hiicre igine girmesi sonucu hiicre siser.
bu durum beyin hacminde artisa sebep olur. Ca’ fosfolipazlari uyarmasiyla hiicre
membrani pargalanir. Membrani olusturan yag asitlerinin metabolize olmasiyla ortaya
cikan serbest radikaller ve lipid peroksitleri kisir bir dongiiyle membran hasarin
arttirirlar (82). Hiicresel ATP diizeyi normalin %10’unda bile Na'/K pompast %50
kapasiteyle calisabilir. Iskemi sonrasi baslayan reperfiizyon dénemi agir hasarin

olustugu evredir (85).

Iskemik dokulara kan akiminin tekrar saglanmasi, geri doniisiimlii zedelenmeye
ugramis hiicrelerin iyilesmesi ile sonuclanirken geri doniisiimsiiz zedelenmeye ugramis
olanlan etkilemez. Bununla birlikte iskeminin siddetine ve siiresine bagli olarak ¢esitli

hiicreler kan akiminin yeniden baslamasina bagli olarak 6liime gidebilir (52, 86).

4.2.7. iskemi Sonras1 Reperfiizyon Zedelenmesi Mekanizmalari

Iskemi sonrasi reperfiizyon zedelenmesi bazi mekanizmalarla izah edilmeye
calisilmistir. Bu mekanizmalarin baslicalart ATP’nin azalmasi, sitozol ve mitokondride
kalsiyumun asir1 artmasi ve serbest radikal birikimidir (52, 54, 86, 87).

4.2.7.1. ATP’nin Azalmasi

ATP sentezinin azalmasi, iskemi ve toksik zedelenmenin temel sebebidir.

Reperfiizyon sirasinda ATP iiretimi yetersiz kalir.
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4.2.7.2. Sitozol ve Mitokondride Kalsiyumun Asir1 Artmasi

Artmig olan kalsiyum potansiyel olarak hiicre i¢in zararli enzimleri aktive eder.
Kalsiyum ile aktive oldugu bilinen enzimler fosfolipazlar, proteazlar, ATPaz’lar ve
endoniikleazlardir. Fosfolipazlar, membranlarin zedelenmesine yol agar. Proteazlar,
hem membrani hem de iskelet yapidaki proteinleri yikar. ATPaz’lar, ATP yikimini
arttirir. Endontikleazlar ise kromatini parcalar (52, 86, 87).

4.2.7.3. Serbest Radikal Birikimi

Reperfiizyon hasarinin en 6nemli mekanizmalarindan biri de oksijen radikallerinin
birikimidir. SOR, lipit peroksidasyonu ile hiicre membraninda zedelenme olusturur.
Reoksijenasyon sirasinda parankimal ve endotelyal hiicrelerden, bolgeye gelen
l6kositlerin ortaya ¢ikardigi SOR’larmin artmasi ile zedelenme daha da artabilir.
Mitokondri permeabilitesi artar ve mitokondride enerji tiretimi engellenir. Dolagimdaki
16kositler reperfiize dokuda toplanir ve sitokin {iretirler. Bu inflamasyon daha fazla

zedelenmeye neden olur (54).

4.3. Ginkgo Biloba

Anavatani Asya olan GB, saglik koruyucu 6zelligi nedeniyle uzun yillar boyunca
bu bolgelerde bircok hastalikta kullanilmistir. Ginkgo agaci genellikle 20-35 metre
yuksekliginde yaprak doken bir agactir. Ginkgoiae smifinin iiyesi olup Japon Erigi
adiyla da bilinen GB’nin Cin’in degisik bolgelerinde yetistigi bilinmektedir (9).
Geleneksel Cin tibbinda yaklasik 5000 yil 6nce GB’nin yaprak ve tohumlarinin astim,

okstiriik, bronsit ve inkontinans tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir (10).

4.3.1. Ginkgo Biloba’nmin Etki Mekanizmasi

GB’nin tibbi etkilerinden sorumlu aktif bilesenlerinin iki ana grubunun oldugu
ileri siiriilmektedir. Bunlar; Ginkgo agaci yapraginda c¢esitli yogunluklarda bulunan
terpen laktonlar ile ginkgo flavon glikozitlerdir (88). Ginkgo yapraginin ekstresi
flavanoid glikozitleri, ginkgolid ve bilobalid icermektedir. Ayrica GB yapraklari
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antioksidan ozelliklere de sahiptir (89). GB c¢esitli biyoaktif 6zellikler i¢ermektedir.
Bunlarin baglicalarini GB norotransmisyonunu degistirip somatosensoriyel siire¢ ile
beyin bolgelerindeki azalan glikoz kullanimini da igeren bir takim nérolojik koruma
sagladigi,  kortikosteroid  salgilanmasint  degistirerek  periferik ~ bobrekiistii
benzodiyazepin reseptorlerinin sayisini azalttigi, sican hipokampusundaki yasa baglh
degisikliklere kars1 koruma sagladigi ve GB’nin geri doniisimlii olarak A ve B

monoamin oksidaz1 engelledigi seklinde siralayabiliriz (90, 91, 92).

Hayvanlar iizerinde yapilan ¢aligmalar terpen laktonlarinin, trombosit aktive edici
faktoriiniin membran reseptoriine baglanmasini engelledigi gosterilmistir (93). Yapilan
calismalar, GB’nin polimorfoniikleer hiicrelerde azalan siiperoksit saliimi ile
sonuclanan gama radyasyonla uyarilmig tavsanlarda antioksidan 6zelligi oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle hipoksik hasara karsi beyin dokusunu korudugu ve beyin

metabolizmasini diizelttigi diisiiniilmektedir (88, 94).

4.3.2. Gingko Biloba’nin Beyin Uzerine Etkisi

Beyin oksijen ve glikoz enerji gereksinimi arasinda onemli bir bag vardir. Bu
anlamda ndéron kaybi ve ndrotransmisyonlu dejenerasyona bagli olarak diisiinsel
fonksiyonun gerilemesi oksijen ve glikozdaki bozukluklarla iligkilidir (95, 96). Serbest
radikaller ve lipit peroksidasyonu salinimi gibi durumlarda zararl sonuglar olusturabilir.
Beyin hiicreleri membranlarinda yiiksek miktarda doymamis yag asidi icerdigi igin
serbest radikal hasarmma son derece duyarlidirlar. Membranlardaki doymamis yag
asitlerinin oksidasyonu, membran akigkanligt ile membran yap1 ve islevinin
bozulmasinda bir diisiise yol acar (97). Bu hiicresel hasar, yasa bagl islevsel diisiisiin de
onemli bir mekanizmasidir. Beyin hiicresi hipoksiye son derece duyarlidir. Bu nedenle
azaltilmis dolagim, membran fonksiyonu ve enerji iiretimini bozup hiicre 6liimiine yol
acan bir zincir reaksiyonunu baslatir.

Ginkgo Biloba’da bulunan c¢esitli bilesikler birka¢ etki mekanizmasiyla, diisiinsel
fonksiyonun gerilemesinin farkli asamalarinda koruyucu rol oynayabilir. Bunlar1 sdyle

stralayabiliriz (95, 98).
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- Arterler, kilcal damarlar ve venlerin vazoregiilasyon faaliyetleri PAF
antagonizmi

