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YS: Yanlg se¢im
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1. GiRiS

Bellek bozukluklari, serebrovaskiler hastaliklar icinde, giin gectikce
daha fazla 8nem kazanmaktadir. Ozellikle tiptaki gelismeler sonrasi bircok
hastaligin tedavi edilebilmesi sonucu toplumda yaslilik ve buna bagl olarak
bellek bozukluklari artmaktadir. Bellek bozukluklarina yénelik tedavi edici
6zelligi olan ila¢ aragtirmalari gun gectikge deger kazanmaktadir (1).

Minosiklin, lipofilik 6zelligi yliksek, yari sentetik, uzun etkili ikinci kusak
tetrasiklindir ve kan-beyin engelinden gegebilir. Bu ilag tim ve bdlgesel beyin
iskemisi, epilepsi, Huntington hastaligi, amyotrofik lateral skleroz, Parkinson
hastaligi, multiple skleroz, travmatik beyin zedelenmesi ve omurilik
zedelenmesi gibi bazi ndrodejeneratif hastallk modellerinde ndéroprotektif

etkinlik géstermistir (2).

Nilvadipin, hipertansiyon tedavisinde kullanilan givenli ve etkili bir
kalsiyum kanal blokeri ilagtir. Nilvadipin merkezi sinir sistemine kolay gecer,
iskemik beyinde infarksiyon alanini azaltir, serebral mikrosirkilasyonu
iyilestirir. Nilvadipin tim beyin iskemisi modelinde iskemi sonrasi verildiginde
bellek bozuklugunu iyilestirici etki géstermistir (1, 3).

Tekrarlayici, gegici tim beyin iskemisi modeli, sekiz kollu labirent
sinamasinda uzun sulreli bellek bozukluguna ve 6zellikle hipokampus CA1

bblgesinde segici ndronal zedelenmeye neden olmustur (4-6).

Bu galismamizda amag, tekrarlayan gegici tUm beyin iskemisi modeli
uygulanarak bellek bozuklugu olusturulmus sigcanlarda, profilaktik olarak
minosiklin ve nilvadipin uygulanmasinin bellege olan etkilerinin davranigsal
ve biyokimyasal olarak incelenmesidir.



2.GENEL BILGILER

2.1. BELLEK BOZUKLUKLARI VE INME

insanda sosyal bir boyutu olan demans, bellek, yargilama, soyut
disince ve konusma gibi codul davranissal bozukluk ve kisilik bozukluguyla
karakterizedir (7). GUnimuzde yaklasik 24 milyon insanin demans tanisi
alarak bellek bozuklugu yasadigi tahmin edilmektedir (11). inme tanimi
Diinya Saglik Orgiitl élcitlerine gdre ani gelisen, 24 saatten fazla siiren ya
da bu slre icinde 6lim ile sonuglanan, damarsal nedenden baska bir
aciklama getirilemeyen, bdlgesel veya genel nérolojik bozukluk seklinde
yapiimaktadir. Avrupa’da 2000 yilinda inme insidansinin 1,1 milyon oldugu
ve 2025 yilinda 1,5 milyon olacagi hesaplanmistir (8). inme varhgi, bellek
bozukluklarinin sikhigini 4-12 kat artirmaktadir. inme ile bellek bozuklugu
arasindaki iliski acik bicimde ortaya konmustur. inmeden sonra goriilen
bellek bozukluklarinda iskemiye bagl hicre zedelenmesi Uzerinde
durulmaktadir (9, 10). Bellek bozukluguna birgok etken yol agmakla birlikte,
son yillarda damarsal kaynakli olanlar ayri bir siniflandirma altinda, damarsal
kaynakli  biligsel bozukluklar (vascular cognitive disorders) olarak
adlandirnimaktadir. Damar kaynakh bozukluklarin 6nceden taninmasi,
6nlenebilmesi ve tedavi edilebilmesi olasi oldugundan inme ile olugsan biligsel
bozukluklarin tani ve tedavi olasiligi bulunmaktadir (12). Damarsal kaynakl
olmayan bellek bozuklugu yapan hastalik tiplerinde de inme sonrasi biligsel
yeteneklerin azalmasi ve hastaligin ilerleyisinin hizlanmasi, acikga damarsal
problemlerin bellek bozukluguna katkisini gostermektedir (13).

2.1.1. INME SONRASI BELLEK BOZUKLUGU MEKANIZMALARI

inme ile bellek bozuklugu arasindaki iliski cesitli sekillerde
olabilmektedir. inme sonrasi 3 ay iginde goriilen bellek bozuklugu varsa
nedensel bir iliskiden bahsedilmektedir (10). inme sonrasi bellek
bozuklugundan sorumlu olan énemli bir damarsal hastalik hipertansiyondur.
Hipertansif hastalarda kan basincinin distk oldugu zamanlarda beyindeki
zayif kollateral damarlanma gosteren alanlarda iskemi ortaya ¢ikarak kiguk

infarktlar olugsabilmektedir. Hipertansiyon ateroskleroz ile birlikte olarak blyuk



ve Kkuclk infarktlara neden olabilir. Beyin amiloid anjiyopatilerinde de
infarktlar seyrek olarak goérUlebilmektedir. Atriyal fibrilasyon ve bazi kalp
kapak hastaliklari beyinde infarktlara yol acabilirler. Tromboza neden olan
kan hastaliklari, hiperkoagulasyon goérulen durumlar, viskozitenin arttig
durumlar ve emboliye neden olan hastaliklar beyinde infarktlara yol acarak
bellek bozukluguna neden olabilmektedir (7).

2.2. BELLEK BOZUKLUGU iGIN DENEYSEL MODELLER

Bellek bozuklugu icin yapilan deneysel modeller daha eskilere
dayanmakla birlikte, son yillarda Alzheimer hastaldi (AH) icin yeni deneysel
modeller de uygulanmaya baglanmigstir. Bir¢ok hastallk modelinde oldugu
gibi, inme, demans ya da AH olan bir insanda g6zlenen bellek bozuklugunu
tam olarak sergileyen bir hayvan modeli hentz gelistirlememistir. Ancak,
mevcut deneysel modeller bu hastaliklarin biligssel ve néropatolojik zararlarini
kismen sergilemektedir. Bellek bozuklugunda kullanilan modellerin
temellerini; tOm beyin iskemisi modelleri, kolinerjik fonksiyon bozuklugu
modelleri, ndrotoksik ajanlarla néron zedelenmesi olusturma, genetik
patolojilerin benzerlerinin gerceklestiriimesi olusturur (14). Oldukg¢a yaygin
kullaniimasi, verilerimizin karsilastirma olanaginin olmasi ve oturmus model
olmasi nedeniyle ¢calismamizda tekrarlayici gegici tim beyin iskemisi modeli

tercih edilmigtir.

2.2.1. TUM BEYIN ISKEMISi MODELLERI

Kemirgenlerdeki 3 ayri tim beyin iskemisi modeli ginimizde de en
fazla kullanilan yéntemlerdir:
1- Sicanlarda doért damar okliizyon modeli: iki tarafli vertebral arterler kalici
olarak koterize edilir, iki tarafli ana karotis arterler ise gecici olarak 10-30
dakika sureyle klemplenerek kapatilir (15).
2- Sicanlarda iki damar oklizyonu + hipotansiyon modeli: Iki tarafli ana
karotislerde gecici okllizyon ve es zamanli olarak, kanin geri alinmasi yoluyla
50 mmHg dlzeyinde hipotansiyon yapilir (16).

3- Gerbillerde iki damar okliizyon modeli: Bu modelde vertebral arterler

gelismediginden, her iki karotisin gegici oklizyonu, Will's poligonunda



dolasim vyetersizligi olusturarak beyin iskemisine neden olur (17). Yukarida
adi gecen U¢ modelde iskemi olusumu, kan akimi ve metabolizma

6lgimUnin yani sira histopatolojik galismalar ile kanitlanmistir (15-18).

2.2.1.1. BEYNI BESLEYEN ARTERLER

Beyin iskemisi modellerinin anlasiimasi igin beynin damarlanmasini
bilmek dnemlidir. Kalp debisinin yaklasik olarak beste birini beyin dokusu alir
ve dakikada 800 mL kadar kan akimi olur. Beyin temel olarak iki tarafli arteria
karotis interna ve arteria vertebralis ile bunlarin olusturdugu circulus
arteriosus cerebriden (Willis poligonu) cikan arterler tarafindan kanlandirilir.
Arteria karotis interna boyun bdlgesinde kanalis karotikustan gecerek
kranium bosluguna girer. Bu arter beyin igine bol miktarda dallar verir. Arteria
vertebralis ise arteria subclavianin birinci pargasindan ¢ikar. Altinci servikal
vertebradan itibaren processus transversuslardaki foramen
transversarumlarin iginde yukari dogru yudkselir, foramen magnumdan
gecerek kranyum bosluguna girer. Ozellikle beynin arka kisimlarini besleyen
dallar verir. Kranyum icinde ponsun alt kenari hizasinda iki vertebral arter
birleserek arteria basillarisi olusturur. Bu arter bir siire devam ettikten sonra
cisterna interpedinkularis icinde iki tarafli arteria karotis internalarin dallariyla
birleserek Willus poligonunu olusturur. Bu yapiyi olusturan arterler, arteria
cerebri anterior, arteria cerebri media, arteria cerebri posterior, arteria
communicantes anterior, arteria communicantes posteriordur. Beyin

damarlanmasi Sekil 1’de gosterilmigtir (19).

2.2.1.2. DORT DAMAR OKLUZYON YONTEMI

Do6rt damar oklizyon uygulamasinda, hipokampus CA1 bdlgesi
néronlarinda segici néronal zedelenme goérulir. Bu gelisme iskemiyi takiben
48-72 saat icinde olur ve gecikmis néronal 6lim ile sonlanir. Bu modelde
gerbillerde 3 dakika, ratlarda 10 dakika iskemi uygulanmasiyla hipokampal
zedelenme gelisir. Bu zedelenmenin, mikroglia ve astrositleri aktive ettigi
g6zlemlenmistir. iskemiyi takiben 20-30 dakika iginde stratum ve kortekste
de néronal hasar gorllebilir. Stratumdaki néronal hasar temel olarak

dorsolateral bélgede olusur ve orta dizeyde dikensi striatal néronlari etkiler.



Kortekste esas olarak hasar 3. 5. ve 6. tabakada olusur (20). Doért damar
okliizyon modelinde iskeminin siresinin yani sira, tekrarlamasinin da néronal
zedelenmeyi artirdigdi goésterilmigtir. Bu amacla yapilan bir calismada 10
dakikalik iskemi slresi 2 ve 3 defa tekrarlanmigstir. Calisma sonunda 6zellikle
sekiz kollu labirent sinamasinda ikinci tekrarlamayla basarinin distigu ve
apopitozise bagli hicre 6limiinin  gelistigi  gosterilmistir.  Uclincl
tekrarlamayla ise fazladan basarinin bozulmadidi gértlmdistar. Bu veriler
esliginde bir saat ara verilerek iki defa 10 dakikalik iskemi uygulanmasi,
bellek bozuklugu i¢in uygun bir model olarak kullaniimakta ve tekrarlayici
gegcici tim beyin iskemisi tanimini almaktadir (4).

2.2.2. KOLINERJIK FONKSIYON BOZUKLUGU MODELLERI

Kolinerjik sistemde néronal zedelenme ve asetilkolin azalmasi ile bellek
bozuklugu arasinda pozitif bir iliski s6z konusudur. Bazal dnbeyin kolinerjik
ndronlarinin zedelenmesi bellek bozukluklariyla giden hastaliklarin erken
evrelerinde olusur ve oOzellikle biligsel fonksiyon kayiplari ile yakindan
iligkilidir  (21). Akut olarak kolinerjik ndéronlara elektrokoagulasyon
uygulanmasi, fimbria veya forniks capraz kesisi, nonspesifik eksitotoksinlerin
veya kolinotoksin ve AF64A qibi kolinerjik sisteme 6zel bazi toksinlerin
verilmesi kolinerjik aktiviteyi belirgin 6lcide azaltir. Bu islemlerin uygulandigi
deney hayvanlarinda demans ve AH'nin kolinerjik sistem ile iligkili belirtilerinin
taklit edilmesi olasidir (14). Néronal zedelenme caligmalari i¢cin daha yeni bir
yaklagim 06zel sitotoksinlerin immuin hedeflere uygulanmasidir (22).
Kemirgenlerin diyetlerine bir kolin tlrevi olan N-aminodeanol eklenmesi

zamanla santral kolinerjik aktivasyonda azalmaya neden olur (23).

