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1.GIRIS

Serebrovaskiler hastaliklarin neden oldugu demans ve bellek
bozukluklari, halen etkili tedavisi olmayan, gin gectikge 6nem kazanan klinik
durumlardir. Terapdétik 6zellige sahip, toksisitesi az olan, iskemi tedavisinde
kullanilan ve klinik olarak etkili ilaglar gelistiriimektedir ve gin gegctikge deger
kazanmaktadir (1).

insanlarda gériilen iskemik inme; belirtilerinde, nedenlerinde ve
anatomik konumlarinda ¢ok bigimlilik gosterir ve inme icin iskemik beyin
hasarini calismada farkh yontemler bulmak igin c¢esitli hayvan modelleri
gelistirilmigtir. Kemirgenlerde fokal ve global serebral iskemiyi takiben
gbrilen fonksiyonel kayiplar inme hastalarinda tipik olarak g&ralenlerle

benzerlik gdsterir (2).

Eritropoietin  (Epo), kemik iliginde ©6ncil hicrelerin  fonksiyonel
eritroblastlara farklilagsmasini stimile eder. Rekombinant DNA teknolojisi ile
dretilen Epo’nun ilag olarak jenerik adi epoetin’dir (3). Epo ve reseptdri hem
merkezi hem de periferik sinir sisteminde bulunmakta ve hipoksi gibi
uyaranlarla salinimlar artmaktadir. Epo’nun in vivo inme, ndroinflamasyon,
beyin travmasi, subaraknoid kanama deneysel epilepsi ve Parkinsonizm gibi

deneysel modellerde néronlari koruyucu etkisi belirlenmigtir (4).

Calismamizda, deneysel tekrarlayan beyin iskemisi modeli uygulanmis
sicanlarda, Epo’nun néroprotektif etkilerinin ve bellek fonksiyonlar Gzerindeki
tedavi edici etkilerinin 4-damar okliizyon (4-VO) modelinde davranis testleri
ile gbsterilmesi ve lipid peroksidasyonu Uzerine koruyucu etkilerinin olup

olmadidinin biyokimyasal olarak incelenmesi amaglanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.BELLEK

Tarihcesi:

Tarih boyunca saglikh ve hastalikli bellek, tibbi ¢alismalarin odaginda
olmustur. Bellegin bilimsel élcimi 1800’lerde Ebbinghaus’un monografiyla
basladi. Demans, beyin atrofisi, bellek kaybi ve amnezi baglantih travma
calismalari, Samuel Wilks, Jean Esquirol ve Alois Alzheimer gibi nérolojinin
6nde gelen isimleri tarafindan yUratildid. Bellegin duygusal bilesenlerle
baglantisi, anatomik ¢alismalari modern bellek gevrimi bilgisinin temellerinin

cogunu olusturan James Papez tarafindan sunuldu (5).

Tanimi:

Bellek, bilinen deneyim, gercekler, hatirlanan olaylar ve kazanilan ve
uygulanan becerilerden elde edilen bilginin kaydedilmesi, tutulmasi ve geri
cagriimasidir. Bellek, Uniter bir duyu olmaktan c¢ok, kullanimlari, iglev
karakteristikleri ve iglevlerini dizenleyen sinir aglarn acgisindan farklilik
gOsteren cesitli 6grenme formlarinin  bir bOtanddar. Bir bellek sistemi,
hatirlamaya yoénelik iglevin 6zgin bir formunu dizenleyen &ézel bir sinir ag

olarak tanimlanabilir (5).

2.1.1.BELLEGIN SINIFLANDIRILMASI

Acik ve Ortiilii Bellek

Acik bellek, olaylarla ilgili gergeklerin, deneyimlerin ve bilgilerin elde
edilmesine karsi gelir. Bilin¢li farkinda olma durumunda dogrudan erisilebilen
bellektir ve bu ylUzden “deklare” edilebilir (6). Medial temporal lob bellek
sistemi, acik belledi destekler. Bu sistemi hasarli olan amnezik hastalar acik
bellek bozukluklari yasar (7).