- Inflamasyon hemeostaz1 ve oksidatif stres

- Serbest radikallerin neden oldugu hiicre membran hasarinin énlenmesi

- Norotansmisyon modiilasyonu

4.3.3. Ginkgo Biloba’nin Farmakolojik Ozellikleri

Ginkgo Biloba ¢ok eski yillardan beri Cin’de kullanilmasina ragmen bu bitki
tizerindeki sistematik calismalar Avrupa’da 1960 yilinda baslamis ve ilk olarak 1965
yilinda Almanya’da tedavide kullanilmistir (99). Yapilan ¢calismalarda GB‘nin flavanoid
glikozitlerden tiiredigi, bu bilesenlerin peroksid radikal temizleyiciler olup bir dizi
farmakolojik faaliyetler gosterdigi (100), trombosit aktive edici faktorii etkisiz hale
getirdigi ve iskemi donemlerinde toksinlerin temizlenmesini hizlandirdigi, kolinerjik
ndrotransmisyonu gelistirdigi ileri siiriilmektedir. GB’nin damar ve dokuyu koruyucu
etkileri de vardir. Sinaptik durumlarda kan damarlarii gevsetici etkisi, alerji, travma
veya toksik nedenlerle olusan beyin Odemine karsi inhibisyon ve regresyonun
hizlanmasina yol agmasi (101), kapiller permeabilitenin artmasina karsin koruyucu
etkisi, damar ve dokuyu koruyucu etkileri bunlarin baglicalaridir. Beyin seviyesinde
endotel kokenli gevsetici faktor mekanizmasini korumasi, davranig lizerine etkili bazi
peptitlerin metebolizmasinin diizenlenmesi ve norotransmitterlerin salintmint (102)
arttirmas1 ise GB’nin algilamay1 arttirict etkisinin oldugunu da diisiindiirmektedir.
Ayrica GB’nin, iskemi sirasinda ksantin oksidaz sistemiyle olusan superoksit

anyonlarini da ortadan kaldirdig1 gosterilmistir (103).
4.4. Hacim Hesaplama Yontemleri
4.4.1. Arsimet Prensibi
Diizensiz sekilli nesnelerin hacimlerini hesaplamak icin degisik yOntemler

gelistirilmistir. Bunlardan en ¢ok bilineni de Arsimet Prensibi (Archimedean Principle)

olarak bilinir. Eski¢agin en biiyliik matematikg¢ilerinden birisi olan Arsimet, Sicilya
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Adasi’nda bir Yunan kenti olan Siracusa’da dogdu. Arsimet prensibinde hacmi
hesaplanacak nesne i¢i su dolu bir dereceli silindire daldirilir ve bu prensibe gore
nesnenin tasirdigl ya da yiikselttigi su miktar1 nesnenin hacmine esittir (104, 105)
(Sekil 2). Ancak, ¢cogu zaman biyolojik nesneler i¢in bu yontemi kullanmak miimkiin
olmayabilir. Ozellikle canlilarda herhangi bir yap1 ya da organmn hacmi hesaplanmak

istendiginde daha degisik yontemler kullanilmak zorundadir.

Sekil 2. Arsimet Prensibine Gére Hacim Hesabi

4.4.2. Planimetrik Yontemlerle Hacim Hesabi

Bazi yar1 otomatik makineler ve programlari, ilgilenilen objenin sinirlarinin
cizilmesi suretiyle yapinin izdiisiim alanlarini ya da bir mesafenin uzunlugunu verir. Bu
yonteme planimetri denilir. Gilinlimiizde planimetrik dl¢limler yapmak i¢in kullanilan
birgok program iicretsiz olarak elde edilebilmektedir. Ozellikle Amerika Birlesik
Devletleri Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan gelistirilen ImageJ© adli program
http://rsb.info.nih.gov/ij/ adresinden iicretsiz olarak elde edilebilmektedir. Hacim
hesaplamalarinda da bu ve benzer programlar kullanilabilir. Bu durumda, dijital ortama
aktarilan film ya da resimler {izerinden program yardimi ile uzunluk ve alan degerleri

hesaplanabilir (106, 107).

Planimetrik ol¢timler yapmak i¢in en fazla kullanilan programlardan birisi olan
ImageJ©, herkesin kullanimina acik internetten kolayca ve {icretsiz olarak indirilebilen
Java tabanl bir goriintii isleme yazilimidir. Yazilim iizerinde Java Sanal Makinesi
bulunduran herhangi bir bilgisayarda bir applet veya bir uygulama olarak ¢alistirilabilir.

Uygulama dagitimlart Windows, Mac OS, Mac OS X ve Linux isletim sistemleri igin
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mevcuttur (108, 109). Yazilim ile imajlar1 goriintiileme, diizenleme, analiz, isleme,
kayit etme ve yazdirma islemleri yapilabilir. Kullanici tarafindan yazilmis eklentiler ii¢
boyutlu canlt hiicre goriintiilemeden, radyolojik goriintii islemeye kadar bir¢cok goriintii

isleme ve analiz sorunlarin1 ¢6zmeyi miimkiin kilar (110, 111, 112).

Yazilim kullanic1 tanimli, alan ve piksel degerleri istatistiklerini hesaplayabilir;
uzakliklar1 ve agcilar1 Olgebilir. Yogunluk histogramlar1 ve ¢izgi profil planlar
yaratabilir. Gilinlimiizde standart olarak kullanilan kontrast, keskinlik, yumusatma, kenar
belirleme ve medyan filtreleme fonksiyonlarini destekler. Olgeklendirme, dondiirme
gibi geometrik doniisiimleri yapabilir. imajlar 32:1’¢ 1:32’e kadar yakinlastirilabilir.
Herhangi bir biiylitme faktoriinde tiim analiz ve isleme fonksiyonlar:1 kullanilabilir.

Yazilim kullanilan hafiza ile limitli olarak sinirsiz sayida imaji eszamanli olarak

destekler (111).

Image Java eklentileri ile gelistirilmeye yonelik olarak ag¢ik mimari yapida dizayn
edilmistir. Image i¢inde bulunan editor ve Java derleyicisi kullanilarak kisisel edinti,
analiz ve isleme eklentileri gelistirilebilir. Kullanic1 tarafindan yazilan bu eklentiler

goriintii isleme ve analiz problemlerini ¢6ziilebilir kilmaktadir (113).

Histolojik  goriintiilerden yola ¢ikarak ImageJ© programi ile hacim
hesaplamalarinda dikkat edilmesi gereken en 6nemli nokta, kesit kalinliginin da hesaba
katilmasidir. Bu program ile kesitlerden cekilen goriintiilerin yiizey alanlar1 hesap
edilebilmektedir. Hacim hesap edebilmek i¢in ise alan degerlerinin kesit kalinlig1 ile

carpilmasi gerekir (107).

4.4.3. Cavalieri Prensibi ile Hacim Hesabi

Insan viicudundaki cesitli yapt ve organlarin diizensiz sekillerinin hacim
hesaplamalar1 ¢oziimlenemeyen bazi sorunlar1 da beraberinde getirdi. Ornegin insan
beyin korteksi ylizeyinin kivrimli olmasi buna bir 6rnek teskil eder. Bu ve buna benzer
diizensiz sekle sahip nesnelerin hacmini hesaplamak icin bir¢ok yontem denenmis ve

gelistirilmistir. Bu ydntemlerden en &nemlisi Italyan matematik¢i Bonoventura
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Cavalieri tarafindan ti¢ asir 6nce gelistirildi. Cavalieri, dlizenli bir geometrik sekle sahip
olmayan {ii¢ boyutlu nesnelerin hacimlerinin birbirine paralel dilimlere ayrilarak
hesaplanabilecegini ortaya koydu. Daha sonraki yillarda bu yontem biyoloji, metaliirji

ve jeoloji gibi degisik alanlara uyarlandi (105, 107).

Yaklasik 30 y1l once stereolojik yontemlerin yeniden tanimlanmasi ve bazi yeni
tekniklerin gelistirilmesiyle birlikte biyolojik yapilardaki bir¢cok sayisal parametreler
tarafsiz ve etkin bir sekilde elde edilmeye baslandi. Stereolojik yontemlerin gelismesi
ve Cavalieri yonteminin stereolojinin temel prensiplerine gore uygulanmaya baglamas
ile biyolojik yapilardan hacim verisinin elde edilmesi de ¢ok kolay hale geldi (114).
Bugiin Stereoloji de en ¢ok kullanilan hacim hesaplama yontemlerden birisi Cavalieri
yontemidir. Bu yontem kisaca esit aralikli ve paralel dilimlere ayrilmis bir yapinin
toplam hacmini hesaplama yontemidir. Bu yontem ilk olarak 1598’den 1647’ye kadar
yasayan Italyan matematik¢i Cavalieri tarafindan gelistirilmesine ragmen (114),
Cavalieri prensibinin esas fikir babasi iinlii astronom Johannes Kepler’dir. Kepler
‘Sarap Figilarina Dair Yeni Olgiimler” adli teorik ¢alismasinda, sarap figilarmin hacmini
hesaplamak i¢in basit bir yol 6nermistir. Buna gore figilar belli sayida dilime ayrilip, bu
dilimlerin her birinin hacimlerinin ayr1 ayr1 hesaplanmasindan sonra bu dilim
hacimlerinin toplamlarinin alinmasi, fi¢inin toplam hacim degerini verecektir (Sekil 3).
Daha sonra Italyan matematikci Cavalieri bu prensibi genellestirerek, bugiin bildigimiz

matematiksel prensibi ortaya koymustur (105, 107).