2.2.3. NOROTOKSIK MADDELERLE ILISKILI MODELLER

Beyin icine amiloid beta peptidin (AB) akut enjeksiyonu veya strekli
inflzyonu, ndérodejenerasyona ek olarak 6grenme ve bellek bozuklugu ile
karakterize beyin fonksiyon bozukluklarina neden olur (24, 25). AB’nin
6grenme ve bellek Uzerine etkileri ilk olarak farelerde caligiimistir (26). Bunu
izleyen bircok calismada da AB(1-40), AB(1—-42) ve AB(25-35) peptid

pargalarinin kemirgenlerde 6grenme ve bellek kayiplarina neden oldugu



gOsterilmistir. AB’nin in vivo nérotoksisitesi ibotenik asit ile veya bir sistein
proteaz inhibitéri olan leupeptin ile birlikte enjekte edildiginde artar (27-30).
Beyne AB enjeksiyonu, insanlardaki AHde oldugu gibi kemirgenlerde de
mikroglial aktivasyon ve inflamatuvar cevaplar olusturur. AH’nin belli bir stre¢
icinde gelisimini taklit etmek icin mini ozmotik pompa yardimi ile
intraserebroventrikiler olarak kontrolli ve surekli AR inflzyonu teknidi de
kullanilan yéntemler arasindadir (31-33). Beyne direk olarak AR verilmesiyle
bellek bozuklugu olusturma modeli halen laboratuarimizda bir calisma
amaciyla uygulanmaktadir ve ilk denemelerde si¢anlarda davranigsal olarak
yakin bellek bozuklugu gértlmustar.

2.2.4. TRANSGENIK MODELLER

Kalitsal AH ile iligkili amiloid prekirsér protein V717F mutasyonunu
sifreleyen bir insan mini geni tasiyan fareler olusturulmustur. Bu farelerin
beyinlerinde AH'de de gb6zlenen ekstraselliiler nitelikli tioflavin S-pozitif AR
tortulari, nérotik plaklar, sinaptik kayiplar, astrositlerde ve mikroglialardaki
zedelenmeler ortaya c¢ikmaktadir (34). AP tortularinin  olusumunda
Apolipoprotein E (ApoE) geninin rolinG incelemek igin ApoE geni ortadan
kaldirilmig fareler olugturulmustur. ApoE geni yoklugunda AR tortulari anlamli
Olcide azalirken, amiloid prekarsér protein ekspresyonu veya AR olusumu
degismemistir. Bu durum amiloid tortularinin olusumunda ApoE geninin
katkisina isaret etmektedir (35). Parkinsonizm ile iligkili olan kromozom 17,
tau geni ile de iligkilidir. Ozellikle farelerde tau geni mutasyona ugratilarak
AHnin bazi belirtilerini gdsteren transgenik fare modelleri olusturulmaya
baglanmistir. insan 17. kromozomunun ilgili birimini iceren mutant tau
transgenik fareler ve insan dogal tip (wild type) tau transgenik fareler bunlara
6rnek gosterilebilir (36).

2.2.5. NOROFIBRILER YUMAKLARLA ILISKILIi MODELLER

Norofibriler yumaklara benzer noéropatoloji gdsteren AH modelleri
uygulamak igin farmakolojik veya transgenik yoéntemler kullaniimistir.
Norofibriler yumak bir ¢ift sarmal filament ile bununla iligkili hiperfosforile

edilmis tau proteinlerinden olusan diz filamentlerden ibarettir. Hiperfosforile



olmus tau potansiyelize edilmis kinaz aktivitesi araciligiyla (37) veya inhibe

edilmis fosfataz aktivitesi araciligiyla in vitro olarak induklenebilir (38).

2.2.6. PRESENILIN ILE iLISKiLi MODELLER

Presenilin1 geninde olusan mutasyonlar erken baslayan kalitsal AH'nin
%50 gibi yuksek bir oranininda bulunur (39, 40). Transgenik farelerin insan
mutant presenilin1i veya presenilin2 geni ile ileri ekspresyonu sonucu
presenilinlerdeki bozukluklara bagl AH belirtilerinin bazilarini sergileyen fare
modelleri olusturulmustur (14). Mutant presenilini ile ileri gen ekspresyonu
fare beyninde AB(1—42) diizeyinde belirgin artislara neden olur. Presenilini
ile ilgili AB(1—42) artislari dogal tip transgenik farelerde gérilmezken (40),
presenilin2 ile ilgili artiglar dogal tip farelere 6zgudur (41).

2.2.7. YASLI PRIMATLAR UZERINDE YAPILAN CALISMALAR

Yukarida anlatilan modeller sik kullaniimakla birlikte, 6zellikle hastaligin
davranissal boyutunun insanlardaki bellek bozukluguna yakin &lgide
degderlendirilebilmesine olanak saglamazlar. Buna karsin insana en yakin
canhlar olan primatlar, bellek bozukluklarinin gerek davranigsal gerekse
noropatolojik belirtilerini insandakine en yakin 6lgtide sergiler (42, 43). Yasli
Rhesus maymunlarin parahipokampal girus, hipokampus, inferior temporal
korteks, ventromedial prefrontal korteks, medial talamus ve bazal 6n beyin
kolinerjik sistemlerinde olusan zedelenmelere baglh olarak ciddi bellek
problemleri yasadigi gézlenmistir. Bu bdlgelerden biri veya birkaginin geng
maymunlarda lezyona ugratilmasi da benzer etkiye neden olmaktadir (44).
Yasli maymunlar; senil plaklar, diffiz AB(1—40) ve AB(1—42) birikimleri,
noérofibriler yumaklar ve néron kayiplarini AH'dekine ¢ok benzer sekilde
sergilerler. N6ron kayiplari 6zellikle korteksin kolinerjik ve monoaminerjik
sistemlerinde belirgindir. Yasla orantili olarak kolin asetiltransferaz aktivitesi
azalmakta ve hem muskarinik hem de nikotinik reseptérlerin transmitere
baglanma yetenekleri zayiflamaktadir (45). insana en yakin model olmasi
kuskusuz primat c¢alismalarinin énemini artirmaktadir. Ancak primatlar
Uzerinde arastirma yapmak kemirgenlere gbre bazi olumsuzluklara da

sahiptir. Olduk¢a dlUslk hizda Uremeleri, beslenmelerinin ve yasam



ortamlarinin standardize edilebilmesinin ¢ok daha zor ve pahali olmasi ve
Ozel yetistirilmis bakici ve uzmanlara gereksinim duyulmasi gibi nedenlerle

primatlarla arastirma yapmak oldukg¢a zordur (42).

2.2.8. DIGER YONTEMLER

Aliminyum ile intoksikasyon: AH hastalarinin beyinlerinde olusan senil
plaklarin  ¢ekirdeklerinde aliminyum silikat birikintileri  g&zlenmigtir.
Aliminyum, farelerin, sicanlarin ve tavsanlarin icme sularina veya yemlerine
eklenerek en az alti ay sdre ile verildiginde AH'nin bazi néropatolojik ve
davranigsal belirtileri ortaya ¢ikabilmektedir (46).

2.3. ISKEMI-REPERFUZYON ZEDELENMESI

2.3.1. HUCRESEL ZEDELENME

Hulcre, degisen ortam sartlarina gore yapisini ve islevini strekli olarak
degistirebilir ve uyaran belli bir dereceye c¢ikana kadar normal dengesini
koruyacak uyumu gdsterebilir. Ancak uyum sinirlarini agsan veya yeterince
uyum zamani olmayan siddetli ve ani uyaranlar oldugunda, hicrede
zedelenme gelismeye baslar. Hlcresel zedelenme belli bir noktaya kadar
geri dénlsumlidir. Fakat uyari devam ederse ya da siddeti artarsa geri
déndstimsliz hlicre zedelenmesi olur ve hicre 6lime ilerler. Hicresel
zedelenmesin en son asamasi hdcre élumudur. Hucre 8limu iki tiptir:
1—Nekroz; hicresel zedelenme sonucu en sik gérilen kontrolsliz 6lum
tipidir. Olii hiicre gevreye zararli toksik maddeler ve sindirici enzimler yayar.
2—Apopitozis; hicre i¢i kontrol mekanizmalari ile hiicrenin programli élimu
sonucu gelisen Olum tipidir. Cevreye zarar vermez. Apopitozis kisaca
programlanmig hucresel 6lim olarak tanimlanmaktadir. Bu zedelenme
mekanizmasi 6ncelikle iskemi olmak U(zere birgok ndéronal patolojide
gorulmektedir. Ashinda bu olay normal fizyolojik bir durumken, birgok
patolojide asiri ve olgUstiz boyutlara ulasir. Nekrozla gerceklesen hicre
6lim0 ise stres reaksiyonlarina bir yanit niteligindedir ve oldukga hizli bir
olaydir. Sonugta ortaya ¢ikan uyari, hiicre élimine direk olarak neden olur.
Nekroz, her zaman patolojik bir duruma ikincil olarak goérGlir ve hicrenin

iskemi, travma, fiziksel ya da kimyasal =zararli etkenler gibi kargi



koyamayacagi kadar zararli bir uyari sonucunda gérultr. Apopitozisin tersine
nekrozda ~membran  bOtinlGdd  erkenden  kaybolmaktadir.  Hlcre
zedelenmesinin ana nedenleri hipoksi, kimyasallar, mikroorganizmalar,
fiziksel etkenler, immin mekanizmalar, genetik defektler, yaslanma olarak
siralanabilir. Akut iskemik zedelenmeyi izleyen olaylar dizisi insanlarda,
deney hayvanlarinda, doku kalttrlerinde incelenmistir (47—49).

2.3.2.GERI DONUSUMLU-DONUSUMSUZ HUCRE ZEDELENMELERI

iskeminin hiicreye en ciddi etkisi hipoksi olusumudur. Hipokside
hicrenin ilk etkilenen kismi hlcresel aerobik solunumdur. Hicrelerde oksijen
azaldiginda, oksidatif fosforilasyon kaybolur, ATP Uretimi azalir ve sodyum
pompasi yavaglar. Sodyum hicre iginde, potasyum hilcre disinda birikir.
Sodyum artigi osmolariteyi artirarak akut hiicresel sismeye neden olur. ATP
azalmasinin diger sonucu olarak, enerji agigini kapatmak Uzere oksijensiz
solunum hizlandirilir. Glikolizin artmasiyla birlikte laktik asit ve inorganik
fosfatlar artarak hicre ici pH’yr disdrirler. Daha sonra ribozomlar grandllt
endoplazmik retikulumdan ayrilarak protein sentezinin azalmasina neden
olurlar. Hipoksinin devam etmesiyle hicrenin ana hatlari bozulmaya baglar,
mikrovilluslar kaybolur ve hilcre ylzeyinde kabarciklar olugsmaya baslar.
Ozmotik dizenleme kayboldugundan mitokondri ve endoplazmik retikulum
siser. Bu asamaya kadar gerceklesen olaylar geri déntsumludir ve tekrar
oksijenlenme baslarsa bu bozulmalar diizelir. iskemi devam ederse geri
dénlsimsiz hicre zedelenmesi baglar. Zedelenmenin geri dénistmsiz
olusunda iki fikir ileri sdrdlir: a) Belirgin ATP azalmasina sebep olan
mitokondriyel islev bozuklugunun geri dénmemesi. b) Membran
fonksiyonunda ileri derecede bozulmalar meydana gelmesi. Geri
dénustimsuz hucre zedelenmesinin patogenezinde, sitoplazma membraninin
zedelenmesi ana olaydir. Bu membran zedelenmesine c¢esitli biyokimyasal
mekanizmalar katkida bulunur. Sitoplazma membran butinliGginin kaybi,
kalsiyumun hlcre disindan hicre icine girmesine yol agar. Yeniden
oksijenlenme sonrasi, mitokondri tarafindan daha fazla kalsiyum igeri alinir
ve kalsiyumun toksik etkisiyle hicresel enzimler inhibe olur, proteinler

denatdre olur. Kalsiyumun hicre i¢ine girmesiyle mitokondri, lizozom ve diger
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Sekil 1: Iskemi-reperflizyon zedelenmesi, geri doénusimli ve geri

dénustimsuz hiicre zedelenmesi mekanizmalari (47).

membranlarin permeabilitesi degigir. Bunu enzimlerin sitoplazmaya sizmasi,
bunu da asit hidrolazlarin aktivasyonu takip eder. Bu enzimlerin (RNAazlar,
proteazlar, katepsinler) aktivasyonu, hicresel yapilarin enzimatik sindirimine

yol acar. Hlicre zedelenmesindeki olaylar Sekil 1’de 6zetlenmistir (47, 50).