Diger yandan 6rt0l0 bellek, klasik sartlanma, beceri ve aligkanliklar
icerir ve cogunlukla tamamen biling disidir (8). Ortlilii bellek, agik olarak veya
isteyerek degil reflekse veya olaylara bagl olarak elde edilen bellek
formlarina kargi gelir. Nasil ylzllecegini veya bisiklet kullanilacagini



hatirlamak bu bellek tipine girer. Bu bellek formlari, davranigi, gecmis
deneyimler 1siginda bu deneyimlerin bilingli sekilde farkinda olmadan

ybnlendirir ve bu ylzden 6rt0lU bellek olarak adlandirilir (5).

Kisa ve Uzun Sureli Bellek

Bazi belleklerin sadece birka¢c saniye ve bazilarinin da saatler, gunler,
aylar veya yillar boyunca surdigu bilinmektedir. Bellekleri Gi¢ sinifta inceleyen
genel bir siniflandirma séyledir:

a) Kisa sureli bellek: Uzun sireli bellege dénustiralmediklerinde
saniyeler veya en ¢ok dakikalar boyunca stren bellekleri icerir.

b) Orta derecede uzun sureli bellek: Ginler veya haftalar boyunca surer
fakat ardindan kaybolur.

c) Uzun sudreli bellek: Bir defa kaydedildikten sonra yillar boyunca ve
hatta 6mUr boyu geri ¢agrilabilen belleklerdir (9).

2.1.2. BELLEGIN ANATOMISI

Hipokampus, neokorteksin bircok bdlgesinden, 6zellikle de temporal
kisimdan bilgi alir. Kortikal bilgi, perforan ve alvear yollar Gzerinden 6ncelikle
parahipokampal girustaki entorinal kortekse, oradan da dentat girusa yayilir,

buradan da hipokampusa ulasir (10).

insan hipokampusu serebral hemisferlerde bilateral olarak yeralir ve her
bir lateral ventriklliin temporal boynuzu boyunca uzanan bir sirt olusturur. Bu
yapilar sekil olarak kiviimhdir ve hicresel yapi ve dizendeki farkliliklarla
tanimlanan birka¢ ayri bélgeden olusur. Aksonlar, hipokampus bdlgesini
olusturan néronlardan yukselir, fimbriadan uzanarak hipokampal yapinin

disindaki ana beyaz madde bdlgesi olan fornikse devam eder (6).

Hipokampal formasyon, dentat girus (DG), daha sonra CA1, CA2, CA3
ve CA4’e ayrilan hipokampus proper veya cornu ammonis (CA), subikulum,
presubikulum ve entorhinal korteksi icerir. Hipokampus, limbik sistemin bir
parcasli olarak ele alinir ve ¢ift ydnlU olarak diger beyin boélgelerine forniks ve

perforant yolla baghdir. iki tarafli yapi, serebral korteksin ventroposterior ve



ventrolateral ylzeylerin cogunu kaplar. Dentat girus ve CA’nin tabakalari,
gelisim sirasinda bir C sekli olusturarak invajine olurlar. CA bdlgesi ¢ ana
tabaka igerir: polimorfik tabaka (stratum oriens), piramidal tabaka (stratum
pyramidale) ve molekuler tabaka (stratum radiatum). CA bélgesi 3-5 hiicreli
bir piramidal néron tabakasi ve dort ayri bélge igerir. CA1 subiculuma baghdir
ve yakin sekilde yigilmis piramidal hicreler icerir. CA3, CA1’e benzer
olmasina ragmen daha az sayida ama daha buyik piramidal hicreler igerir

(11).

Hipokampal yapi, bellekteki roli agisindan iyi bilinir. Acik bellegin
olusmasindan sorumludur. Hipokampus, bellegi, korteksin bagka bir yerinde
pekistiriimeden dnce haftalar boyunca tutar (12).