VI EV2 VA YY L Vo= Toplam 'V

Sekil 3. Cavalieri Yontemine Gore Hacim Hesab1
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Cavalieri prensibi ile hacim hesabinda sirasiyla asagidaki islemler ve

hesaplamalar yapilir.

- Hacmi hesaplanacak yap1 birbirine paralel ve esit araliklarla basindan sonuna
kadar dilimlenir.

- Her bir dilimin ayn1 yone bakan kesi ylizeylerinin alanlar1 hesaplanir.

-Tiim dilimlerden elde edilen toplam yiizey alan1 degeri, dilimlerken

kullandigimiz ortalama dilim kalinlig: ile carpilir.

Boylece yapinin toplam hacmi tarafsiz bir hesaplama ile elde edilir. Yapilan
hesaplamalar matematiksel bir denklem olarak asagidaki sekilde ifade edilebilir (13,

114, 115).

(Denklik 1) Ver = Zai 1

Denklik 1°de V. Tlgilenilen yapimin toplam veya referans hacmini; a;: i numarali
kesitteki yap1 izdiigiimiiniin veya izdiisiimlerinin toplam yiizey alanini; ¢ : Ortalama

kesit veya dilim kalinligini ifade etmektedir.

Bu yontemle, etrafindaki yapilarla iliskilerine bakilmaksizin makroskobik olarak
veya mikroskobik biiylitmelerde sinirlar1 birbirinden ayirt edilebilen her tiirlii yapinin

hacmi hesaplanabilir (13, 116, 117).

Cavalieri hacim hesaplama ydntemi mikroskobik kesitler veya makroskobik
dilimler iizerinde uygulanabilir. Bu hesaplama i¢in ilk asama, ilgilenilen bolgenin
izdiistimlerinin veya kesitlerdeki goriintiilerinin alanlarin1 hesaplamaktir (13). Noktali
alan 6l¢tim cetvelleri kullanarak kesit goriintiilerinin alanlarini hesaplamak, stereolojide

siklikla kullanilan bir yontemdir (118).
Noktali alan 6l¢iim cetveli (Sekil 4) sistematik olarak birbirlerinden esit araliklarla

ayrilmis noktalardan olusur. Boyle bir cetvelde, artilarin kollarinin kesisim yeri,

cetveldeki bir noktayr temsil eder. Bu noktalardan her biri ise dort adet noktanin
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arasinda kalan bir birim cetvel alanina karsilik gelir ve bu alan a/p ile gosterilir. Bu
sekilde olusturulan noktal1 alan 6l¢iim cetvelinde her bir nokta arasindaki sabit mesafe

bilinmektedir (13, 107, 116).

+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + +
a/p
+ + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +

Sekil 4. Noktali1 Alan Olgiim Cetveli.

Noktali alan 0l¢iim cetvelleri ile alan hesab1 yapmak icin cetvel, alani
hesaplanacak kesit goriintiisii iizerine rasgele bi¢imde atilir. Bu uygulama sonucunda
yapinin kesitteki izdiisiimii izerine isabet eden nokta sayisi, bu izdiisiimiin kesitte temsil
ettigi alan miktartyla dogru orantili olacaktir. Bagka bir ifadeyle izdiisiim yani kesit
gorlintiisi ne kadar biiyiikk veya kiigiikse, kesit goriintiisiiniin biiyiiklik veya
kiigiikliigline gore nokta sayisi fazla ya da az olacaktir. Bu noktalarin her biri belli bir
birim alan1 (a/p) temsil etmektedir. Ilgilenilen kesit goriintiisiine diisen toplam nokta
sayist (ZP;j) bu birim alan degeriyle g¢arpildiginda, o kesite ait goriintliniin toplam
alaniin (A;) tarafsiz bir hesabi elde edilir (Denklik 2). Bu sekilde elde edilen alan
hesab1 uygulamada basit oldugu kadar istatistiksel olarak da giivenilirdir (13, 105, 107,
116, 118, 119).

(Denklik 2) A=2P;.a/p

Noktali alan 6l¢iim cetvelleri ile yapilan alan hesaplamalarinda, uygun siklikta

noktalar iceren cetveller kullanilmalidir. Uygun siklikta noktalar igeren cetveller
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kullanildiginda bilgisayar destekli goriintii analiz sistemleriyle yapilan hesaplamalar
kadar giivenilir sonucglar elde etmek miimkiindir (12, 116). Bu yontemin bir diger
avantaji da uygulamadaki kolayliktir. Genellikle seffaf bir asetat lizerine ¢izilmis,
aralarindaki mesafenin bilindigi ve sistematik olarak yerlestirilmis noktalar1 temsil eden

artilar bu iglem igin yeterlidir (13, 105).

Kesitlerde ilgilenilen bdlgenin izdiisiimlerinin toplam alanim1 Denklik 2’yi
kullanarak hesapladiktan sonra, toplam hacmi elde etmek i¢in, toplam alan degeri
denklik 1°de yerine yerlestirilir. Denklik 1’de toplam alan degeri, dilimleri veya
kesitleri elde ederken kullandigimiz ortalama kesit kalinligi degeriyle ¢arpildiginda
toplam hacim degeri elde edilir. Bu sekilde yapilan bir ¢alismada, yapinin toplam hacmi

tarafsiz ve etkin bir sekilde elde edilmis olur (105, 119, 120, 121).

4.4.4. Stereoloji Analiz Sisteminde Hacim Hesabi

4.4.4.1. Stereoloji Analiz Sisteminde Cavalieri Yontemine Gore Hacim
Hesabi

Stereoloji analiz sisteminde Cavalieri yontemine gore hacim hesabinda 6l¢iimler
ve hesaplamalar, bilgisayar ortaminda belirli komutlar verilerek yapilmaktadir. Genel
prensip olarak calismaya baslamadan Once sistem her giin yeniden kalibre edilerek,
sistemin en az hatayla ¢alismasi saglanmalidir. Cavalieri yontemi ile hacim hesabi igin,
sistematik rastgele o&rnekleme (SRO) ile segilen kesitlerin her biri mikroskoba
yerlestirilerek, hacmi incelenecek bolgeler goriintii alanina getirilir. Daha sonra 6l¢tim
yapilacak alan biiyiitiilerek calisilacak objektif se¢ilir ve yazilimdan da segilen objektif
secilir. Hacmi hesaplanacak alan yazilim araciligiyla genel hatlartyla sinirlandirilir.
Siirlandirmanin ardindan gerekiyorsa alan, objektif biiyiitiilerek tekrar biyttiiliir ve
alan ol¢timiinde kullanilacak olan noktali alan 6l¢iim cetvelleri yine yazilim araciligiyla
goriintiiler iizerine yerlestirilir. Burada dikkat edilmesi gereken en 6énemli nokta objektif

o

her degistiginde, yazilimdan ilgili objektifi segcmektir (4, 51, 107, 121).

Sistemde noktal1 alan cetvelindeki nokta basina diisen birim alan (a/p) degerleri

yazilim aracilifiyla otomatik olarak hesaplanmaktadir. Bu asamada eger incelenecek
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bolgeler ¢ok biiyiik ise, SRO olarak alan dérneklemesi yapilmalidir. Bu islem, yazilimda
bulunan “meander sampling” komutu ile istenilen aralik degerleri verilerek otomatik
olarak gerceklestirilebilmektedir. Alan Orneklemesi ic¢in tiim kesitlerde ve
hesaplamalarda X ve Y adim alanlar sabit olarak uygulanmalidir. Bu degerler sisteme
girildikten sonra adim alanlarindan olusan bir 6rnekleme 1zgarasi doku goriintiisii
lizerinde smirlanan bolgeye yazilim tarafindan rasgele olarak konuslandirilir. Alan
orneklemesi yapildiktan sonra her bir 6rnekleme alaninda nokta sayim teknigiyle alan
hesaplamas1 yapilir. Nokta sayim teknigi ile elde edilen sonuglar, alan Grnekleme
oranmnin da (AOO) hesaba katilmasiyla toplam hacim degerinin hesaplanmasinda

kullanilir (4, 51, 107, 121).