2.3.3. ISKEMI-REPERFUZYON ZEDELENMESI MEKANIZMALARI

iskemik dokulara kan akiminin tekrar saglanmasi, geri dénisimii
zedelenmeye ugramis hdcrelerin  iyilesmesiyle sonuglanirken  geri
dénlsimsiz zedelenmeye ugramis olanlar etkilemez. Bununla birlikte

iskeminin siddetine ve slresine bagli olarak, cesitli hicreler kan akiminin
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yeniden baglamasindan sonra da oélime gidebilir (47, 48). iskemi-
reperflizyon zedelenmesi icin ¢esitli fikirler ileri stralmuUstar:

1- ATP hicre icinde c¢ogu sentez ve indirgeyici reaksiyonlar igin
gereklidir. Membran transportu, protein sentezi, lipogenez ve fosfolipid
dénusim igin gerekli olan deasetilasyon-reasetilasyon olaylarinda rol oynar.
ATP, 2 yolla olusur: a) Memelilerde esas yol, mitokondride elektron transport
sistemiyle oksijen rediksiyonu sonucu, ADP oksidatif fosforilasyonudur. b)
Glikolitik yol ile glikojenin hidrolizi sonucu veya vicutta bulunan glikozun
kullanimiyla, oksijen yoklugunda ATP olusturulmasidir. ATP sentezinin
azalmasi, iskemik ve toksik zedelenmesin genel sebebidir. Reperflizyon
sirasinda ATP Uretimi yetersiz kalir (48, 50).

2- Sitozol ve mitokondride kalsiyumun asin toplanmasi, reperflizyon
zedelenmesinde ileri sirllen dnemli mekanizmalardan biridir. Sitozolik
serbest kalsiyum diizeyi ekstrasellller dizeylerle karsilastinidiginda oldukca
disik yogunluktadir. intraselliler kalsiyjumun ¢odu mitokondride ve
endoplazmik retikulumda tutulur. iskemi sirasinda plazma zarindan hiicre
icine kalsiyum gecisi artar. iskemi, mitokondri ve endoplazmik retikulumdan
kalsiyumun salinimina yol acarak sitozolde kalsiyum yogunlugunu erkenden
artinir. Artmis olan kalsiyum, potansiyel olarak zararl hicresel etkileri olan
enzimleri aktive eder. Kalsiyum ile aktive oldugu bilinen enzimler fosfolipazlar
(membran zedelenmesine yol acar), proteazlar (hem membrani hem de
iskelet yapida yer alan proteinleri yikar), ATPazlar (ATP yikimini artirir) ve
endonukleazlardir (kromatini pargalar) (47, 50).

3- Reperfizyon zedelenmesinin en 6nemli mekanizmalarindan biri de
oksijen kdkenli serbest radikallerin birikimidir. Serbest oksijen radikalleri, lipid
peroksidasyonu ile  hlcre  membraninda  zedelenme  olusturur.
Reoksijenasyon sirasinda parankimal ve endotelyal hicrelerden, boélgeye
gelen |6kositlerden ortaya ¢ikan bu serbest oksijen radikallerinin artmasiyla
zedelenme daha da artabilir. Mitokondri permeabilitesi artar ve mitokondride
enerji Gretimi engellenir. Dolagsimdaki I6kositler reperflize dokuya toplanir ve
sitokin Uretirler. Bu inflamasyon daha fazla zedelenmeye neden olur.
Hicrelerde, serbest radikalleri kaldirmak igin bircok mekanizma

gerceklestiriimistir. Serbest radikallerin inaktivasyonuna katkida bulunan
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maddeler icinde, antioksidanlar (E vitamini, askorbik asit, glutatyon) ve gesitli
enzimler (katalaz, stperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz) yer alir (49).

4- Diger mekanizma nitrik oksit (NO) yapiminin ve endotel fonksiyonlarinin
bozulmasidir. NO; endotelyal hlcreler, makrofajlar ve diger bazi hicreler
tarafindan salinan vaskuller tonusu regule eden ©6nemli endojen
vazodilatérdir. iskemi-reperflizyonda NO Uretimi bozulur. iskemi sirasinda
oksijen yoklugunda NO sentezi engellenir. Azalmig NO dretiminin bdélgesel
kan akiminda bozulmaya ve nekroza katkida bulundugu ileri strGlmektedir
(47). Ote yandan yeniden oksijenlenme sonrasinda dokuda NO yapimi artar.
Bu artigin, hidroksil radikali yapimini artirarak serbest oksijen radikali
kaynakli hicresel zedelenmeye katkida bulundugu gdsterilmisti. Bu NO
artisinin doku kanlanmasini artirarak htcreleri zedelenmeden korumasi
Uzerinde de durulmaktadir. Hiicre zedelenmesinde NO’nun etkisi konusunda
celigkili gérugler vardir (49).

2.3.4. ISKEMININ NORONAL HISTOPATOLOJISI

iskemik néronal degisiklikler dort evrede incelenmektedir: 1. evre
perikaryumda vakuollerin goéraldiga mikrovakuolizasyon dénemidir. Nukleus
normal ya da hafif ki¢llmis olup nikleolus normal gérinimdedir. Hicre
blydkligunde belirgin farklilik gézlenmez. Mikrovakuollerin gogunlugu sismis
mitokondrilerdir. Solunum ve oksidatif fosforilasyonundan sorumlu enzim
kompleksleri mitokondride yer aldigindan iskemide en erken etkilenen
béliumlerdendir. 2. evrede hiicre siger, sitoplazmasinda koyu boyanan protein
icerikleri artar, nUkleus Uc¢gen seklini alip kigulerek kenara itilir. 3. evrede
hicre gévdesinde ve hicrenin cevresinde bosluklar olusur. Hicrede
membran zedelenmesi gelismistir. 4. evrede néron homojen bir gérinim ahr
parcalanir. ilerleyen dénemlerde fagosite edilerek ortadan kaldirilir (47, 49).

2.4. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI

Serbest radikaller dis yoéringelerinde eslesmemis tek bir elektron
bulunan kimyasal tirevlerdir. Bu durumda radikal ileri derecede reaktiftir ve
protein, lipid, karbonhidrat gibi organik ve inorganik kimyasal maddelerle,

Ozellikle hiicrede nikleik asitler ve membranlarla tepkimeye girer (47). Bugin
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icin serbest oksijen radikalleri yerine reaktif oksijen tlrevleri (reactive oxygen
species: ROS) terimi yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu terim hem
stperoksit, hidroksil gibi oksijen iceren radikalleri hem de aslinda radikal
olmayan ancak tepkimeler sonucu oksijen igceren radikallerin olusumuna
neden olabilen peroksit, ozon, hipoklorik asit gibi molekulleri igine almaktadir
(51). Baslica ROS’lar Tablo—1'de gosterilmigtir. ROS’lar termodinamik
stabilite kazanmak icin yakininda bulunan diger molekullerde elektron ya da
hidrojen atomlarini serbestlestirmeye c¢alisarak bu molekdlleri aktif radikal
haline getirmektedir. Olusan serbest radikaller, hlicre membrani ve hicre igi
organelleri etkilerken hiicre disi kompartmana da gecerek uzak etkiler de
olusturabilmektedir (52). ROS’lar dogal oksijenden, Fenton veya Haber-Weis
reaksiyonlarindan, ksantin oksidaz enziminden, katekolaminlerden, NO’dan,
eikasonoid metabolizmasi veya aktive olmus I6kositlerden ortaya
cikabilmektedir (53). ROS’lar dokuda dogrudan tayin edilebildigi gibi doku ve
kanda ROS’larin olusturdugu Urtnler de Olgulebilir. ROS’lar yari émri ¢ok
kisa ve kararsiz bilegikler oldugundan dokuda kantitatif élcimleri zordur.
Elektron spin rezonans spektroskopi, ROS’larin tayinine olanak veren tek
direkt yontemdir. Direkt 6lgim yéntemleri zor oldugundan daha ¢ok reaksiyon
drGnleri él¢hlir veya inhibitér deneyleri tercih edilir. ROS’lari 6lgmek amaciyla
pek cok lipid tarevleri dlctlebilir. Dokuda lipid peroksidasyonunun gdstergesi
olarak aldehidler (hekzanal, malondialdehid-MDA, 4-hidroksinonenal),
tiyobarbitlrik asid reaktivitesi, konjuge dienler ve az miktarda olusan etan ve
pentan, ayrica hidroperoksidler kullanilir. Bunlar iginde en sik MDA kullanilir

ve asidik ortamda tiobarbdtirik asitle renk olusturmasindan faydalanilir (54).

Tablo—1: Reaktif Oksijen Turevleri (51)

Radikaller Radikal Olmayanlar
Superoksit radikali (O2) Hidrojen peroksit (H205)
Hidroksil radikali (OH") Lipid peroksit (LOOH")
Alkoksil radikali (RO") Hipoklorik asit (HOCL)
Peroksil radikali (ROO) Ozon (Og3)
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2.5. ISKEMIDE BELLEK BOZUKLUGUNUN DAVRANISSAL YONU

Bellek bozuklugunun dizeyini sinamak amaciyla bazi davranigsal
calhismalar kullaniimaktadir. Davranigsal calismalar, tim beyin iskemiyle
davraniglar hi¢ etkilenmis mi, secici davranissal yetenekler etkilenmis mi, bu
davranissal bozukluklar gecici mi sorularina yanit arar. Ozellikle
ndroproteksiyon calismalarinda yapilan davranigsal calismalarin morfolojik
calismalari tamamladigi gdésterilmistir. Tim beyin iskemisi, 6drenme ve
bellek islevlerinde bazi davranigsal bozukluklara yol acar. Ogrenme ve
bellekteki bozukluklar oldukga uzun sdreli gérinirken biling, motor ve duysal
kapasitedeki bozukluklar sadece 24-48 saat kadar etkilenir. Tim beyin
iskemisinin neden oldugu bellek bozuklugunu sinamak amaciyla en sik

kullanilan yéntemler sekiz kollu labirent ve morris su tanki ¢alismalaridir (6).

Sekiz kollu labirent (Eight arm radial maze): Bu yontemle uzak ve yakin
bellek sinanabilir. Hayvan tek yem konulmus ydntemde yem konulmamig
kola girerse bu uzak bellek bozuklugunu gdsterir. Yakin bellek bozuklugu ise,
her kola yem konulan yéntemde daha 6nce girdigi kola tekrar girmesiyle
olugur (6). iskemik hayvanlar uzak ve yakin bellek bakimindan énemli élgiide
hata yaparlar. Uzak bellek calismasinda, iskemik ve kontrol hayvanlar
arasinda iskemi sonrasi 70. giinden sonra belirgin farklilik kalmamistir. Yakin
bellek igin ise gruplar arasinda farklilik gegerli kalmig gibi gérinmektedir (55,
56). Korelasyon analizi yapildiginda, bellekteki hata sayisi ile hipokampus
CA1 boélgesindeki piramidal hiicre sayisi arasinda ters iliski géralir. (1, 6).

Morris su tanki (Morris water maze): Uzaysal (spatial) 6grenme ve
bellekteki bozulmayi kolayca &lgebilen, ndronal zedelenmeyi azaltan
noroprotektif caligsmalarin ayrica fonksiyonel iyilesmeye yol acip agmadigini
arasgtirmada etkili ydntemlerden biridir (57).

2.5.1. DIGER NOROLOJIK DAVRANIS BOZUKLUKLARI
Motor ve duyusal fonksiyonlari degerlendirmek icin yapilan bir nérolojik
skorlama yapilmistir. Normal sicanlar bu degerlendirmede 20 puan alirken,

bir saatlik iskemiden sonra skor ortalama olarak %50 azalmistir. iskemi
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sonras! 3. saatte bu skorda belirgin azalma gdzlenmistir. iskemiden sonraki
1. 2. ve 3. gunde iskemi dncesi skora gbre bir farkliik kalmamistir. Bu
sonuglar temel alindiginda, kemirgenlerde tim beyin iskemisi kalici motor ve

duyusal noérolojik bozukluklara yol agcmiyor gibi gérinmektedir. (6, 58)

2.6. MINOSIKLIN

Minosiklin ikinci kusak yari sentetik tetrasiklindir. Antibakteriyel etkinligi
ile klinikte kullaniimaktadir. Lipofilik 6zelligi yUksektir (59, 60). Molekuler
agirhg 493,94°tar. Minosiklinin kimyasal yapisi $ekil 2'de verilmistir.

o o ™o

Sekil 2: Minosiklinin kimyasal yapisi.