Sican Hipokampusu

Sicanda, hipokampal formasyon, uzun ekseni yaklasik 45 derecelik bir
aclyla diensefalonun Gzerinden ve arkasindan temporal loba kaudoventral
olarak (Sekil-1, Sekil-2), C’ye benzer sekilde bazal 6n beyinin septal
cekirdeklerinden rostrodorsal sekilde ilerleyen uzunlamasina bir yapi olarak
ortaya cikar. Bu nedenle hipokampal formasyonun uzunlamasina yapisi,
septotemporal eksen ve her iki ucu sirasiyla septal kutup ve temporal kutup
olarak tanimlanir (Sekil-1, Sekil-2) (13).

Sekil-1: Sigan beyninde hipokampal formasyonun ana organizasyonu (13).
C seklindeki hipokampus, sican beyninin saydam bir kabugu olarak
gOsterilmigtir.
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Sekil-2:  Hipokampusun laminer kesiti: Yukarn kisimda, hipokampal
formasyonun G¢ boyutlu yapisi gértilmektedir. Alt tarafta, hipokampusun
boyuna eksenine dik en Kkesitinin, gobsterilen seviyedeki laminer yapisi

verilmistir (13).

2.1.3. BELLEK BOZUKLUKLARI

Amnezi:

Acik bellekteki bir duzensizlik amnezi olarak tanimlanir. Gergek bir
amnezi, agik bellegin, dikkat, algi, dil veya motivasyon gibi hatirlatici olmayan
eksikliklerle agiklanamayan nispeten sinirlanmis  bir  bozuklugudur.
Anterograd amnezi, yeni agik bellekler olusturamama durumuna karsi gelir.
Retrograd amnezi, amnezi baglangicindan 6énce kazanilmig belleklerin
kaybini ifade eder. Kisa slreli bellek kapasitesi yasam boyunca surekli
sekilde azalir. Bellek bozukluklariyla baglantili bazi etyolojiler Tablo-1’de

gOsterilmigtir (5).



Teshise odaklanmada, bellek bozuklugunun zamansal baglangici ve
ilerlemesiyle ilgili bilgi faydalidir. Bellek bozuklugunun akut baglangici, bir
inme veya anoksik periyoda isaret eder. ilerleyici bir durum olusturan ani bir
baslangic, vaskiler demans gibi bir bellek problemi stiphesi uyandirir. Gizli,
yavas yavas ilerleyen, kronik bir gerileme dikkati alkol baglantili demansa
veya Alzheimer hastaligina yoneltir. Bellek bozuklugunun haftalar veya aylar
icinde daha hizli ilerlemesi depresyon baglantil bir bellek kaybina veya eger
ndbetler de varsa primer veya metastatik timorlere veya ensefalitlere isaret

eder.

Tibbi gegcmis tam olarak belirlenmelidir, ¢ink( bellek bozukluklarinin
birincil ve ikincil nedenleri ¢ok cesitlidir. Alkol, ilag ve diyetle ilgili aliskanliklar
hakkinda bilgiler elde edilmelidir. lleri derecede alkol tiiketimi, Wernicke-
Korsakoff psikozu veya hepatorenal ensefalopati yoluyla bellek bozukluguna
neden olabilir. Detayh bir ilag kullanim gegmisi elde edilmelidir glinkd birgok
ilag tedavisi dogrudan veya dolayli olarak bellek basarisini digtrir. Cerrahi
mudahale, travma veya kafa yaralanmasi hikayesi, beyin yapilarinin serebral
anoksi veya direkt travma olasihdi arastiriimalidir. Nobetlerin veya bas
agrilarinin baslangici ve ilerleyisi, timérler, anevrizmalar, ensefalitler veya
epilepsi stphelerini yénlendirmek icin netlestiriimelidir. Gegcmisteki bir kanser
vakasl, beyine bir metastaz veya paraneoplastik dizensizlik siphesi ortaya
cikarabilir. Bilinen hipertansiyon, inme veya gecici iskemik ataklar bellek
bozuklugunun vaskiler bir sebebine isaret eder. Ge¢misteki bir depresyon,
Ozellikle dikkat cekicidir, ¢cinki bellek kaybi genellikle sinirlilik, sugluluk ve
dellzyonlarin da bulundugu depresif ddnemlerde goérulur. (5).