4.4.4.2. Stereoloji Analiz Sisteminde Alan Hesab1 Yontemine Gore Hacim
Hesab1

Stereoloji analiz sisteminde Cavalieri yonteminin temel prensipleri kullanilarak
alan hesab1 yontemine gore de hacim hesaplamasi yapilabilir. bu yontemde de 6l¢timler
ve hesaplamalar, yine bilgisayar ortaminda belirli komutlar verilerek yapilmaktadir.
Burada da genel prensip olarak calismaya baglamadan once sistem her giin yeniden
kalibre edilerek, sistemin en az hatayla calismasi saglanmalidir. Bu yontem ile hacim
hesab1 igin, SRO ile secilen kesitlerin her biri mikroskoba yerlestirilerek hacmi
incelenecek bolgeler goriintii alanina getirilir. Hacmi incelenecek alanin etrafi bilgisayar
ortaminda ¢izilir. Alanin tamamu ¢izildiginde sistem otomatik olarak, ¢evrilen alani umz
olarak alan degerini vermektedir. Bir hayvana ait kesitlerin tamaminin alan1 ayn1 sekilde
cizildiginde ve tiim alanlar toplandiginda, 6rneklenen kesitlerin tamaminin alani

belirlenmis olur.

Bu asamadan sonra alan hesabi yapilan kesitlerin kalinliklart da yine 6rneklenen
kesitler iizerinde belirlenerek ortalamalar1 alinir ve bdylece ortalama bir kesit kalinlig
bulunur. Daha sonra Orneklenen kesit alanlar ile ortalama kesit kalinlig1 carpilarak,
orneklenen kesitlerin hacmi bulunur. Bulunan hacim 6rnekleme orani ile garpilarak bir
bireydeki toplam hacim hesaplanabilir. Bu yontem kisaca asagidaki formiille hesap

edilebilir.
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V,, = a.t.l/ KOO

Burada V,,, bir bireydeki toplam hacmi; Xa; orneklenen kesitlerde hesaplanan
toplam alan; 7, drneklenen kesit kalinliklarmin ortalamasi; KOO; kesit drnekleme

oranini ifade etmektedir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1.1. Hayvanlarin Temini

Calismanin deneysel boliimii Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi
Aragtirmalar Merkezi'nde (KTU CAM), histolojik calismalar ise Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirildi. Calismaya baslamadan énce KTU Tip
Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan 26.10.2010 tarihinde Etik Kurul
onay1 alindi. Calisma siiresince deney hayvanlari ¢aligma etigine uyuldu. Calisma icin
KTU CAM’dan temin edilen toplam 24 adet 16 haftalik Sprague-Dawley cinsi sicanlar
kullanildi.

5.1.2. Hayvanlarin Bakimi ve Takibi

Calisma siiresince siganlarin takibi icin KTU CAM’da siganlarin barinabilecegi
takip odas1 hazirlandi. Hayvanlarin bakimi ve uygun fiziki ortamlarin hazirlanmasi igin
KTU CAM’da gérevli veteriner ve teknikerden yardim alindi. Tiim ¢aligma siiresince
sicanlar, alt1 plastik ve talasla kapli, Gstii tel olan 6zel kafeslerde izlendi. Bu kafesler
calismada her grup sican i¢in, her birinin i¢inde ayri yemlik ve suluk bulunan ayri
bolmeler seklinde hazirlandi (Sekil 5). Hayvanlarin tamami ¢aligma siiresince 22+2 oda
1s1sinda, %50+5 nem oraninda, 12 saatlik aydinlik-karanlik siklusu bulunan bir ortamda,
calisma siiresi boyunca her 2-3 saatte bir 1s1, yem, su ve 151k kontrolleri yapilarak takip

edildi.

5.1.3. Calisma Gruplarimin Olusturulmasi

(Calismanin baslangicinda sicanlarin, her biri 6 sigandan olusan 4 gruba ayrildi.
Birinci grup siganlara higbir islem uygulanmadi. Ikinci ve iigiincii gruba 30 dakika
stireyle, sag ve sol arteria karotis communis klemplenerek beyin iskemisi uygulandi.
Ucgiincii grup siganlara iskemi yapildigi giinden itibaren ondért giin boyunca agiz

yoluyla her giin ayni1 saatte GB kuru ektresini igeren damla (Tebokan Fort Damla, Abdi



Ibrahim Ilag Sanayi ve Tic A.S. Istanbul, Tiirkiye) (100mg/kg) verildi. Bu girisim i¢in
gavaj ignesi kullanildi. Sican ense ve boyun derisinden tutuldu. Bas enseye doru
cekilerek ekstansiyona getirildi. Disler arasindan gavaj ignesi gegirildi. Ozofagusa ve
mideye girisini kolaylastirmak i¢in igne hafifce dondiiriilerek dil {izerinden itildi.
Farinkse temas ettiginde yutma refleksi nedeniyle gavaj ignesi 6zofagusa girdi ve
boylece GB iceren damla kolaylikla mideye verildi (Sekil 6). Dordiincii grup sicanlara

ise sadece cilt kesisi yapild1 iskemi uygulanmadi (Tablo 1).

Sekil 5. Sigan Barinma Kafesi

5.1.4. Cerrahi Girisim ve Sicanlarin Takibi

Deney hayvanlarina ketamin 90 mg/kg (Ketalar® 50 mg Ampul, Pfrizer) ve
ksilazin 10 mg/kg (Xylazin hydrocloride®, Rompun-Bayer) karisimi intraperitoneal
olarak uygulanarak genel anestezi saglandi. On boyun bolgesindeki tiiyler tras edildi ve
batikonla temizlendi. Siganlar cerrahi girisim tahtasina sirtiistii pozisyonda ve kafalari
ekstansiyonda olacak sekilde yatirildi. Boyun 6n bolgesi, orta hattan yaklasik 2 cm’lik
vertikal insizyonla acildi. Deri dikkatlice iki yana acildi, sag ve sol arteria karotis
communise ulasildi. Daha sonra II. ve III. gruplarin her iki damarlari birden anevrizma

klempi (Yasargil Anevrizma Klempi, BAO45) kullanilarak kapatildi (Sekil 6). Boylece
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planlanan siire (30 dakika) boyunca kan akimi kesilerek iskemi uygulandi. Siire
bitiminde klempler c¢ikarilarak organlarin pozisyonu kontrol edilip insizyon bdlgesi
dikildi (Sekil 6). IV. grup siganlar yine genel anestezi altina alinarak boyun bolgesi
acildr ve higbir islem yapilmadan insizyon bolgeleri dikildi. I. grup siganlara ise hicbir

cerrahi miidahale yapilmadi.

Tablo 1. Calisma Gruplar1 ve Ozellikleri

Gruplar ..
(1=6) Gruplarin Ozellikleri ve Yapilan Miidahaleler
n=
I (Kontrol) Herhangi bir miidahale yapilmayan kontrol grubu sicanlar
11 (iskemi) 30 dk iskemi uygulanan si¢anlar
, 30 dk iskemi uygulanan ve iskemi sonrasi 14 giin boyunca
T (Iskemi+GB)
Ginkgo Biloba uygulanan siganlar
IV (Sham) Sadece boynuna kesi yapilip dikilen sham grubu siganlar

Sekil 6. (A); Arteria Karotis Communisin Anevrizma Klempi ile Kapatilmasi (B);
Insizyon Bolgesinin Dikilmesi (C); Gavaj ignesi ile Mideye Ginkgo
Biloba Verilmesi
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5.2. Histolojik Islemler

5.2.1. Dokularin Elde Edilmesi

Calisma sirasinda gruplardan III. Gruba ait bir sigan ilac1 aspire etmesi sonucu
6ldii. Diger sicanlar 14. giinde perfiize edilerek beyin dokulari ¢ikarildi. Bu amag igin
oncelikle sicanlar ketamin 90 mg/kg ve ksilazin 10 mg/kg karisimi intraperitoneal
olarak uygulanarak genel anestezi saglandi. Beyin ve beyincik kemik makasi (guj)
kullanilarak c¢ikarildi. Beyin ve beyincik kesilerek birbirinden ayrildi, dokular

numaralandirilarak kodlandi ve formaldehit igerisinde on giin siire ile tespit islemine

tabii tutuldu (122).