2.6.1. FARMAKOKINETIK OZELLIKLERI

Emilim: Minosiklinin oral biyoyararlanimi %95-100 arasindadir. Dozun
artinlmasiyla biyoyararlanimda artma olmaz. 150 ve 300 mg’lik oral
preparatlarinin alinmasindan ortalama 3 saat sonra maksimum serum
konsantrasyonuna ulasilir ve sirasiyla 2 ve 4 mg/L olur. 100 mg minosiklinin
12 saat arayla uzun siOre kullanilmasi sonrasinda kararli durum
konsantrasyonu 2,3 ile 3,5 mg/L arasinda degismektedir. Minosiklinin,
sicanlara 25 mg/kg dozunda i.v. veriimesinden 1 saat sonra beyinde
saptandiyi ve 2-4 saat arasinda doruk (plazma dlzeyinin %35’)
konsantrasyonuna ulasarak, 8 saat boyunca birinci saatteki dizeyini
korudugu kaydedilmistir. Minosiklinin insanlardaki beyin omurilik sivisi
konsantrasyonu da plazmanin %25-30’u kadardir (59—-61).

Dagilim: Minosiklin yuksek lipofilik 6zelliginden dolay! vicut dokularinda
oldukga iyi dagilir ve bu 6zelligiyle en lipofilik tetrasiklin olarak bilinir. Dagilim
hacmi 1,14—1,64 L/kg arasindadir ve plazma proteinlerine %70-80 oraninda
baglanir (60, 61).
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Metabolizma: Minosiklin blyuk 6l¢clide karacigerde biyotransformasyona
ugrar. idrarda ve fegeste (¢ tane inaktif metaboliti vardir. En énemli ve fazla
bulunan metaboliti 9-hidroksi-minosiklin bilesigidir. Diger metabolitler ana
molekllin 4. ve 9. pozisyonlarinda demetilasyonlariyla olusurlar. Minosiklinin
yarilanma émri 16—18 saattir (59, 60).

Atihm: Minosiklin ana bilesiginin %8-12’si idrarla, %20-35’i fekal olarak
atihr. Metabolitleri idrarla ve fegesle atilir. Minosiklinin renal klirensi 0,13
mL/dk/kg’dir. Minosiklinin toplam klirensi 1,05+0,2 mL/dk/kg’dir. Karacigerde
metabolize olduktan sonra kismen safra igine atilir. Safra igerisindeki ilag
bilesikleri daha sonra intestinal lUmene ulasirlar ve polivalent metal
bilesikleriyle selat olusturarak inaktive olurlar. Bu selat tlrevleri suda
coziinmediginden absorbe edilemezler ve fegesle atilirlar. ilacin atihmi yas,
cinsiyet, gebelik ve laktasyon, fizik egzersiz gibi durumlardan
etkilenebilmektedir (59-61).

2.6.2. MINOSIKLININ NOROPROTEKTIF ETKILERI

Son yillarda yapilan c¢alismalar, minosiklinin antimikrobiyal etkilerinin
diginda bazi noéroprotektif etkilerinin de oldugunu goéstermistir. TUm beyin
iskemili kobaylarda bu ilacin hipokampal néronlarda néroprotektif etki
gbsterdigi saptanmigtir. Ayrica bdlgesel beyin iskemili hayvanlarda infarkt
alaninda anlamli bir kig¢llme gbézlenmistir. Minosiklin, htcre kaltirlerinde
glutamat aracili nérotoksisiteyi de azaltmistir. Beyin iskemisinin bdlgesel
modelinde, minosiklin ve orta derecede hipoterminin kombine edildigi
calismada, kombinasyon tedavisi daha fazla etkinlik gdstermigtir.
Kemirgenlerde neontal hipoksik-iskemik beyin zedelenmesi modelinde
néroprotektif etkinlik elde edilmistir (62—64). Minosiklin bazi epilepsi modeli
uygulanan deney hayvanlarinda da denenmis ve antiepileptik etkinlik
gbsterdigi  saptanmistir (2). Minosiklinin, Huntington hastalhidinin R6/2
transgenik fare modelinde hastaligin daha yavas seyretmesini sagladigi
bildirilmistir (65). Bunun aksine yine ayni modelde, minosiklin tedavisinin

rotarod basarisina ya da huntingtin birikimine belirgin bir olumlu etkisi
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olmadidi da iddia edilmistir (66). Minosiklin, Parkinson hastaligi modelinde
mikrogliyal aktivasyonu belirgin olarak inhibe etmis, NO aracili nérotoksisiteyi
direkt olarak inhibe etmis ve dopaminerjik néronlar Gzerine ndéroprotektif
etkinlik gOstermigtir (67, 68). Deneysel travmatik beyin zedelenmesi
modelinde de néronlart élimden korumustur (69). Omurilik zedelenmesi
olusturulan farelerde, minosiklin néronal doku zedelenmesini 06nleyerek,
belirgin olarak aksonal bitinligu ve davranigsal yetenekleri korumustur (70).
Minosiklin, yine omurilik zedelenmesi sonrasi mitokondriyal sitokrom-c
salinimini inhibe etmis ve zedelenmeye bagl olusan islev yetersizligini
azaltmistir (71). N6éron kaltUrlerinde disUk doz iyonize radyasyon verilerek
olusturulan apopitotik slrecte, bu ilacin néronlari apopitozisten korudugu
kaydedilmigtir (72).

2.7. NILVADIPIN

Nilvadipin [5-Isopropyl 3-metyl (4RS)-2-cyano—1,4-dihydro—6-metyl- 4-
(8-nitrophenyl) pyridine—3,5-dicarboxylate], dihidropiridin yapisinda kalsiyum
kanal blokeridir. Molekiler agirhgi 358,58'dir. Kalsiyum kanallarindan L-tipi
olanlara segici ilgi gosterir. Damar diz kaslarinda bu etkisiyle vazodilatasyon
yapar. Kalsiyum kanal blokeri grubu antihipertansif olarak kullaniimaktadir.
Terapo6tik doz araliginda kalbin ileti sistemi Uzerine belirgin bir etkisi yoktur.
Deneysel calismalarda damar sertliginden koruyucu 6zelliginin oldugu
gOsterilmistir (73). Nilvadipin 4, 8, 12, 16 ve 20 mg oral olarak tek doz
verildiginde herhangi bir yan etki gérilmemistir (74).

H3C A

_CHOO COOCH;
Y
e

Hc” N7 CN
H

Sekil 3: Nilvadipinin kimyasal yapisi.
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2.7.1. FARMAKOKINETIK OZELLIKLERI

Emilim: Yogun ilk gegis metabolizmasi nedeniyle, solisyon halindeki
nilvadipinin  mutlak biyoyararlanimi  %14-19 arasindadir. Degistirilmig
salinimli mikropellet kapsulin géreceli biyoyararlanimi ise %10—-13 kadardir.
Emilimi sifir derece kinetigine gére gercgeklesir. 6 giin boyunca ginde 2 defa
p.o. olarak 4 mg alindiginda, plazma kararli dizeyi 1,0 ng/mL olarak
bulunmustur. Plazmada optik enantiomerleri saptanmistir. Sirozu olan
hastalarda nilvadipinin  ilk gegis metabolizmasi 6nemli derecede
azaldigindan, bu hastalardaki biyoyararlanimi 2-3 kat artabilmektedir. Hafif
ve orta dereceli karaciger yetmezligi olan hastalarda doz ayarlamasi ile
tedavi sUrdurulebilir (73-78).

Dagilm: Yuksek lipid/su partitisyon katsayisi nedeniyle nilvadipin
dokulara hizli ve iyi dagilir. Tek doz uygulamasinda dagilim hacmi 1 L/kg
iken, tekrarlanan dozlardan sonra bu deger 3,9 L/kg'dir. 8 ginlik kullanim
sonrasinda kararli durum konsantrasyonu degeri 8 mg dozunda 2,2-2,9
ng/ml, 16 mg dozunda 6,5-10,6 ng/ml'dir. Kararli plazma dizeylerine 4-5
gunluk kullanim sonrasinda ulasilir. Nilvadipin plazmada HDL, LDL ve okside
LDL'ye nonspesifik olarak baglanir. Hayvan deneylerinde nilvadipinin

plasenta ve beyin-omurilik sivisina gectigi gosterilmistir (74, 79-81).

Metabolizma: Nilvadipinin tamamina yakini dihidropiridin halkasinin
oksidasyonu olmak Uzere, karacigerde farmakodinamik acidan inaktif
metabolitlere yikilir. Yarn émri 15-20 saattir. Nilvadipin doza bagl lineer
farmakokinetik 6zellik gdsterir. Kinetiginde cinsiyet farki gézlenmemistir.
Karacigerde metabolize oldugundan dolayi, mikrozomal enzim indiksiyonu
yapan ilag ve maddelerle nilvadipinin biyoyararlaniminin  dismesi
beklenmektedir. Bir calismada CYP3A4 induksiyonu yapan rifampisin ile
birlikte kullanildidinda, nilvadipinin biyoyararlanimi dismustur (73, 79, 82).

Atilim: Nilvadipinin %70-80’i idrar, geri kalani feges yoluyla atilir. Oral

dozun tamamina yakini metabolize edildiginden, aktif formu feces ve idrarda
ancak %0,2 oraninda saptanir. Sistemik klirensi 10,6+1,2 mL/dak/kg’dir. Hafif

18



ve orta siddetli bébrek yetmezliginde nilvadipinin farmakokinetigi belirgin
oranda etkilenmez (73, 79, 83).

2.7.2. NILVADIPININ NOROPROTEKTIF ETKILERI

Nilvadipin néroprotektif etkinligi hakkinda bir slredir yogun olarak
deneysel calismalar yapilmaktadir. Beyin iskemisi modellerinde nilvadipin
hipokampal apoptozisi (1), ve beyinde infarkt alanini ve 6demi (84) anlaml
derecede azaltmigtir. Ayrica nilvadipin iskemide gorulen mikrotabul
associated protein-2 (MAP2) doza bagh olarak inhibe ederek, anlamli
derecede noroprotektif etkinlik gostermistir (85). Nilvadipin, selektif olarak
hipokampus CA1 bdlgesi néronlarinin yavas ve hizli akimli L-tipi kalsiyum
kanallarini bloke etmistir (86) ve ayni etkiyi hipokampal néron hiicre
kultdrlerinde de gdstermistir (87). Nilvadipinin hipokampustaki yaslanmaya
neden olan mekanizmalari bozarak, yaglanmaya bagll gelisen bellek
bozuklugunu dulzelttigi 6ne sOrdlmastar (88). Nilvadipinin  beyin kan
damarlarinin diz kaslarindaki kalsiyum kanallarini da inhibe etmesiyle, tek
doz (89) ve kronik kullanimi ile (3) beyin kan akimini artirdigi g6zlenmistir.
Nilvadipin bazi baska néronal hastaliklarda denenmis ve migren hastalarinda
profilaktik olarak kullanildiginda faydal bulunmustur (90). Ayrica sizofreni
tedavisinde de bazi iyilesmelere neden oldugu gortalmagtir (91).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismanin davranissal bdlimi Pamukkale Universitesi Tip Fakilltesi
Farmakoloji Anabilim Dali Davranigsal Farmakoloji Laboratuvari’nda,
deneysel bélimi  Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Arastirmalar Laboratuvari’'nda, biyokimyasal élcimler ise Biyokimya Anabilim
Dal Laboratuari’nda gergeklestirilmistir.

Calismaya baslamadan &nce Pamukkale Universitesi Tibbi Etik
Kurulu’ndan 27.09.2004 tarihinde 2004/63 sayil etik kurul onay! alinmistir ve

tim calisma slresince deney hayvanlari calisma etigine uyulmustur.

Calismamizda 4-6 aylik, 220-300g agirliginda 44 Wistar erkek sigan
kullanildi (Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari Birimi), ancak secim ve
operasyonlar sonrasinda toplam 29 sican deneye alindi. Sigcanlar kafeslere
Serli gruplar halinde vyerlestirildi. Deney hayvanlarinin tamami calisma
boyunca 22+2 °C oda isisinda, %50+5 nem ortaminda, 12 saatlik aydinlk-

karanlik dongusu bulunan bir ortamda takip edildi.

Deneye alinacak her sigcana sekiz kollu labirent yéntemi uygulanarak,
sicanlar rastgele olarak doért gruba ayrildi:

1) Sham grubu (n=8): Operasyon 6ncesi 7 gin boyunca salin
(%0,9 NaCl) verilip vertebral arter koterizasyonu yapilarak, iki tarafli ana
karotis arterleri etrafinda gevsek bir digim atilan ancak arter klempi
kullanilmayan grup.