Tablo-1: Bellek bozukluklariyla baglantili bazi etyolojiler (5)

Etyolojik Kategori

Ozel Etyolojiler

YAPISAL BOZUKLUKLAR

Gelisimsel bozukluklar

KALITSAL VE DEJENERATIF BOZUKLUKLAR
Kromozomal anormallikler ve nérokitanéz
bozukluklar

Dejeneratif demans

Hareket bozukluklari

KAZANILMIS METABOLIK VE BESINSEL
BOZUKLUKLAR

Endojen metabolik bozukluklar

Eksojen kazaniimisg metabolik bozukluklar
Toksinler ve illisit ilaglar

Alkolizme bagli besinsel yetersizlikler ve sendromlar

BULASICI HASTALIKLAR
Viral enfeksiyonlar
Viral olmayan enfeksiyonlar

Bulasabilen spongiform ensefalopatiler
HIV ve AIDS
NOROVASKULER BOZUKLUKLAR

NEOPLASTIK BOZUKLUKLAR

Primer ndrolojik timérler

Metastatik neoplazmalar ve paraneoplastik
sendromlar

DEMIYELINiZAN BOZUKLUKLAR

Santral sinir sisteminin demiyelinizan bozukluklar
TRAVMATIK BOZUKLUKLAR

EPILEPSI

UYKU BOZUKLUKLARI
ILAG KAYNAKLI VE iIATROJENIK NOROLOJIK
BOZUKLUKLAR

Kompanse hidrosefali

Kan bagi

Alzheimer hastaligi, Pick hastaligi
Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi

Hepatik ensefalopati, hipotiroidizm, anoksi
Antikolinerjik intoksikasyonu

Kursun intoksikasyonu

Korsakof psikozu

Alkol yoksunlugu

Herpes simpleks ensefaliti

Bakteriyel ensefalit

Serebral apse, bakteriyel menenijit

Creutzfeld-Jakob hastalig

AIDS demans kompleksi

Multi-infakt demans

Posterior serebral arter okliizyonu

Subkortikal arteriosklerotik ensefalopati (Binswanger
hastaligi)

Primer tumor (6zellikle medial temporal lob, forniks veya
talamustakiler)

Metastatik melanoma, paraneoplastik sendrom

Multiple skleroz

Travmatik kafa hasari

Medial temporal lob epilepsisi

Medial temporal lob epilepsisini tedavi etmek igin cerrahi
lobektomi

Uykusuzluk, uyku apnesi

Elektrokonvilsif tedavi

ilagla tedavi: analjezik, antihipertansif, antikolinerjik,
psikotropik, sedatif etkili ilag tedavisi




2.1.4. GLOBAL iSKEMINiN HAYVAN MODELLERI

Global serebral iskemide, beynin tamaminda ya da én beyinde kan
akiminda azalma olur. Global iskeminin deneysel modelleri, kardiyak arrest,
asin hipotansiyon veya bogulma esnasinda meydana gelen hipoksik/iskemik

durumu temsil eder (14).

Kediler, tavsanlar, kdpekler ve insanlar digindaki primatlar serebral
iskemideki hayvan modelleri igin kullaniimig olmalarina ragmen bu deneylerin
bircogu kemirgenler Gzerinde gerceklestirilmistir. Serebral damarlanma
anatomisinin kemirgenler ve insanlarin da dahil oldugu daha yiksek tirdeki
canlilar arasinda c¢ok bulylk farklihk gdstermemesi gercedi bu segimi
destekler. Sosyal ve etik agidan daha fazla kabul edilirlik, daha disik maliyet
ve genetik tlrdesligin  yUksek olmasi nedeniyle kemirgenler tercih
edilmektedir (2).

1980’lerin basinda kemirgenlerde global iskeminin ginimizde de
¢ogunlukla kullanilan G¢ modeli tanimlanmistir (2):

1. siganlardaki vertebral arterlerin kalici olarak kapatildigi ve
karotislerin gecici olarak 10-30 dakika klemplendigi 4-VO.