5.2.2. Doku Takibi

Tespit isleminden sonra dokular sirasiyla asagidaki islemlere tabii tutuldular.

1.  Akarsuda yikama.......c.cocooeiniennnee.
% 70°1ik AlkOL..c.ooiriiiiiiiiiiiiinne,
% 80°lik AlkoL.....coiriiiiiiiiiiienne.
% 96’1ik Alkol.......ccoocvviiiiiiiine.
% 96’1k AIKOL....cveeiiiiiiiniiicene.

o o0 3 (= 9] [N w N
X
—_
S
<
=
~
>
—
~
o
—_—

10. Erimis Parafin..........cccooeviiniieinenn,
11, Parafin........cooeiiiininie,
12, Parafin......cccoooiiiniininiiiice
13. Bloklama
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5.2.3. Kesitlerin Alinmasi

(Calismanin bu asamasinda stereolojinin temel prensiplerine gore hareket edildi.
Bu tip calismalarda kesit kalinlig1 ve kesit 6rnekleme orani 6nemli oldugundan, ¢alisma
gruplarina ait kesitleri almaya baslamadan once konuyla ilgili yapilan calismalar
incelendi ve sunulan calismada kullanilacak kesit kalinlig1 ve kesit 6rnekleme orani
tespit edildi. Yapilan literatiir taramas1 sonucunda benzer caligmalarda 1/10 oraninda
ornekleme yapildigi ve 2640 pm (mikrometre) kalinliginda kesitlerin kullanildig:
tespit edildi (4, 51, 121). Bu nedenle ¢alismada 1/10 oraninda 6rnekleme yapilarak 30
um kalinliginda kesitlerin alinmasina karar verildi. Caligma gruplarina ait kesitlerin elde
edilmesi amaciyla, parafine gomiilerek bloklanan beyinler sirasiyla asagidaki islemlere

tabi tutuldu.

- Calisma i¢in kesit alinmaya baslamadan once lizerlerine kesit alinacak lamlarin
tizerlerine 6zel bir yapistirict olan %10 luk jelatin (100 ml saf suda 10gr jelatinin
¢oziindiiriilmesi ile elde edildi) ve %10’luk formaldehitin bire bir karistirilarak
hazirlanmas: ile elde edilen siv1 siiriildii. Uzeri yapistirici ile kaplanan lamlar 1 saat
stireyle 37 °C deki etiivde kurutuldu. Lamlarin bu sekilde hazirlanmas: her kesit

alinmasindan 6nce tekrarlandi (121).

- Bloklar kesit elde etmek amaciyla, mikrotom (LEICA RM 2255) kullanilarak 30
pum kalinliginda kesildi.

- 1/10 oraninda Srnekleme ile elde edilen kesitler benmari igindeki 45-50°C’deki
su lizerine birakildi ve diizlesmeleri saglandi. Bu ornekleme sonucunda her bir

hayvandan ortalama 40 kesit elde edildi.

- Onceden hazirlanmis lamlar iizerine kesitler alindi.

- Lam iizerindeki kesitlerin iizerlerine fir¢ca ucu ile hafifce bastirilarak kesitlerin

altinda hava ve suyun kalmamasi saglandi. Lamlar, zembillere yerlestirildi.
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- Lam {izerindeki kesitlerin kurumasina izin vermeden kesitlerin lama daha iyi
yapismalarini saglamak i¢in zembiller, i¢inde 1:1 oraninda 10-12 ml. su ve formol

karisimi1 bulunan genis salelere yerlestirildi.

- Salelerin kapaklar1 kapatilarak 60 °C’lik etiivde 1 gece bekletildi.

- Lamlar i¢inde bir miktar su bulunan cam salelere alinip parafinleri eriyinceye
kadar 60 °C’lik etiivde tekrar bekletildi. Boylece lamlara kuvvetli bir bigimde yapisan

kesitler boyanmaya hazir hale getirildi.

5.2.4. Kesitlerin Boyanmasi

Calisma gruplarina ait kesitler alindiktan sonra boyama iglemine gecildi. Kesitler
% 0,1’1ik cresyl fast violet ile boyandi. Kesitlerin boyanmasi sirasinda kullanilan boya

ve soliisyonlar asagidaki sekilde hazirland1 (122).

% 0,1’lik cresyl fast violet: 1000 ml distile su + 0,1 gr cresyl fast violet + 15
damla %10 luk glasial asetik asit.

Cresyl fast violet ayristiricisi: 60 ml kloroform + 44 ml % 96’lik alkol + 9 damla
%10 luk glasial asetik asit.
% 0,1’lik cresyl fast violet, cresyl fast violet ayristiricis1 ve dereceli alkoller

hazirlandiktan sonra kesitlerinin boyanmasi i¢in sirastyla agagidaki islemler yapildi.
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1. Ksilen ..o, 30 dakika (4 X 7.5 dk.)

2. % 99,5’ luk AIKOL .....oovvveiieines 10 dakika

3. %96’ ik Alkol ......coeeiiei 10 dakika

4. % 80’lik Alkol ....coeeiiriiiiiinne 10 dakika

5. % 70’lik Alkol ....cccoovvvviiiieinne 10 dakika

6. Distile Su ....oooeeiii 10 dakika

7. Cresyl Fast Violet .......cc.ccceeeenee 60 °C’de etitv icerisindeki boyada
kesitin alt tabakalar1 boyanana kadar
(yeni hazirlanan boyada yaklasik 10
dakika)

8. Distile Su .cccoeeiiii 1-2 dakika

9. % 96’lik AlkOl ...cvveenrieiiie, Boyanin ¢ogu uzaklasincaya kadar
(8-10 dakika)

10. Cresyl Fast Violet Ayristiricist .....  Cekirdek ve Nissl farklilagsmasi
saglanincaya kadar.

11. % 96’lik ALKOL ..o, 5 dakika

12. % 99,5’luk Alkol ......ccoveiieinen 10 dakika

13. Ksilen ..ooccovveeiiiniiiiiiiicceeee, 10 dakika

14. Ksilen .....ccooccoevieniiiiiiiiiiieeeee, 1 saat

15. Entellan® (SIGMA) ile kapama

5.3. Analizler

Deney ve kontrol gruplarina ait siganlarin toplam beyin hacimleri, alan hesabi

5.3.1. Stereoloji Analiz Sistemi

yontemine gore hacim hesaplamast KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dal1 Stereoloji Laboratuarinda bulunan stereoloji analiz sisteminde elde

KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Stereoloji

Laboratuarinda bulunan stereoloji analiz sistemi Leica firmasinin iiretimi olan stereoloji
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analiz yazilimi1 ve donanimini igermektedir. Sistem, MicroBrightField (ABD) firmasinin
stereolojik arastirmalar i¢in tasarlanmig stereoloji analiz yazilimi (Stereo Investigator 9,
Computer Assisted Stereological Toolbox-Leica) iceren bir bilgisayar (Pentium PC,
DELL OptiPlex, USA), arastirma mikroskobu (Leica, DM4000B-M, Germany), CCD
kamera (JVC, Japan), Z ekseninde 6l¢iim yapan 6l¢iim ¢ubugu (Heidenhain LIP401 R,
Germany), mikrakator gostergesi (Heidenhain ND 221 B, Germany), PC tarafindan
kontrol edilerek mikroskop tablasinin X ve Y eksenlerinde hareketini bilgisayar
kontrollii olarak yonetebilen bir tabla motorundan (Prior ProScan, USA) ve bir adet
tabla kontrol ¢ubugundan (Prior, USA) ve bir adet glic kaynagindan olusmaktadir
(Sekil 7).

Sekil 7. Stereoloji Analiz Sistemi. (1) Kontrol Unitesi, (2) Mikroskop, (3)
Kamera, (4) Otomatik Tabla, (5) Monitor, (6) Bilgisayar Kasasi, (7)
Gli¢ kaynagi.

Stereolojik caligmalar bir¢ok laboratuarda 1sik mikroskobuna monte edilebilen
basit ara¢ ve gereglerle yapilabilmektedir. Ancak bilgisayar destekli stereoloji analiz
sistemleri ve yazilimlar sagladiklar1 hiz ve nispeten yiiksek giivenilirlik sebebiyle,
stereoloji arastirmalarinin yiiriitiildiigli merkezlerde gittikce yaygin hale gelmektedir.
Stereolojik analiz sistemlerinde ¢alisilan yapinin sinirlarinin ve alaninin belirlenmesi,

rasgele bir alan Orneklemesi yapilmasi, adimlarin sirayla taranarak sayimlarin
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gerceklestirilmesi kolaylikla gerceklestirilebilmektedir (4, 51, 121).