2) iskemi-kontrol grubu (n=7): Operasyon éncesi 7 giin boyunca

salin verilerek bu slre sonunda operasyon guni deneysel doért damar

okllzyon yontemiyle tim beyin iskemisi modeli uygulanan grup.
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3) Minosiklin grubu (n=7): Operasyon &ncesi 7 gun boyunca
minosiklin verilerek bu slre sonunda operasyon gund deneysel dért damar

okllzyon yontemiyle tim beyin iskemisi modeli uygulanan grup.

4) Nilvadipin grubu (n=7): Operasyon Oncesi 7 gin boyunca
nilvadipin verilerek bu sire sonunda operasyon gunu deneysel dért damar

okllizyon ydntemiyle tim beyin iskemisi modeli uygulanan grup.

3.1. SEKIZ KOLLU LABIRENT UYGULAMASI

Deneydeki kullanilan siganlarin tamamina sekiz kollu labirent ¢alismasi,
tim igslemlerden dnce uygulandi. Bu c¢alisma i¢in kullanilan aygit daha énce
belirtilen sekilde yapilmigtir (1).

Bu aygit 24 cm capinda bir sekizgen tablanin tim kenarlarina eklenmis
toplam sekiz adet kola sahiptir. Her kolun genisligi 10 cm, uzunlugu 50
cm’dir. Tum kollarin ve merkezdeki sekizgen tablanin tabani siyah renkli
suntalam malzemeden yapilmistir. Zemin yari mat, orta kayganliktadir. Tim
kollarin etrafi, 50 cm yUksekliginde saydam-plastik (pleksiglas) duvarla
cevrilmigtir. Bu haliyle tim aygit, 1 m g¢apinda sekizgen bir tabla Gzerine
yerlestirilerek yerden 50 cm yUkseltilmigstir. Her kola sirayla 1—8 arasi numara
verilmistir. Her kolun u¢ kisminin ortasinda, 3 cm ¢apinda 1 cm yUksekliginde

metal, siyah renkli yem kaplari konulmustur (Sekil 4a).

@ y
B I

Sekil 4: Deneyde kullanilan 8 kollu labirent aygiti yandan (a) ve sinama
sirasinda dstten (b) gérinima.
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Calismanin yapildigi odaya, sigcanlarin gdrebilecegi sekilde, sinama
aygitinin kenarlarindan 50 cm uzaga, goérsel cisimler yerlestirilmistir. Bu
amacla 20x30 cm boyunda 2 adet resim duvara monte edilmis ve buydk bir
tabure, bir dolap ve koyu renkli buylk bir paravan aygitin yakinina
yerlestiriimistir. Aydinlatma olarak 4 adet 50 cm boyundaki floresan 1sik
aygitdan 2 m yukaridan kullaniimistir. Tam calismalar boyunca bu cevre
dizeni ve aydinlatma hi¢ degistirilmemistir. Tim calismalar saat 09.00—
13.00 arasi yapilmistir (Sekil 4b).

Sinama slresince si¢anlara kisitl yem verme ydntemi uygulanmigtir.
Bu ybénteme gbére &énce her sicanin gunlik tdkettigi yem miktar
hesaplanmistir. Bu miktar %10-15 azaltilarak, si¢ganlarin gunlik tarti takipleri
de yapilarak, calisma sdresince sicanlarin % 10-15 dlzeyinde tarti
kaybetmesi saglanmistir. Bu uygulama etik kurallarda belirtilen %20 yem

kisitlamasi sinirinin altindadir. Deney boyunca su kisitlamasi yapiimamistir.

Tam calisma siresince her ¢alismaya baglamadan 6nce, her kolun ug
kismindaki yem kaplarina 50-60 mg tek parga olarak, siganlarin severek
yedikleri kahverengi seker birakilmigtir. Ayni seker 6n alistirma bélima
suresince si¢anlarin kafeslerindeki yemleri arasina her hayvan basina 1 g

olacak sekilde eklenmistir.

Cihazdan 2m yukariya, bir web kamera yerlestirilerek, tim calisma
g6runtdleri bilgisayara aktarildi ve sigcanlarin her kolu ziyaretlerini “zaman -
secim sayisi — girilen kol numarasi” G¢lisU olarak kayit yapan bir yazihm
(Amonra Stop Watch) kullanilarak veriler kaydedildi.

Sicanlarin her kola girigleri bir secim olarak kaydedildi. Her kola ilk
girigleri dogru sec¢im (DS), herhangi bir kola ikinci ve daha sonraki tekrar
girigleri ise yanhs sec¢im (YS) olarak degerlendirildi. Her calisma turu 10
dakika ile sinirlandirildi. Bir sigan her 8 kolu da ziyaret ettiginde 10 dakika
beklenmeden, sinama basariimis oldugundan sonlandirildi. Siganlarin ilk 8

secimi bu ydntemle degerlendirildi. Sekiz kollu labirent uygulamasi, én
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alistirma bolimua, 6égrenme bolimi ve post operatif degerlendirme bélimu

olmak Uzere 3 bolim olarak yapildi.

3.1.1. ON ALISTIRMA BOLUMU

Bu bélimin amaci temel olarak deney hayvanlarinin sinama aygitina
ve cevreye uyumunu saglamaktir. Bu amacla 3 gin boyunca her gin, ginde
3 defa birer saat arayla, si¢anlar 5’li gruplar halinde aygita birakildilar. Bu
islemin her birine bir tur denildi. Her turda stire 10 dakika ile sinirlandinlidi. 3
gunlik 6n alistirma bélima bitiminde 1 gun ara verilerek 6grenme bdlimane

gecildi.

3.1.2. OGRENME BOLUMU

Bu bolimdn amaci siganlarin ¢alismaylr 6grenmesidir. Bu amagla 14
gln boyunca her sicana tek tek, hergiin giinde 3 tur olarak birer saat arayla
sinama uygulandi. Ondérdincli gin siganlarin segimi yapildi. Segim gund
herhangi bir turda ilk sekiz segimi icinde 7 veya 8 DS yapan hayvanlar
6grenmis olarak deneye secildi. Bu 6zelligi saglayamayan hayvanlar deneye
alinmadi. Sec¢im gunu verileri operasyon sonrasi verileri ile karsilastirilarak
degerlendirme yapildi. Segim sonrasi bir glin ara verilerek deneysel beyin

iskemisi modeli igin operasyon uygulandi.

3.1.3. ISKEMI SONRASI DEGERLENDIRME BOLUMU

Bu boélim hayvanlarin bellegini dederlendirmek amaciyla uygulandi. Bu
amagcla deneysel beyin iskemisi sonrasi yedinci giin tim hayvanlara tek tur
olarak sinama uygulandi. Bu sinama 6grenme bélimindeki ayni 6zelliklere

g6re uygulanip, ilk sekiz segimleri degerlendirildi.

3.2. DORT DAMAR OKLUZYON YONTEMI

Deneydeki sham grubu digindaki tim sigcanlara dért damar oklizyon
yontemiyle yapilan ‘deneysel tekrarlayici gecici tim beyin iskemisi modeli’
daha dnceden belirlenmig protokole uygun olarak yapildi (1).
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Sekil 5: Deneyde kullanilan operasyon masasi.

Y

Sekil 6: Stereotaksi aygitina sicanin yerlestirilmis gérianimu.
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Bu modelde tim hayvanlara operasyon &ncesi inhale anestezi
uygulandi. inhale anestezi igin izofluran (Isoflurane, Rhodia Organique Fine
Ltd., Baltimore ingiltere) kullanildi, dncelikle %45 lik izofluran inhalasyonu
ile indUksiyon yapildi, strdirme dozu olarak % 2-3 oraninda izofluran
kullanildi.

indilksiyon 2L cam fanus iginde gergeklestirildi, slrdiirme dozunda
nazal-oral maske kullanilarak operasyona devam edildi (92). Oksijen
tipinden 0,5L/dak hacimde %100’lUk gelen oksijenin itici glict kullanilarak,
vaporizérden izofluranin orani ayarlandi. Deneyde kullanilan operasyon
sistemi Sekil 5’te gosterilmistir.

Anestezi indiksiyonu uygulanmis sicanlar anestezi maskesi takilarak
stereotaksi aygitina interaural c¢ubuklar ile vyerlestirilip, incisor g¢ubuk
yerlestirilmeden, kafasi hiperfleksiyona getirilerek atlanto-aksiyal eklemin
aciimasi saglandi (Sekil 6). Daha sonra birinci (atlas) ve ikinci (aksis) servikal
omur kemiginin prosesus spinosusiari palpe edilerek, her iki omurun
prosesus transversus’una palpasyonla ulasildi. Her iki prosesus transversus
arasindaki omurga kaslarina yaklagik 0,5 cm sagital kesi yapildi. Atlas ve
aksis lateral faset eklemi agiga c¢ikarildi (Sekil 7). Penset yardimiyla eklem 1
mm kadar acilarak, vertebral arter bipolar koagtlatér (FST 18000-00, Fine
Science Tools, Tokyo, Japonya) kullanilarak koterlendi. Bu igslem her iki
tarafta yapilarak baziller arteri besleyen her iki vertebral arterin kalici olarak
kapatilmasi saglandi (Sekil 8). Ardindan kaslar ve cilt ipek iplikle dikilerek
kapatildi.

Operasyonun ikinci asamasinda, sigan stereotaksiden c¢ikarilarak
sirtistl sabitlendi. Bir makas yardimiyla sternum (st ucundan baslayip
boyuna dogru uzanan orta hatta yaklasik 2 cm cilt kesisi yapilarak trakeaya
ulasildi. Trakea arka yan tarafinda arteria karotis - nervus vagus damar sinir
paketine ulagildi (Sekil 9). ince uglu penset ve edri biz ile nervus vagus ve
cevre dokular ana karotis arterinden ayrildi ve bu damarin altindan 1 mm

kalinlikta pamuk iplik gecirilerek, etraf dokulardan ayirmak amaciyla 1 cm
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koterlenigi.
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Sekil 10: Ana karotis arterin ipek iplikle gevsek digim atiimis durumu.
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caph gevsek bir diagim atildi (Sekil 10). Bu islemler her iki tarafta da
tekrarlandi. Daha sonra iplerin uglari kaslarin Uzerine yerlestirilerek ipek
iplikle sadece cilt dikisi yapildi. Tim si¢anlara operasyon sonrasi sivi kaybini
yerine koymak amaciyla 4 mL saline s.c. verildi. Bu agsamada operasyon
sonlandirilarak sicanlar anesteziden c¢ikarildi ve 1s1 kaybini 6nlemek igin isi
battaniyesi ve i1sik kullanilarak uyanmaya birakildi.

Operasyondan bir giin sonra sicanlara iskemi uygulandi. iskemi
uygulamasinda siganlar anestezi yapilmaksizin sirt derisinden sikica
tutularak sabitlendi. Operasyonda boyun derisine atilan stttrler bir bistdri ile
dikkatlice acildi. YlUzeyde bulunan pamuk iplik uclari ¢ekilerek ana karotis
arterler ylzeye cikarildi ve 100 g’'lik arter klempleri kullanilarak 10 dakika

boyunca her iki arteria karotis kommunisler kapatildi (Sekil 11).

Klemp takilinca hayvanlar serbest birakildi. Tiam beyin damarlan
kapatildidi icin hayvanlarin klemp sonrasi 10 dakika icinde yere dismesi
beklendi (Sekil 12). Yere dismeyip tamamen eski hareketlerine devam eden
sicanlar, damarlarin tam kapatilamadidi disunulerek deneyden cikarildi. 10
dakika sonunda klempler cikarildi. 1 saat ara verilerek ayni klemp islemi
tekrarlandi. 2. klempler de 10 dakika sonra ¢ikarilarak, pamuk iplikler kesildi
ve boyun derisi ipek iplikle dikildi. Operasyon sonrasi 3 giin boyunca, iskemi
uygulanan tim siganlara sivi kaybini yerine koymak amaciyla ginde 3 mL

saline s.c. olarak verildi.

3.3. DENEY SONUNDA YAPILAN ISLEMLER

Operasyon sonrasi yedinci gin tim sicanlara sekiz kollu labirent
sinamas! uygulandiktan sonra, derin eter anestezisi uygulandi. Anestezi
altindaki bu sicanlar dekapite edildi. Hizli bir sekilde, ince uclu bir pens
yardimiyla kafatasi foramen magnumdan baglayarak énce orta hattan, sonra
yanlara dogru acilarak beyin aciga cikartildi. Beyin tabaninda bulunan
sinirler, dnden arkaya dogru kesildikten sonra serbest kalan beyin bir lam

tizerine alinarak hemen -20 °C’de donmaya birakildi.
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Sekil 11: Ana karotis arterlere klemp takiligi.