2. siganlardaki her iki ana karotis arterin gegici okllzyonu ve kanin geri
cekilmesine baglh olarak ayni anda arterial hipotansiyon tarafindan
olusturulan iki-damar oklizyonu arti hipotansiyon modeli.

3. gelinciklerdeki her iki ana karotis arterin gecici oklizyonu. Bu
hayvanlar tam olmayan Willis poligonu gd&sterdiklerinden global serebral
iskemi olugsturma agisindan yeterlidir (2).

Tablo-2’de en yaygin kullanilan hayvan modellerinin avantaj ve
dezavantajlari listelenmistir (14).



Tablo-2: Global iskemi modelleri

Model Avantajlari(+) / dezavantajlari (-)

Gelincik-modeli: | + operasyon kolaydir: sadece ana karotis arterlerin kisa
oklizyonu gereklidir

- davranigsal testler icin daha az olasilik vardir

- serebral dolagsimdaki varyasyonlar nedeniyle sonuglar
degiskendir

Sicanlar: iki- + operasyon tek basamaktir: sadece ana karotis
damar oklizyonu | arterlerde oklizyon yapilir

+ oklUzyon geri déntsumltdir

+ solunumun ventilasyonla kontroli mamkindir
- hipotansiyonun indiksiyonuna ihtiyag vardir

- okllizyon sirasinda anesteziye ihtiyac vardir, bu

sonuglarin yorumlanmasini karmasiklastirabilir

Sicanlar: dort- + iskemik okllizyon sirasinda anesteziye gereksinim
damar okllzyonu | duyulmaz

+ en sik kullanilan global iskemi modelidir

+ net olarak gegerliligi onaylanmistir

- operasyon iki basamaklidir, vertebral arterlerin
kapatiimasi i¢in oldukg¢a invaziv operasyon yapihr

- ustl kismen geri dénasumluddr: vertebral arterler

kalici olarak kapatilir

2.1.4.1. SEREBRAL ISKEMi PATOFiZYOLOJiSi
Global serebral iskemi, iskemik hlicre hasarina katkida bulunan

patofizyolojik islevler serisine yol agar (Sekil-3) (2).




Eksitotoksisite

inflamasyon
Apoptozis

lt—— iskemi

dakikalar saatler gunler

saatler gunler haftalar

Sekil-3: iskemik néronal hasarin patofizyolojik islev serisi

iskemi ve erken reperfiizyon sirasinda eksitatér aminoasitlerin agiri
miktarda salinimi, hicre i¢i kalsiyumla agiri ylklenme ve serbest radikallerde
artis, eksitotoksisite olarak isimlendirilen evrenin 6nemli gdstergeleridir.
Presinaptik terminallerden asirn glutamat salinimi ve glutamat geri alim
mekanizmalarinin inhibisyonu, hicre disi glutamat artisina yolagar. Hassas
yapilarda saptanabilen bu artmig hicre digi glutamat konsantrasyonu
cogunlukla iskemik periyoda baghdir. Reperflizyon sonrasi slratle iskemi
dncesi degerlere doner. Glutamat reseptérlerinin yogun uyariimasi, enetiji
yoksunluguna bagh olarak kalsiyum -ATPaz tarafindan ortadan
kaldirlamayan voltaj bagimh kalsiyum kanallari ve reseptér araciligiyla
kalsiyum girigine yol agar. Ek olarak, kalsiyum hticre i¢i depolardan sitozole
salinir. Proteazlar, fosfolipazlar, endonlkleazlar ve indUklenebilir nitrik oksit
sentaz (iINOS), sonradan membran, nukleus ve diger organelleri hasara
ugratan kalsiyum ile aktive olur (2).

inflamasyonun, dokuya nétrofil I6kositlerin migrasyonu, glial hiicrelerin
aktivasyonu ve bu inflamatuar hudcreler tarafindan potansiyel sitotoksik
maddelerin salinimiyla karakterize olan bir evresi, global iskemiyi takiben
hiicre 6limu patofizyolojisine dahildir. Global iskemiye yanit olarak nétrofil