5.3.2. Analizlerin Detaylar:

Calisma siiresince stereoloji analiz sistemi her giin yeniden kalibre edilerek,
sistemin en az hatayla calismasi saglandi. Alan hesab1 yontemi ile hacim hesab1 igin,
daha 6nce SRO ile secgilen her 10 kesitten biri (KOO: 1/10) incelendi ve alan
hesaplamasi yapildi.

Bunun i¢in sirasiyla asagidaki islemler yapildi.

- KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Stereoloji
Laboratuarinda bulunan stereoloji analiz sisteminde bulunan Stereoinvestigator
programi agildi. Beyin alan1 hesaplanacak kesit mikroskoba yerlestirildi. Mikroskoptaki
alan hesab1 yapilirken kullanilacak objektife (X2,5) kullanilarak alan bulundu ve

goriintli makrovida ve mikrovida yardimiyla netlestirildi (Sekil 8).

- Alan1 6l¢mek i¢in fare dokunun iizerindeyken sag tusa basildi ve ¢ikan meniiden

Continiuous Talking programi secilerek alani hesaplanacak bdlgenin tamaminin etrafi

cizildi (Sekil 9).

- Cizim bittiginde yine fare’nin sag tusuna basildi ve ¢ikan meniiden Close
Contour tiklanarak alan hesaplandi. Orneklenen her bir kesit igin aymi sekilde alan
hesaplandi. Tiim kesitlerdeki alanlar toplanarak, 6rneklenen kesitlerdeki toplam alan

belirlendi (Sekil 10, 11).

- Daha sonra orneklenen kesitlerin kalinliginin oSlgiimiine gecildi. Kalinlik
6l¢cerken hem sistemdeki ve hem de mikroskoptaki objektif biiylitmesi X100’e getirildi,
immersiyon yagi damlatilarak goriintiiniin netligi saglandi. Gorlintiiniin  netligi
saglandiginda burasi kesitin iist yiizeyi olarak belirlendi ve bu asamada mikrakatorun
belirledigi deger bir yere kaydedildi. Daha sonra iist ylizeyden alt yiizeye dogru
mikrovida yardimiyla ilerlendi. Netlik kayboldugunda buras1 kesitin alt sinirina olarak

kabul edildi ve yine bu asamada mikrokatoriin gosterdigi deger kaydedildi. Her iki
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deger arasindaki fark bulunarak kesit kalinligi elde edildi. Bu sekilde orneklenen
kesitlerdeki kalinliklar bulundu, ortalamalar1 alind1 ve boylece o bireye ait kesitlerdeki

ortalama kalinlik belirlendi (Sekil 12, 13).
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Sekil 8. Stereoinvestigator Programinda Alan Netliginin Saglanmasi
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Hesaplanmaktadir
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Stereoinvestigator programinda gergeklestirilen tim bu asamalardan sonra
asagidaki formiil kullanilarak bir sicandaki toplam beyin hacmi hesaplandi. Kisaca
Ozetleyecek olursak burada orneklenen kesit alanlarin toplami ile ortalama kesit
kalinlig1 carpildi ve Orneklenen kesitlerin hacmi bulunur. Bulunan hacim, drnekleme

orani ile ¢arpilarak bir sigandaki toplam beyin hacimi hesaplandi.
V,,=> a.i.1/KOO

Daha oncede ifade edildigi lizere burada V top, bir bireydeki toplam hacmi; 2 a;
orneklenen kesitlerde hesaplanan toplam alani; 7, Orneklenen kesit kalinliklarinin

ortalamasini; KOO; kesit drnekleme oranmi ifade etmektedir. Bizim ¢alismamizdaki

KOO = 1/10 olarak belirlenmistir.

5.4. Verilerin Analizi

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Package for the Social Sciences,
version 13.1, SSPS Inc., Chicago, IL, USA) ve STATISTICA 7 programlarindan
yararlanilmistir. Calisma gruplarindaki sicanlarin agirliklarr, ANOVA (t testi) Tukey ile
degerlendirilmistir. Calisma gruplar1 Kruskal-Wallis testi kullanilarak karsilastirilmastir.

Tiim karsilagtirmalarda p<0,05 degeri anlamli kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Sicanlarin Davrams Yoniinden Degerlendirilmesi

Cerrahi miidahale sonrasinda davranis yoniinden degerlendirilmeye baslanan
sicanlar anestezinin etkisinden 1 saat sonra ¢ikt1 ve ilk 3-4 saat boyunca hi¢ bir sey
yiyip icmediler. Sicanlarin daha sonraki saatlerde yeme ve icme davranislar1 normale
donmeye basladi. 11k 3 giin viicut agirhginda azalma goriildii ve daha sonraki giinlerde
viicut agirhi tekrar artmaya basladi. Ozellikle ilk 3 giin boyunca siganlarda islemler
sirasinda asirt sinirlilik ve saldirganlhik davranislar oldugu gozlendi. Ilk giinlerde gériilen
belirtiler disinda 14 giin boyunca si¢anlarda herhangi bir anormal davranig tepki veya

beslenme bozuklugu goriilmedi.

6.2. Beyin Noronlarinin Morfolojik Degerlendirilmesi

Sicanlarin beyin ndronlar1 morfolojik olarak degerlendirildiginde I., II., III. ve IV.
Gruplardaki sicanlara ait ndronlar arasinda belirgin bir morfolojik farkliligin olmadig:

gozlendi (Sekil. 14, 15, 16, 17).

6.3. Sicanlarin Viicut Agirhk Bulgular

Calisma oOncesi ve sonrasi gruplarin agirliklarina ait veriler Tablo 2°de verilmis
ve her bir gruba ait sican agirliklarinin dagilimi Sekil 18’de gosterilmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda, ¢alisma 6ncesinde ANOVA (t testi) ile tiim gruplarda
kullanilan siganlarin birbirine benzer oldugu ve Tukey testi ile de gruplar arasinda
farkliligin olmadig1 tespit edilmistir. Ayni sekilde sicanlar g¢alisma sonunda da
agirliklar1 bakimindan degerlendirilmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir farkliligin olmadig1 goriilmiistiir.



Sekil 14. Kontrol Grubuna ait Sigan Beyninin Morfolojik Goriintiisii (X20),
(Cresyl Fast Violet).

Sekil 15. Sham Grubuna ait Sigan Beyninin Morfolojik Gortintiisti (X20), (Cresyl
Fast Violet).
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Sekil 16. Iskemi Grubuna ait Sigan Beyninin Morfolojik Gériintiisii (X20),
(Cresyl Fast Violet).

Sekil 17. Iskemi+GB Grubuna ait Sican Beyninin Morfolojik Gériintiisii (X20),
(Cresyl Fast Violet).
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Tablo 2. Calisma Oncesi ve Sonrasinda Gruplarin Agirlik Ortalamalarinin
Karsilagtirilmast Dagilimi (SS= Standart sapma)

Ortalama Agirhk (gr) £SS

Grup No (Caligma Oncesi Grup No Calisma sonrasi
1 (n=6) 227,00+19,49 1 (n=6) 241,83+20,10
2 (n=6) 245,67+36,33 2 (n=6) 240,33+31,05
3 (n=6) 236,40+20.23 3 (n=5) 226,00+21,65
4 (n=6) 225,00+38,34 4 (n=6) 235,67+37,31
Grup ortalamasi 233,39+29.,47 236,39+27,38

6.4. Beyin Hacmi Bulgulan

Sican beyin hacimleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde kontrol grubu,
iskemi grubu, iskemi+GB grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin
olmadig1 yalmiz kontrol grubu ile sham grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli

diizeyde bir farkliligin oldugu saptandi (p=0,009).

Kontrol grubu, iskemi grubu, iskemi+GB grubu ve sham grubu hacim degerleri

istatistiksel olarak karsilastirildiginda asagidaki veriler elde edildi (Sekil 18).