Sekil 12: Klemp sonrasi diserek yan yatmis bir sigan.

29



Sekil 13: Beyinden hipokampusun ayrilmasi sirasinda etraf dokularin
kaldinimasi.

Sekil 14: Etraf dokular kaldirildiktan sonra hipokampusun (HC) gérinima.
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Dondurulmus beyinlerin biyokimyasal 6lcim o6ncesi hipokampuslar
ayrildi. Bu iglem sirasinda koronal dizlemde beyin 6n kisminin 5 mm
arkasinda bregmaya denk gelen bdlgeden bir bistlri ile koronal kesi yapildi.
Bu kesiler hipokampis 6n bdlim gériinene kadar ince kesitler halinde beyin
arkasina dogru tekrarlandi. Hipokampus 6n bélimi gérindiginde ince bir
penset yardimiyla Ustte kalan korteks kaldirilarak, gérindr hale gelen
hipokampusun tamami ikik tarafli olarak ince penset yardimiyla beyinden
ayrildi (Sekil 13 ve 14).

3.4. MALONDIALDEHID DUZEYi OLCUMU

Deneydeki tim siganlarin hipokampuslarinda MDA diizeyi 6l¢uldi. Bu
6lcim, MDA’nin asidik ortamda thiobarbitlrik asitle olusturdugu rengin 532
nm’de absorbansinin &lgilmesi prensibine dayanan Ohkawa ve
arkadaslarinin yéntemi uygulanarak yapildi (93).

Bu y6ntemde kisaca; 0,5 mL doku homojenati Uzerine %8,1 sodyum
dodesil sulfat 0,2 mL, pH’si 3,5 olan %20 asetik asit 1,5 mL ve %0,8
thiobarbitrik asit sollisyonu 1,5 mL eklenerek 95 °C’de 60 dakika boyunca
isitildi. Sogutulduktan sonra 4000 devirde 10 dakika santrifij edildi. Ust
tabakanin absorbansi 532 nm’de d&lgildd. Standart olarak 1,1,3,3-
tetraetoksipropan kullanilarak ¢izilen élcimleme grafiginde numunedeki MDA
miktar hesaplandi ve nmol/g-doku olarak ifade edildi (94).

3.5. ILAG UYGULAMASI

Minosiklin (Wako Pure Chemical Industries Ltd. Osaka, Japonya) distile
suda c¢ozulerek, profilaktik olarak 7 gin boyunca 45 mg/kg/gin dozunda
verildi. Nilvadipin (Astellas Pharma Inc. Osaka, Japonya) profilaktik olarak 7
gln boyunca, birka¢c damla etil alkolde c¢b6zllerek distile su igerisinde
seyreltilmis olarak 3,2 mg/kg/giin dozunda uygulandi. ilaglar ve salin 1 mL/kg
hacimle i.p. olarak uygulandi.
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3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sicanlarin sekiz kollu labirent basarilan iskemi &6ncesi ve sonrasi
gruplar arasi karsilastirildi. iskemi-kontrol grubu sham grubuyla karsilastirildi.
Minosiklin ve nilvadipin gruplari ise iskemi-kontrol grubuyla karsilastinidi.
Ayrica her grupta, grup ici iskemi dncesi ve sonrasi karsilastirmasi da
yapildi. MDA verileri operasyon sonrasi gruplar arasi olarak karsilastirildi. Bu
calismada istatistiksel degerlendirme tek yonli ANOVA analizi kullanilarak
yapimistir.
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4. BULGULAR

4.1. SEKIZ KOLLU LABIRENT UYGULAMASI DEGERLENDIRMESI

4.1.1. DOGRU SECIMLER (DS)

Operasyon déncesindeki DS sayisi sham grubunda 7,50+0,20; iskemi-
kontrol grubunda 7,57+0,22; minosiklin grubunda 7,29+0,20; nilvadipin
grubunda 7,29140,20 olarak bulundu. Bu degerler karsilastirildiginda tim

gruplar arasinda herhangi bir anlamh farklilik gérilmedi.

T b
.
I \ I T T T C
7 T % I T
64
<
= a
% 5. 2
»
=,
O
D 5l B ONCE
o B SONRA
1o}
g 21
1
0 LJ L] L]
SHAM KONTROL MINOSIKLIN NILVADIPIN
ISKEMI

Sekil 15: Minosiklin ve nilvadipinin tim beyin iskemisi modelinde sekiz kollu

labirent DS sayilarina etkisi.
istatistiksel ®nemli fark (tek yonli ANOVA): ap<0,0002 iskemi-kontrol sham’a karsi;

bp<0,001, cp<0,002 minosiklin ve nilvadipin iskemi-kontrol'a karsi.

Operasyon sonrasi bdtin gruplarin DS sayilan karsilastirildiginda,
aralarinda anlamh fark bulundu (p<0,001). Sham grubunda DS 7,75+0,17

degerindeydi. Bu deger operasyon 6ncesindekinden farkli degildi. iskemi-
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kontrol grubunda uygulanan iskemi DS’yi anlamli olarak (p<0,0002; ayni grup
iskemi &ncesine gore p<0,002) 4,43+0,57’ye diisiirdi. Ote yandan Minosiklin
bu azalmay! anlamh olarak dizelterek (p<0,001), 7,14+0,28 diizeyine ¢ikardi.
Nilvadipin de iskemi-kontrol grubunda gérilen azalmayi dizelterek DS
sayisini 7,0010,24’e kadar yukseltti (p<0,002). Minosiklin grubu ile nilvadipin
gruplari iskemi sonrasi DS sayilari arasinda anlamli bir fark bulunmadi (Sekil
15). Ayrica her iki gruptada iskemi sonrasi artan DS sayisi iskemi

oncesindekinden farkl degildi.

4.1.2. YANLIS SECIMLER (YS)

Operasyon 6ncesindeki YS sayisi sham grubunda 0,50+0,19; iskemi-
kontrol grubunda 0,43+0,22; minosiklin grubunda 0,71+£0,20 ve nilvadipin
grubunda 0,71+0,20 olarak bulundu. Butln gruplarin operasyon éncesi YS
sayilari kargilastirildiginda aralarinda herhangi bir anlamli farklihk gértlmedi.
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Sekil 16: Minosiklin ve nilvadipinin tim beyin iskemisi modelinde sekiz kollu
labirent calismasi YS sayilarina etkisi.

istatistiksel dnemli fark (tek yonlii ANOVA): ap<0,001 iskemi-kontrol sham’a karg; bp<0,04,

cp<0,05 minosiklin ve nilvadipin iskemi-kontrol'a karsi.
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Operasyon sonrasi bitin gruplarin YS sayilan karsilastirildiginda,
aralarinda anlamh fark bulundu (p<0,006). Sham grubunda YS sayisi
0,2540,17 oldu. Bu deger operasyon éncesindekinden farkli degildi. iskemi-
kontrol grubunda uygulanan iskemi YS’yi anlamli olarak (p<0,001; ayni grup
iskemi 6ncesine gdre p<0,01) 1,71+0,31’e yilkseltti. Ote yandan minosiklin
bu artigi anlamli olarak dizelterek (p<0,04) 0,86+0,28’e disurdd. Nilvadipin
de iskemi-kontrol grubunda goérilen YS artisini anlamli olarak (p<0,05)
1,00+0,24°e disurdd. Minosiklin grubu ile nilvadipin gruplar iskemi sonrasi
YS sayilari arasinda anlamh bir fark bulunmadi. Ayrica her iki grupta da
iskemi sonrasi YS sayisi, iskemi dncesindekinden farkli degildi.

4.2. MDA DUZEYLERI
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Sekil 17: Minosiklin ve nilvadipinin tm beyin iskemisi modelinde hipokampus
MDA dizeylerine etkisi.

istatistiksel &nemli fark (tek yonli ANOVA): ap<0,0004 iskemi-kontrol sham’a karsi;

bp<0,0001, minosiklin ve nilvadipin iskemi-kontrol'a karsi; cp<0,01 nilvadipin minosikline

karsi.

Tam gruplar arasinda MDA dlzeyleri kargilastirildiginda, aralarinda
anlamli derecede fark bulundu (p<0,001). Sham grubu ile iskemi-kontrol
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grubunun MDA dizeyleri karsilastirildiginda, sham grubunda 31,77+2,05
nmol/g olan degerin iskemi-kontrol grubunda 56,70+2,49 nmol/g’a yikselerek
anlamli derecede arttig1 gézlendi (p<0,0004).

Minosiklin bu degeri 36,50+1,25 nmol/g’a dasUrerek iskemi-kontrol
grubuna gore anlamli bir azalma sagladi (p<0,0001). Nilvadipin de iskemi-
kontrol grubundaki MDA dlzeyi artisini anlamli olarak azaltarak 27,88+1,86
nmol/g diizeyine indirdi (p<0,0001). Nilvadipin MDA duzeyini minosikline gére
daha fazla (p<0,01) disurdud (Sekil 17).
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5. TARTISMA

Deneyde uygulanan doért damar oklizyon modelinde, ana karotis
arterlere klemp takilmasindan hemen sonra bazi si¢canlarda yaklasik olarak
yarim dakika kadar suren aktivasyon (ziplama, yuvarlanma, dizensiz vicut
ve kuyruk hareketleri gibi) gértlmuistir. Klemp takilmasindan yaklasik olarak
bir dakika sonra tim siganlarda denge kaybi ve duserek yan yatma
g6rilmUstir. On dakikalik slre sonunda klempler cikarildiktan yaklasik
olarak yarim dakika sonra siganlar tekrar ayaga kalkarak normal postdrlerini
kazanmiglardir. Bu durum iskemi uygulamasinin basarisinin da bir gdstergesi
olarak gortlmektedir. Ayni modelin uygulandidi baska calismalarda da ayni
davranis degisikligi gérulmistir. Bu acidan deneyimiz bu calismalarla

uyumludur (1, 4).

CGalismamizda uygulanan iskemi modeli, sekiz kollu labirent testinde DS
sayilarini azaltmigtir. Bu durum, sicanlarin yakin belleklerinin bozuldugunun
bir gdstergesidir. Ayni modelin uygulandigi benzer calismalarda iskemiyle
birlikte DS sayilari azalmigtir. Bu ¢alismalarda ortalama olarak DS sayilari
51 dolaylarindadir. GCalismamizda elde ettigimiz sonuglar daha &nceki
calismalarda elde edilen rakamlarin alt sinirndadir ve s6z konusu
calismalarla uyumludur (1, 4, 5).

CGalismamizda YS sayilar iskemi uygulamasiyla birlikte artmistir. Bu
durum da siganlarin yakin belleklerinin bozuldugunun bir géstergesidir. Diger
calismalarda YS sayilarn 742 olarak kaydedilmigtir. Calismamizdaki YS sayisi
artisl ise bu sayiya oranla oldukca digtktir. Bunun nedeni; bu yayinlarda on
dakika icindeki tim YS’lerin dikkate alinmis olmasidir (1, 4, 5). Calismamizda
ise sadece ilk sekiz secimdeki YS’ler dikkate alinmistir. Her iki sonu¢ da
birbirini desteklemekle birlikte, ilk sekiz secimdeki YS sayisi artisinin
degerlendiriimesi deneyin daha saglikli sonuglandiriimasi agisindan uygun
bir yéntem olabilir. Bu ybntemin olumsuz yani ise, sayilar ¢ok Kkuguk
kaldigindan bazi durumlarda YS sayisi artisinin fark edilemeyisidir. Ancak
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deneyimizde bdyle bir durumla karsilagsiimamis, gruplar arasindaki YS sayisi

artisi anlamh olarak belirlenmistir.