I6kositler selektif néronal hasar bolgelerine akin eder. Mikroglia ve
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astrositlerin aktivasyonu ndronal hasardan o6nce gelir ve 4 haftaya kadar
strer. Bu inflamatuar hucreler proinflamatuar sitokinlerden interlékin-g ve
timor nekroz faktdr (TNF)-a sentezler ve salgilar ve timu nérotoksik olabilen
iNOS izoformunu aktive eder. Global iskemiden sonra ¢ok erken dénemde
interldkin-B ve TNF-a mRNA ve proteinleri hipokampus icinde artar. Azalmay
takiben 5. gline kadar devam eden proinflamatuar sitokinlerin ikinci artisi
g6zlenir. Global iskemi, hipokampal CA1 bélgesi igindeki reaktif astrositlerde
iINOS salinimi ile sonuglanir (2).

Global iskemiden 3-4 gin sonra CA1 ndéronlarinda apoptotik
degisiklikler gdsterilmistir. Apoptozisi antagonize eden protein sentez
inhibitérleriyle veya blylume faktérleriyle tedavinin iskemik hasarn iyilestirdigi
gbsterilmistir ve bu nedenle, apoptozisin, global iskemiyi takiben néronal
hasara katkida bulundugu goérisinu kanitlamistir (2).

2.1.4.2. ISKEMIYE BAGLI NORONAL KAYIP

Global iskemiye hassasiyetlerine gbre beyin bdlgeleri arasinda
farkliliklar vardir. Ornegin bazi hipokampal néronlar iskemik midahalelere
duyarlidir. CA3 piramidal néronlarinin gogu canli kalirken ve dentat girusdaki
grantler hlcreler iskemik hasara direncli iken, CA1 bdlgesindeki piramidal
noronlar ve hilusdaki bazi néronlar iskemik hasara en fazla maruz kalir.
Ventral CA1, dorsal CA1’e gére global iskemiye daha fazla direnglidir ve bu
bblgede sadece az miktarda hicre kaybi s6z konusudur (14).

Bes dakikalik global iskemi, diger gruplari etkiiememesine ragmen CA1
bélgesindeki piramidal hicre ndronlarinin hemen hemen timdnde gecikmis
6lime neden olur (14). Gelinciklerde 3 dakikalik ve sigcanlarda 10 dakikalik
slre bu hipokampal hasari olusturmak igin yeterlidir (2). Bununla birlikte 20
dakikalik iskemi, CA3 néronlarinda 6lime neden olur ancak hipokampusdeki

dentat grandl hiicrelerde hemen hemen hig¢ etkisi olmaz (15).

Hipokampal néronlarin segici hassasiyeti glutamatla baglantili olabilir.

Teorik olarak, glutamaterjik girisin antagonistlerle veya diger vyollarla
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engellenmesi glutamaterjik eksitotoksisiteyi  6nleyebilir. Ornegin, CA1
bblgesine eksitatér girisin haraplanmasinin iskemi sonrasi CA1 hiicre
6limine kargi koruyucu oldugu gosterilmistir. Hem farelerde hem de
insanlarda hipokampusin CA1 bdlgesi, N-metil-D-aspartat reseptérlerinin en
yUksek yogunlugunu igerir. Bu reseptérlerin yogun sekilde bulunmasinin,
secici hassasiyette bir rol oynadiklari distintlmektedir (16).

2.1.4.3. ISKEMI-REPERFUZYON HASARI

Mitokondriyel elektron iletim zincirinde terminal bir alici olan molekdler
oksijenin kaybi, hicresel enerji Uretiminde hizli bir disise neden olur
(Sekil-4). Azalan metabolik enerji, néronal hiicre membrani igindeki iyonik
pompalarda fonksiyon kaybiyla sonuglanir ve hicre sismesi olusur. Bu
hicresel sisme ile baglantili olarak, serbest iyonize kalsiyumun hcre igi
konsantrasyonunda hizhh bir artis meydana gelir ve hucresel proteazlar
kontrolstz bir sekilde aktive olur. Ardindan hiicresel proteazlar, néronal hiicre
fonksiyonu icin 6nemli olan enzimleri denattire etmek icin gelisiglizel bicimde
etki gosterirler. iskeminin de dahil oldugu patolojik ve fizyolojik 6lim yolaklari
ile geri donustimsuz ndronal hicre 6lumleri olusur. Klinik agidan, santral sinir

sisteminin (SSS) iskemi reperflizyon hasar c¢ok sayida hastada ciddi

norolojik bozukluklara neden olur (17).