- Kontrol ile iskemi gruplarindaki siganlar beyin hacim degerleri bakimindan
karsilastirildiginda iskemi grubundaki sicanlarin beyin hacim degerlerinde artis

oldugu fakat bu artisgin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu goriildii (p=0,126).

- Kontrol ile iskemi+GB gruplarindaki siganlar beyin hacim degerleri bakimindan
karsilastirildiginda iskemi+GB grubundaki sicanlarin beyin hacim degerlerinde
artis oldugu fakat bu artisin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu goriildi

(p=0,170).

- Kontrol ve sham gruplarindaki sicanlar beyin hacim degerleri bakimindan

karsilastirildiginda sham grubundaki siganlarin beyin hacim degerlerinde artis
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oldugu ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p=0,009).

Iskemi ve sham gruplarindaki sicanlar beyin hacim degerleri bakimindan
karsilagtirildiginda, sham grubundaki siganlarin beyin hacim degerinde artis

oldugu ve bu artisin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu goriildii (p=0,662).

Iskemi ve iskemi+GB gruplarindaki siganlar beyin hacim degerleri bakimindan
karsilastirildiginda, iskemi+GB grubundaki siganlarin beyin hacim degerlerinde

artis oldugu ve bu artigin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu goriildii (p=0,841).

Sham ve iskemi+GB gruplar1 hacim degerleri bakimindan karsilastirildiginda,
sham grubundaki sicanlarin beyin hacim degerlerinde artig oldugu ve bu artisin

istatistiksel olarak anlamsiz oldugu gorilmiistiir (p=0,584).
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Sekil 18. Tiim Gruplarin Hacim Degerlerinin Dagilim1
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Tablo 3. Calisma Gruplarina ait Her Bir Sicanin Hacim Hesaplamasinda
Kullanilan Kesit Sayis1 ve Ortalama Hacim Degerleri (OHD) (SS=
Standart Sapma)

Gruplar Hayvan No  Kesit Sayis1  Hacim (mm’) OHD4SS

Kontrol 1 41 4,5789
2 47 4,4992
3 40 4,7691

4 41 43685 4,6061+0,1643
5 44 4,6154
6 46 4,8055
Iskemi 1 48 47538
2 46 5,2330
3 45 5,1724

4 43 4.5067 4,9393+0,3043
5 41 5,0305
Iskemi+GB 1 44 5,1401
2 44 5,0172

3 43 4,9850 4,9403+0,1805
4 45 5,0395
5 41 4,6199
Sham 1 49 4,9378
2 44 5,2835
3 46 5,1193

4 45 4.8564 5,0273+0,2046
5 41 5,2004
6 44 4,7665

6.5. Beyin Agirhik Bulgularn

Sican beyin agirliklart istatistiksel olarak degerlendirildiginde kontrol grubu,
iskemi grubu, iskemi+GB ve sham gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkliligin olmadigi saptandi (p<0,05) (Tablo 4) (Sekil 19).

Tablo 4. Tiim Gruplarin Beyin Agirliklar1 Ortalamalari (SS=Standart Sapma)

Grup Ad: Beyin Agulik (mg)
Ortalama

Kontrol (n=6) 1.4307= 0,07700

Iskemi (n=3) 1,4045= 0,05582

Iskemi~GB (n=3) 1.3766= 0,04233

Sham (n=6) 1,4260= 0,07901
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Beyin Agirhk (mg)

1,65 -

1,5 1 ) ‘
1,45 - 3, : :

1,4 - - — .

1,35 - .. |

1,3 . .
1,25 Kontrol iskemi iskemi+GB Sham

Sekil 19. Tiim Gruplarin Beyin Agirliklarinin Dagilimi
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7. TARTISMA

Beyin iskemisi, genis bir ndrolojik bozukluk spektrumu i¢inde hem ¢ocukluk hem
de eriskin donemde 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Beyin iskemisinde
cesitli etyolojik nedenlerle beyin kan akiminin azalmasi veya tam olarak durmasi
sonucu oksijen, ATP ve glukoz gibi enerji kaynaklarinin tiikkenmesi ile baslayan ve

ndronlarda dejenerasyonla sonuglanan bir dizi olaylar zinciridir (39).

Beyin iskemisi patofizyolojisinde yer alan eksitoksisite, asir1 kalsiyum
yiiklenmesi ve serbest radikal olusumu gibi mekanizmalar birbirleriyle karmasa
icersindedirler. Bu nedenle iskemi sonrasi reperflizyon sonucu ortaya ¢ikan hasar
olusumunu engellemek ve olusan hasarin ortadan kaldirilmasi amaciyla kalsiyum kanal
blokerleri, serbest radikal gidericileri, antiddem tedavi ve glutamat reseptor

antagonistleri gibi pek ¢ok etken kullanilmistir (3, 60, 123, 124, 125, ,126, 127).

Beyin iskemisi sirasinda hiicre kaybina neden olan mekanizmalar hala tam olarak
anlasilmamis olmakla birlikte son 20 yildir bu konuda biiyiikk ilerlemeler de
kaydedilmistir (128, 129, 130). Beyin iskemi modeli ile yapilan c¢alismalarda
histopatolojik olarak néronlarda belirgin biiziilmeler, hiicre ve ¢ekirdek smirlarinda
diizensizlikler, perindral ve perikapiller 6dem saptanmistir. Yapilan ¢aligmalarda
Ozellikle beyin korteksi ve hipokampusda ndron sayisinin azaldigi ve iskemiye baglh

infarkt alanlar gozlenmistir (131, 132, 133, 134).

GB’nin ndronlarda iskemi reperfiizyon hasari iizerine koruyucu etkisi oldugunu
gosteren bir¢ok c¢alisma vardir. Yapilan g¢alismalarda GB’nin siliperoksid dismutaz
aktivesi, peroksid radikal temizleyicisi ve superoksid anyonlarini ortadan kaldirarak ve
nitrik oksid olusumunu inhibe ederek antioksidan etkiler olusturdugu gosterilmistir. Kan
akimini arttirarak beyin iskemisinde kortikal infarkt hacmini azalttiklar1 da saptanmistir

(101, 135, 136, 137).



Hayvanlar {izerinde yapilan ¢alismalar terpen laktonlarinin trombosit aktive edici
faktoriiniin membran reseptoriine baglanmasini engelledigi gosterilmistir (93). Yapilan
calismalar, GB’nin polimorfoniikleer hiicrelerde azalan siiperoksit saliimi ile
sonuclanan gama radyasyonla uyarilmig tavsanlarda antioksidan 6zelligi oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle GB’nin hipoksik hasara kars1 beyin dokusunu korudugu ve

beynin metabolizmasini diizelttigi diistiniilmektedir (88, 94).

Ginkgo bilesenleri, Alzheimer hastaliginda gozlenen lipid peroksidasyon ve hiicre
hasarinin bagdastiricilart olan serbest radikal temizleyicileri gibi hareket edebilir.
Yapilan bir calismada GB’nin, asetilkolinesteraz inhibisyonu yoluyla beyindeki
kolinerjik iletimi arttirabilecegi bunun Alzheimer hastalifin1 tedavi edici etkisi
olabilecegini diigiindlirmektedir. Vaskiiler ginkgo etkilerinin, gevsetici faktor ve
prostasiklin salinimindan elde edilen endotel uyarimi i¢in ikincil bir vazodilatasyondan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Yapilan diger ¢alismalar GB’nin nitrik oksidi inhibe
edebilecegini dolayisiyla da vaskiiler rahatlamaya neden olacagini belirtmekteedir (138,

139, 140, 141, 142, 143, 144).

Yapilan bir diger ¢alismada GB’nin diisiik basingli hipoksiye maruz kalan
sicanlarin sag kalma siirelerini fazlasiyla uzatabildigini gostermektedir. Ek olarak
biyokimyasal sonuglar; beynin enerji metabolizmasinin bu ilag tarafindan
etkilendiginide gostermektedir (147). Ozellikle gesitli deneysel calismalarda, beynin
glukoz seviyelerinde bir artis tespit edilmistir. GB’nin kan glukoz seviyelerinde artis
sagladigr benzer deneysel caligmalarda da gosterilmistir. GB’nin hipoksik sigan
beynindeki laktat/piriivat orani iizerindeki etkisinin laktat konsantrasyonu iizerindeki
etkisinden daha belirgin oldugu goriilmektedir. Bu orandaki belirgin diisiis, 6zellikle
GB uygulanan beyinlerdeki piriivat konsantrasyonundaki azalma sayesinde
gerceklestigi  goriilmiistiir. Biitlin aerobik hiicrelerde, oksijenin tek degisiklige
indirgenmesi, lipid peroksidasyonu yoluyla membran hasarini1 baglatan giiclii serbest

radikallerin olugsmasina yol acar (145, 146).