AH ve hafif kognitif bozukluk gibi bellek bozukluguna neden olan
hastaliklardaki hicresel zedelenmede ROS’un etkisini arastirmak Gzere bazi
calismalar yapiimistir. Bu amagla otopsi sonrasi hipokampal ROS Urtinlerinin
6lglldagu bir calismada, stproksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediktaz ve katalaz gibi enzimlerin bu hastalarda arttigi gézlenmigtir (95).
Yine otopsi sonrasi yapilan bir aragstirmada, AH olan bireylerin hipokampal
ndronlarinda, ¢ekirdek ve mitokondri DNA’sinda ROS’a bagh bozulma oldugu
gOsterilmistir (96). Hafif kognitif bozukluk tanisi alan hastalarin hipokampus
ndronlarinda da otopsi sonrasi ROS’a bagl benzer degisiklikler gérilmastar
(97). Benzer bir galismada ayni hastalikta hipokampus, amigdala ve entorinal
kortekste lipit peroksidasyonunun arttiyi gdsterilmistir (98). Konu hakkinda
yapilan calismalarin artmasiyla birlikte, ROS’a bagli gen ve protein
bozukluklarinin bellek bozuklugunun ilerlemesinde etkili oldugu fikri ileri

strtlmis ve bu konuda bazi kanitlar elde edilmistir (99, 100)

Bazi bagka bellek bozuklugu gbérilen hastalik modellerinde
hipokampusta ROS Urinleri 6lgilmistir. Bu amagla yapilan bir ¢calismada
kolsisin  verilerek hicre kdltirinde  AH’nin  histopatolojik  modeli
uygulamasinda, NO, ROS (rin0 olan laktat dehidrojenaz ve hiicre élumintn
arttigr gérdlmastar (101). Tun bu bilgiler, bellek bozuklugu ile sonuglanan
hucresel zedelenme mekanizmalarinda ROS’larin yeri  oldugunu
distundirmekte ve guin gectikge konu hakkinda vyapilan arastirmalar
artmaktadir.

Beyinde hipoksiye en duyarli bdlgelerden birisi, bellek islevinin
dizenlenmesinde Onemli yeri olan hipokampustur. Hipokampusta néron
6limUndn goérildiglt hemen her durumda bellekte bozulma gértlmektedir.
Daha o&nce yapilmis bircok calismada gegici iskemi uygulanmasiyla

hipokampusta secici hticre 6lumU gerceklestigi gosterilmigtir (4, 6, 15).
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iskemi sonrasi gériilen néron élimiinde temel nedenlerden birisi ROS’a
bagl 6limdur. Dokudaki MDA dizeyi bu nedenle olugan hicre 8limunin bir
belirteci olarak kullaniimaktadir. Calismamizda iskemi uygulanmasiyla
hipokampustaki MDA dizeyinde sham grubuna goére belirgin olarak artig
gbrulmustir. Benzer bir calismada da hipokampal MDA dizeylerinin arttig
gOralmastdr. Ancak sham grubundaki dlzeyler ve ayrica iskemi nedeniyle

gbzlenen artislar benzer oranlarda degildir (102).

Farkli iskemi modeli uygulamalarinin sonucu hipokampus MDA
dlzeyleri incelendiginde, tim ¢alismalarda iskemi sonrasi bu diizeyin anlamli
olarak arttigi gértlmustir. Tim bu c¢aligmalarin sonuglari incelendiginde
hipokampus MDA dizeylerinin 10-120 nmol/g-doku arasinda degisen
seviyelerde oldugu goértlmektedir. Galismamizda bu degerler 30-60 nmol/g-
doku arasindadir. Ayrica bazi yayinlarda birimler de nmol/mL, pmol/mg-
protein, nmol/g-doku gibi farkli olarak kullanilmigtir (94, 103, 104). Bu
farkliigin laboratuarlar arasindaki bazi ufak yéntem ve standart degisiklikleri
nedeniyle oldugu dusunulebilir. Her durumda sonugta varilan c¢ikarimlar
degismemektedir. Bu sorunu asmak Uzere bazi yayinlarda sham grubuna

g6re MDA artisi orani verilmistir (105)

iskemiye ek olarak AR’nin beyin igine verildigi bir ¢calismada, AB'nin
iskemideki bellek bozuklugunu daha da kétilestirdigi géralmuUstir. Ayni
calismada iskemi hipokampal asetilkolin salinmasini azaltmigtir fakat bu
azalma anlamh olarak bulunmamistir. Asetilkolin dlzeyini yikselten ilag ile
tedavi sirasinda ise, DS sayisinin anlamh olarak artmasina karsin, YS
sayisindaki azalma anlamli olarak bulunmamistir. Bu sonuca gobre, sekiz
kollu labirent calismasinda DS sayisi Uzerinde olan ilag etkisinin daha
anlamli oldugu distnulebilir (106).

iskemide goérilen néron dlimiinin diger bir nedeni de apoptozistir.
iskemiye bagli olarak gelisen apoptoziste, glutamat reseptérlerinden AMPA
alt tarindn etkisinin daha belirgin oldugu goéralmustir. NMDA ve AMPA

reseptdr antagonistlerinin karsilastirildigr bir calismada, iskemiden bir hafta
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sonra gOrulen apoptotik hicre o6lumini sadece AMPA reseptor

antagonistinin engelledigi bulunmustur (4).

iskeminin neden oldugu hiicre limiinde hem erken dénem nekrozda,
hem de ge¢ ddnem apopitoziste kalsiyum iyonunun hicre iginde ve
mitokondride birikimi énemlidir. Hlcre icinde biriken kalsiyum iyonu, hicre
disindan veya hicre i¢i kaynaklardan gelir. Hiicre disindan kalsiyum girisinde
bir yol AMPA ve NMDA tipi glutamat reseptorleridir. Diger bir yol ise
postsinaptik ugta bulunan L ve T tipi kalsiyum kanallaridir. Hlcre iginde
kalsiyum iyonu artigiyla lipid ve proteinlerin yikilmasi, DNA zedelenmesi ve
mitokondriyal elektron taginmasinin bozulmasi gérulir (49).

Sonuglarimiz, iskemiye bagli 6zellikle ROS’tan kaynaklanan
hipokampus hicre 6limuindn, yakin bellek bozukluguna neden oldugunu
disundirmektedir. Deneyimizde uygulanan tekrarlayici gecici tim beyin
iskemisi modelinde basarili olunmus ve yeterli derecede yakin bellek

bozuklugu saglanmistir.

Minosiklinin antibiyotik etkisinin yani sira, penisilinle epilepsi olusturulan
siganlarda hipokampus néronlarinin 6lumand azalttigr bildirilmigtir (2). Ayrica
son ddénemde yapilan bazi calismalarda minosiklinin iskemiye bagli néron
zedelenmesini azalttigi gosterilmigtir. Calismamizda minosiklin, tim beyin
iskemisi modelinde ilk defa uzun sireli profilaktik olarak kullaniimis ve sekiz
kollu labirent sinamasi yapiimistir. Galismamizda minosiklin uygulanmasiyla
iskemi grubuna gére DS sayilari artmig, YS sayilan ise azalmigtir. Bu
sonuglara goére, minosiklin iskeminin neden oldugu bellek bozuklugunu

iyilestirici etki géstermistir.

Daha &6nce yayinlanmis bir calismada gerbillerde uygulanan tim beyin
iskemisi modelinde iskemiden 12 saat 6nce minosiklin 45 mg/kg dozunda i.p.
olarak uygulanmis ve iskemiden sonra da 90 mg/kg/giin dozunda gunde iki
defa uygulamaya devam edilmistir. Ayni calismada baska bir gruba

iskemiden 30 dakika sonra 90 mg/kg/gin dozunda ginde 2 defa minosiklin
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i.p. olarak uygulanmigtir. Her iki grupta 36 saat sonra doz 45 mg/kg/gin
olarak azaltilmigtir. S6z konusu cgalismada tedavi toplam 6 gin devam
etmistir. Deney sonuclarinda profilaktik olarak uygulanan minosiklin ile
iskemide %10,5 dizeyine inen hipokampal hlcre sayisi, %76,7 dizeyine
yukselmistir. Iskemi sonrasi uygulandiginda ise minosiklin hipokampal hiicre
sayisinl %71,4 dizeyine yUkselterek iskemiye oranla belirgin bir artig
yapmistir. Bu calismada minosiklinin iskemik hipokampal néron éliminde
noroprotektif etkisi gdsterilmistir (63). Calismamizda sicanlarda gérilen
bellek bozuklugunun iyilesmesinde de, minosiklinin néroprotektif etkinliginin
rolindn oldugu dasinulebilir.

Minosiklin tim beyin iskemisinin diginda bagka bazi nérodejeneratif
hastalik modellerinde kullanilarak, sekiz kollu labirent sinamasi yapilmistir.
Down sendromundaki bellek bozuklugunu arastirmak Gzere yapilan bir
calismada, transgenik fareler kullaniimis ve bu farelerde minosiklinin yakin ve
uzak bellek Gzerine etkileri arastirilmigtir. S6z konusu calismada minosiklin
10 mg/kg/gin dozunda kullaniimis ve sekiz kollu labirent calismasinda DS
sayilarini artirip, YS sayilarini azaltarak bellekte iyilesme saglamistir. Ayni
calismada ilag etkisi ile bazal 6nbeyin kolinerjik néronlarinin 6liminde
azalma gorualmastar (107).

Bellek bozuklugunun arastirldigi baska bir ¢calismada ise bazal énbeyin
kolinerjik néronlarina 6zel bir immudnotoksin verilerek ndéronal zedelenme
olusturulmus farelerin bellek bozukluguna minosiklinin etkisi arastirilmigtir.
Bu calismada da minosiklin tedavisi ile DS sayilari artmis ve YS sayilari
azalmistir ve ayrica hiicre sayim c¢alismasinda da kolinerjik néronlarda
noroprotektif etkinlik gdsterilmistir (108). Bizim elde ettigimiz DS ve YS
sayllari Gzerine minosiklinin etkisi, yapilan bu c¢alismalardan elde edilen
sonuglarla uyumludur.

Minosiklinin ~ kullanildigr  ¢calismalarda MDA dlzeyi dlgimune

rastlanmamistir. Calismamizda hipokampusta bu dizey oél¢ildiginden,
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bulgularimiz bu dokudaki lipid peroksidasyonu sonucu olusan néron élimunu

minosiklinin azalttigini distindidrmektedir.

Minosiklinin  ROS’a bagl hlcresel zedelenmedeki etkisi bazi
calismalarda arastinlmigtir.  6-hidroksidopaminle  néronal zedelenme
olusturulan néron hicre kilttiriinde, minosiklinin ROS zedelenmesi Urtinlerini
azaltarak ndéron 6lumanu azaltmigtir (109). Ayrica minosiklin retinal gangliyon
hicre kuiltirinde, NMDA ile olusturulan hicresel zedelenmede, ROS
drbnlerini azaltarak hicreleri 6lumden korumustur (110). Galismamizdan elde
ettigimiz lipid peroksidasyonu azalmasi, bu c¢alismalarla uyumludur ve
minosiklinin ROS’a bagh 6limden hicreleri korudugu fikrini desteklemektedir.
Minosiklinin ROS’a bagli 6limdeki etkisi konusunda calismalar azdir ve

yenileriyle desteklenmeye ihtiyaci vardir.

Minosiklinin glutamat gibi néronal 6lime neden olan bazi ajanlara karsi
koruyucu etkinlik goéstermistir. Bir NMDA analogu olan ibotenik asitin beyin
icine uygulanmasina bagh olusan néronal zedelenme, minosiklin tarafindan
azaltilmistir (111). Minosiklinin iINOS mRNA dizeyini azalttigi ve iNOS
aktivitesini inhibe ettigi, in vitro ¢alismalarda ortaya konmustur (112). in vivo
olarak da gliyal INOS ekspresyonunu dolayli ve/veya NO aracili
norotoksisiteyi direk olarak inhibe etmigtir (68). Minosiklin, omurilik néron
hicre kudltirinde, eksitotoksinlere bagli olarak artan NO metabolitleri ve

interlékin—1f salinimini azaltarak antiinflamatuvar etkinlik géstermistir (113).

Minosiklinin bellek iyilestirici etkisinde; ROS’a bagh hilicre zedelenmesini
azaltmasi, glutamat antagonizmasi, antiinflamasyon ve NO inhibisyonunun

pay! oldugu dustnulebilir.

Nilvadipin antihipertansif olarak klinikte kullanim alani olan kalsiyum
kanal blokeri bir ilagtir. Son yillarda bu ilacin néroprotektif etkinligi Uzerinde
durulmaktadir. Calismamizda nilvadipin tim beyin iskemisi modelinde ilk
defa uzun sire profilaktik olarak kullaniimistir.
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CGalismamizda nilvadipin kullanimiyla sekiz kollu labirent sinamasinda
iskemi grubuna gére DS sayilari artmis, YS sayilari da azalmistir. Bu durum,
bellek bozuklugunun nilvadipin ile dizeldigi anlamina gelmektedir.
Calismamizda ayrica ilag uygulanmasiyla hipokampusta MDA dizeyi iskemi
grubuna goére azalmigtir. Bu durum nilvadipin kullanimi ile hipokampustaki
ROS’a bagli hiicresel 6limin azaldigini disindirmektedir.

Daha 6nce yapilmis bir calismada ayni iskemi modeli kullanilarak,
nilvadipin iskemiden hemen sonra ayni dozda kullaniimigtir. Bu c¢alismada
DS sayilar ilagla belirgin derecede artmis ve YS sayilari azalmistir. Bu
calismadaki nilvadipin kullanimi ile DS sayisi artigi ¢galismamizdaki bulgular
ile uyumlu olmakla birlikte, YS sayisi azalmasi ¢alismamizda daha az olarak
gbérinmektedir. Bunun nedenine daha 6nce dedinilmistir ve sadece ilk sekiz
secimin  degerlendiriimesinden  kaynaklandidi  dastnUlmektedir.  Ayni
galismada ilag uygulanmasiyla apopitotik néron o6lumunin azaldigi da
gOsterilmistir. Yine bu calismada nilvadipin uygulanmasiyla hipokampusta
apopitozise bagli mRNA, bax ve kaspaz-3 ekspresyonunun azaldigi,

apoptotik hiicre 6lumanun azaldigi gosterilmistir (1).

Baska bir calismada ise orta serebral arter oklizyonu yontemiyle
bblgesel beyin iskemisi olusturulan siganlarda nilvadipin proflaktik olarak 3
mg/kg/giin dozunda yedi ve ondért giin boyunca kullaniimistir. Bu ¢calismada
iskemiden bir giin sonra infarksiyon alaninin kiictldigu gésterilmigtir. Ondoért
gin kullanimi ile yedi gin kullanima gbére daha fazla kigilme oldugu
g6rilmdis, ayrica bu grupta iskemi alaninda édem de azalmistir (84).

Gerbillerde ¢alisilan bir bagka gegici beyin iskemisi ¢alismasinda ise, 1
ve 10 mg/kg/gun dozlarinda uygulanan nilvadipinle, mikrotibil associated
protein-2 dizeyindeki azalma inhibe edilerek, anlamli derecede néroprotektif
etkinlik saptanmistir (85).

Nilvadipinin hipokampal CA1 bdlgesi néronlarina olan segici etkilerinin

arastirldigi bir calismada, bu bdélgedeki néronlarin kalsiyum kanallarina olan
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etkisi g6zlemlenmigtir. Bu calismada, nilvadipin secici olarak s6z konusu
noronlardaki yavas ve hizli akimli L-tipi kalsiyum kanallarini bloke etmigtir. Bu
etkiye serebral vazodilator etkisi de eklenince, ilacin iskemide belirgin
hipokampal néroprotektif etkinlik gbsterdigi ve bellek bozulmasini dizelttigi
bildiriimistir (86). Nilvadipinin ayni etkisi hipokampal néron hlcre kdltirlerinde
de c¢alisiimis ve yine bu hlcrelerde de L-tipi kalsiyum kanallarini segici olarak

inhibe ettigi gésterilmistir (87).

Hipokampustaki yaglanmaya bagli olarak gelisen degisikliklere olan
etkisi arastirildiginda nilvadipin, farelerin hipokampus CA1 bélgesinde doza
bagll olarak ubiquitin immunoreaktif néron sayisi artigini azaltmistir. Yine bu
farelerde uygulanan ila¢ hipokampus CA1 bdlgesinde S100p immuUnoreaktif
hiicre sayisi artisini anlamli derecede azaltmistir. S6z0 edilen immunoreaktif
mekanizmalar yaslanmayla artan bir sekilde hipokampusda néronal hiicre
6limdine neden oldugundan, nilvadipinin bu mekanizmalari inhibe ederek

yaslanmaya bagli gelisen bellek bozuklugunu dizelttigi 6ne strGimustar (88).

Nilvadipinin néronlardaki kalsiyum kanallarinin yani sira, serebral kan
damarlarindakileri de inhibe etmesi sebebiyle serebral kan akimini artirir.
Klinik bir caligmada, kronik serebral infarktl 7 hastada tek doz oral olarak 4
mg verilen nilvadipin ile serebral kan akiminin arttigi gézlenmistir (89). Baska
bir klinik denemede ise hipertansiyona ek olarak kronik major serebral arter
oklizyonu olan hastalarda ila¢ kronik olarak 3 ay kullanilmig ve serebral kan

akiminin anlamh derecede arttigi géralmastar (3).

Yapilan tim bu c¢alismalar sonucunda nilvadipinin L tipi kalsiyum
kanallarinin inhibe ederek (87) iskemi sirasinda bu iyona bagli olarak gelisen
hucre o6lUmunt o6nledigi; beyin damarlarinda vazodilatasyon yaparak
iskemiden hicreleri korudugu (8), apoptozisi engelleyerek gec¢ hiicre
6limina  azalttigr (1) sdOylenebilir.  Nilvadipin  bu mekanizmalar ile
ndroprotektif etkinlik gbstermektedir. ROS’a bagli hicre 8limin0 nilvadipinin
engelledigine yodnelik calisma yoktur. Benzer bagka calismalara ihtiyag

vardir. Ancak hicre 6liminde tek bir mekanizmadan s6z etmek kesin olarak
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olasi degildir. Genel olarak tim mekanizmalarin hiicresel zedelenmeye
katkisi oldugu dusundlir. Bu agidan bakildiginda, diger mekanizmalarin yani
sira nilvadipinin ROS’a bagli néron 6limini de azalttigi deney sonuglarimiza

gbre dustnulebilir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada minosiklin ve nilvadipinin dért damar okltzyon yéntemiyle
gecici, tekrarlayici tim beyin iskemisi olusturulmus siganlarda, davranisal ve

biyokimyasal etkileri incelenmigtir.

Uygulanan iskemi modeli sicanlarin sekiz kollu labirent testi basarilarini
bozmustur. Minosiklin ve nilvadipin bu bozulmayi dizeltmigtir ve bu iki ilag

arasinda farkhlik gérilmemistir.

iskemi uygulanmasiyla hipokampusta MDA diizeyi artmistir. Minosiklin
ve nilvadipin bu dizeyi azaltarak iyilestirici etki gostermistir. Bu iki ilag
karsilastirildiginda nilvadipin anlamli olarak daha fazla azalma saglamistir.

Minosiklinin bu etkisinde glutamat reseptérleri ve NO (zerindeki
inhibitér 6zelliginin ve ROS’a bagli 6limd engelleyerek MDA dlzeyini
disdrmesinin roli oldugu dustndlebilir. Nilvadipinin etkisinde ise hicre
icindeki artan kalsiyum nedeniyle gorilen hlcre zedelenmesiniini, kalsiyum
kanallarini inhibe ederek engellemesi ve ek olarak beyin damarlarinda
vazodilatasyon  yaparak hlcreleri iskemiden ve ROSa bagl

zedelenmedendan korumasi digtndlebilir.

Sonug olarak uyguladigimiz iskemi modelinde bir hafta proflaktik olarak
kullanilan minosiklin ve nilvadipin, hipokampusta hicre OlimU Uzerine
koruyucu etki goéstererek bellek bozuklugunu dizeltmislerdir. Aralarinda
inmenin de bulundugu bellek bozuklugu yapan bircok ndronal hastalikta,
minosiklinin ve nilvadipinin ndroprotektif bir ilag olarak profilaktik sekilde
kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu sdylenebilir. Ancak bu amaca
ybnelik olarak daha fazla deneysel ve klinik calisma yapilmasina ihtiyag
vardir.
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7. OZET

Saglk kalitesinin artmasiyla yasllik ve buna bagh olarak bellek
bozukluklari artmaktadir. Minosiklin ve nilvadipin farkli néronal hastalik
modellerinde ndron koruyucu etki gdsteren iki farkh gruptan ilaglardir. Dort
damar oklizyon modeliyle olusturulan tekrarlayici, gegici tim beyin iskemisi
modeli, deney hayvanlarinda secici hipokampal néron zedelenmesi ve sekiz
kollu labirent sinamasinda bellek bozukluguna neden olmaktadir. Dokudaki
reaktif oksijen tirevleri nedeniyle olusan hicre 6lumundn bir gdstergesi

olarak malondialdehid (MDA) dlzeyi 6lcimu kullaniimaktadir.

Bu calismada, profilaktik olarak kullanilan minosiklin ve nilvadipinin,
tekrarlayici gecici tim beyin iskemisi olusturulan sicanlardaki bellek
bozukluguna olan davranigsal etkisinin ve hipokampal malondialdehid

dizeyine olan etkisinin arastiriimasi amaclanmistir.

Calismamizda 230-280 g agirlikta olan 29 adet erkek Wistar sigan
deneye alindi. D6ért damar oklizyon iskemi modeli uygulamasi igin, vertebral
arterler kalici olarak koterize edilip, ana karotis arterler ise iki tarafli olarak 60
dakika arayla 10 dakika sureyle 2 defa klemplenerek gegici olarak kapatildi.
Bellek islevi sekiz kollu labirentte dogru sec¢im (DS) ve yanlis segimleri (YS)
dlcerek degerlendirildi. iskemiden bir hafta sonra tribarbitirik asit yéntemiyle
hipokampusta MDA dulzeyleri 6lglldid. Calismamizda sham (n=8), iskemi-
kontrol (n=7), minosiklin (n=7) ve nilvadipin (n=7) olmak Uzere 4 grup
kullanildi. Minosiklin ve nilvadipin, iskemi éncesi 7 gin boyunca i.p. olarak
sirasiyla 45 mg/kg/gin ve 3,2 mg/kg/gin dozunda verildi. Calisma sonrasi
denekler dekapite edilerek hipokampal MDA dizeyleri 6lgulda.

iskemi, DS’leri azaltti ve YS’leri arttirdi (p<0,001), bdylece yakin bellegi
bozdu. Minosiklin DS’leri artirdi (p<0,001) ve YS’leri azaltti (p<0,04), bdylece
yakin bellek bozuklugunu iyilestirdi. Nilvadipin de DS’leri artinp (p<0,002),
YS'leri azaltarak (p<0,05) yakin bellek bozuklugunu diizeltti. Ote yandan
iskemi MDA duzeylerini artirdi (p<0,001). Minosiklin (p<0,001) ve nilvadipin
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(p<0,001) bu artigi azaltti. Nilvadipin minosikline gdre daha fazla azalma

sagladi (p<0,01)

Sonu¢ olarak, proflaktik minosiklinin ve nilvadipinin, dért damar
okllizyon iskemisinin neden oldugu yakin bellek bozuklugunu iyilestirdigi ve
hipokampal MDA artigini azalttigi bu galismada kanitlanmistir. Minosiklin ve
nilvadipinin riskli gruplarda profilaktik kullanimi, hipokampal hicre 6lumunt
azaltarak iskemiye bagll olarak olugabilecek bellek bozuklugunu

engelleyebilir.
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8. SUMMARY

Minocycline is a second generation tetracycline that has high lipophilic
property. Recently, it has been found that, this drug could provide
neuroprotection in animal models of global brain ischemia and other
neurological disorders. Nilvadipine is a dihydropyridine derivative
antihypertensive drug with emanating neuroprotective properties. Repeated
four vessel occlusion ischemia induces memory impairment and selective
hippocampal degenerative changes. This study aimed at investigating the
prophylactic effect of minocycline and nilvadipine on memory impairment and

biochemical changes caused by four vessel occlusion ischemia in rats.

In this study, we used Wistar male rats (n=29) weighing 230-280 g. For
four vessel occlusion ischemia induction, the vertebral arteries were
cauterized, and the common carotid arteries were twice occluded bilaterally
for 10 minute at 60 minute interval. At the end of the experiments, the rats
were decapitated and the hippocampus was dissected out. The memory was
evaluated by measuring the correct and error choices in 8-armed radial
maze. The ischemia-reperfusion-induced damage was evaluated by
measuring level of malondialdehyde (MDA) in the hippocampus using
thiobarbituric acid method.

Ischemia impaired memory performance by decreasing the correct
choices and increasing the error choices (p<0,001). Minocycline improved
the performance by increasing the correct choices (p<0.001) and decreasing
the error choices (p<0.04). Nilvadipine improved the performance by
increasing the correct choices (p<0.002) and decreasing the error choices
(p<0.05) On the other hand, ischemia elevated MDA level (p<0.001),
whereas minocycline (p<0.001) and nilvadipine (p<0.001) decreased the
elevated MDA. However, nilvadipine-induced reduction of MDA was greater
(p<0, 01) than that obtained with minocycline.
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In conclusion, prophylactic treatment with minocycline and nilvadipine,
improves memory impairment and decreases hippocampal MDA increment

caused by four vessel occlusion in rats.
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