(Calisma sonuclarina gore sicanlarin total beyin hacimleri bibirleri ile

karsilagtirildiginda kontrol grubu, iskemi grubu, iskemi GB grubu ve sham gruplari
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arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliligin olmadig1 goriildii. Ancak kontrol grubu
ile sham grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli birr farkliligin oldugu goriildii. Bu
durum cerrahi stresin beyin hacminde artisa sebep oldugunu ve bu artisin 14. giinde de
devam ettigini gostermektedir. Konuyla ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde, ¢alisma
sonuglarimizin kaynaklarla da desteklendigi goriilmektedir. Cilinkii kaynaklarda GB’nin
siirekli ve gegici fokal beyin iskemisine karsi noroprotektif bir etki ortaya koydugu
bildirilmektedir. Ayni zamanda bu madde hipokampal noéronlari, beta amiloid
toksisitenin neden oldugu hiicre 6liimiine karsi da korumaktadir. Ek olarak GB’nin
cesitli norodejeneratif bozukluklar ve periferal arteriyal tikaniklik hastaliklari tizerinde

de yararl etkileri oldugu klinik ¢alismalarda bildirilmistir (147, 148, 149, 150).

GB, giiclii bir serbest radikal temizleme aktivitesine ve antioksidan etkiye sahiptir.
Ayni1 zamanda, iskemik hasarin neden oldugu asir1 serbest radikal {iretimi, protein
oksidasyonu ve DNA hasarina neden olur. Yapilan bir ¢alismada GB’in aslinda akt
sinyal yolaginda mediator gorevi gordiigii one siiriiliiyor. Yapilan diger bir ¢caligmada
ise TTC boyast kullanilarak olusturulan fokal beyin iskemisi sonrast olusan beyin
infarkt hacminin, GB uygulamasi ile anlamli bir sekilde azaldigini gosteriyor. Ayni
zamanda, GB tedavisi, akt ve altyolaklar1 arasindaki antiapopitotik sinyalleri arttirarak

da bu noroprotektif etkiye aracilik etmektedir (150, 151, 152, 153, 154).

Yapilan ¢alismalarda GB’nin MDA konsantrasyonunu azaltip es zamanli olarak
korteks dokusundaki SOD ve GSH-PX konsantrasyonunu arttirabilecegi gosterilmistir.
Beyin dokusu biiyiik miktarda ¢oklu doymamis yag asidinden zengin fosfolipit icerir ki
bu coklu doymamis yag asitleri serbest yag asitleri tarafindan peroksidasyona c¢ok
aciktir. Bu lipit peroksidasyonunun son iirlinii olan MDA ¢ok reaktiftir ve sitotoksik
etkilerden noronal oOliimden sorumludur. SOD ve GSH-PX’in peroksidasyon
reaksiyonlarimin neden oldugu hasardan dokuyu koruyan serbest radikal temizleyici
gorevi goren iki onemli enzim oldugu diisiiniilmektedir. Bu da GB’nin antiserbest

radikal etkisi ile noroprotektif oldugunu gostermektedir (155, 156).

Sicanlar  caligma  Oncesi ve sonrasi viiclit agirliklart  bakimindan

degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin olmadig:
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goriilmiistiir. Ayn1 sekilde ¢alisma gruplart beyin agirliklart bakimindan da
degerlendirildiginde aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farliigin olmadigi
goriilmiistiir. Bu durum hem iskeminin hem GB’nin si¢anlarin agirliklarina herhangi bir

etkisinin olmadigin1 géstermektedir.

GB ve iskemi iliskisini arastiran ¢alismalar incelendiginde, siganlarin davranislar
yonilinden degerlendirilmedigi goriilmiistiir. Bu nedenle calismamizin bu bulgulari
yeterince tartisilamamistir. Ancak bazi galigmalarda beyin iskemisi sonrasinda yeme
bozuklugu, kac¢inma, agresiflik ve saldirganlik gibi davranigla ilgili problemler ortaya
ciktig1 (51) ve bu durumun iskeminin yemek yeme ve diger davranislar {izerine gecici
bir siire olumsuz etkisinin oldugu seklinde izah edilmektedir. Bu durum da iskemi
bolgesinde zarar goren hiicrelerin, GB’nin norogenezisi baslatarak hiicre sayisini
normale dondiirdiigiinii diisiindiirebilecegi gibi, iskeminin de norogenezisi baslatmasi
sonucu da olabilecegi diisiiniilebilir. Zira iskeminin ndrogenezis iizerinde etkisi
olabilecegi bilinmektedir (157, 158). Civcivler iizerinde yapilan bir ¢alismada, degisik
stirelerde uygulanan iskeminin 6grenme davranisi iizerine olan etkilerine de bakildi. Bu
calisgmada iskemi sonrasi erken donemde motor fonksiyonlarda bozulmalarin
olabilecegi, ancak bunun daha sonra diizelebilecegi ileri stiriilmektedir (4, 51). Bu
calismada elde edilen davranis ile ilgili bulgular, bizim ¢alismamizda iskemiden 3 giin
sonra azalan kacinma, agresiflik ve saldirganlik bulgularinin normale doénmesini

destekleyen bir bulgulardir.

Sonu¢ olarak tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde cerrahi stresin beyin
hacmini arttirdigi, GB’nin arteria karotis kan akimi kesilen si¢anlarin beyin hacmi
tizerine koruyucu etkisinin oldugu, iskemik beyinlerde GB’nin koruyucu olarak
kullanilabilecegi sdylenebilir. Ancak bu ¢alisma bir hacim c¢alismasidir. Bu nedenle bu
sonucun baska c¢aligmalarla Ozellikle hiicresel seviye de yapilan c¢alismalarla

desteklenmesi gerekmektedir.
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8. SONUCLAR ve ONERILER

Yapilan ¢aligmadan ¢ikarilabilecek sonuglar asagida verilmistir.

1. Iskemi sonrasi erken donemlerde sicanlarda davramis bozukluklar
olmaktadir. Ancak bu bozukluklar daha sonra diizelmektedir.

2. lIskemi ve GB sigan viicut agirliklarinda herhangi bir degisiklige neden
olmamaktadir.

3. lIskemi ve GB sigan beyin agirliklarinda da herhangi bir degisiklige neden
olmamaktadir.

4. GB iskemi sonrasi olusabilecek hasar1 6nleyebilir.

5. Iskemi nérogenezisi baslatarak neden oldugu hasari ortadan kaldirabilir.

Bu sonugclarin 15181 altinda konuyla ilgili arastiricilara su 6neriler yapilabilir.

Calisma sonuglarina gére GB’nin arteria karotis kan akimi kesilen siganlarin
beyin hacmi {izerine koruyucu bir etkisi oldugu sdylenebilir. Bu sonuca gore GB iskemi
sonrasinda ortaya cikabilecek patolojilerin tedavisinde kullanilmaya aday bir terapotik
ajan olarak diisiiniilebilir. Ancak c¢alismamiz bir hacim calismasidir. Sadece hacim
calismasindan yola ¢ikarak bunu kesin olarak sdylemek miimkiin degildir. Ciinkii
bilindigi iizere iskemi hiicresel seviyedeki hasar mekanizmalari ile ortaya ¢ikmaktadir.
Bu nedenle bu sonucun baska ¢alismalarla Ozellikle hiicresel seviye de
immiinohistokimyasal, biyokimyasal, otoradyografik ve ultrastrukturel yontemlerle
yapilan ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir. Ayrica klinik ¢alismalara gegmeden
once iskemi ve GB iligkisini inceleyen deneysel ¢alismalarin sayisinin arttirilmasi
gerekmektedir. Clinkii bu iligkiyi inceleyen ¢ok az sayida deneysel calisma mevcuttur.
Bu nedenle iskemi konusu ile ilgili ¢alisan arastiricilar i¢in iskemi ve GB iligkisi

ozellikle de hiicresel seviyede arastirilmaya deger bir konudur.
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