REVERZIBL ZEDELENME ; IRREVERZIBL ZEDELEMME
: {iHire: ST
e b T rostotiphierin Enzimlerin
——7' ¥ - . Teaytu gikigt
/7 Iskami : Hiicr iskelet /oK Low
dadisi i
Serbestradalor | W\ Gar g
Lipit ikt
Oilerferi
Higressl gigna
Ca™ H, ve Mool Lsskanin Kayti
Mitakendrt 1Sodyum Mg glirigi Kabarciklar : 1 Milokandrilerds
+Oksidalif Pompast K gikag ER glsmes| 5 Ga*
leslorilasyon Miyelin gokiler
l / MNikiger kromatin
§ kimelagmesi !
ATP =+ Gillkoliz " P ! t‘lf!“'“?‘ +Bazofil 1 RNP)
\.\ = IpH “- e ST "‘:i‘ = | Neideer depighiader
Diger | Gilikajen | sarbestesmos Protein sindirimi
athler . ve aktivasyonu
Ribezemiann +Protaln Lipig :
aynimast " zentezl ™ depolanmas |

Sekil-4: iskemi-reperflizyon hasari, reverzibl-irreverzibl zedelenme (18)
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iskemik dokulara kan akiminin tekrar saglanmasi, reverzibl hasara
ugramis hucrelerin iyilesmesiyle sonuglanirken irreverzibl hasara ugramis
olanlari etkilemez. Bununla birlikte iskeminin siddetine ve slresine bagli
olarak, ¢esitli hiicreler kan akiminin yeniden baslamasindan sonra da 6lime
gidebilir (18).

ATP sentezinin azalmasi, iskemik ve toksik hasarin genel sonucudur.
Reperfluzyon sirasinda ATP dretimi yetersiz kalir. ATP yapiminin durmasina
ilaveten, toplam ATP’nin yarisina yakini iskeminin ilk 10-15 dakikasinda
yikilir. Sitozol ve mitokondride kalsiyumun asiri toplanmasi, reperflizyon

hasarinda ileri surtlen énemli mekanizmalardan biridir (18).

Oksijen ve oksijen kdkenli serbest radikallerin birikimi, iskemik dokunun
revaskllarizasyonu sirasinda olusan iskemik hasarin  diger bir
mekanizmasidir. Serbest oksijen radikalleri, lipid peroksidasyonu ile hlicre
membraninda hasar olusturur (18). Gegici beyin iskemisine ikincil olan hasar,
serbest radikallerin neden oldugu lipit peroksidasyonu da dahil olmak Gzere,
birkagc mekanizma icerir ve beyin iskemisi sirasinda reperflizyonun ardindan
malondialdehid (MDA) salinir. iskemi sonrasi MDA diizeylerindeki artis,
serbest radikal saliveriimesinin neden oldugu lipid peroksidasyonun bir
gostergesi olarak degerlendirilir (19). iskemi-reperflizyonda Nitrik Oksit (NO)
Uretimi bozulur. Iskemi sirasinda oksijen yoklugu nedeniyle NO sentezi
engellenir. iskemi-reperfiizyonda NO sentaz aktivitesi de engellenir. Azalmig
NO Uretiminin bdélgesel kan akiminda bozulmaya ve mortaliteye katkida
bulundugdu ileri sirtimektedir (18).

2.1.4.4. GLOBAL SEREBRAL iSKEMiYi TAKIBEN KULLANILAN
DAVRANISSAL TESTLER

Siganlarda global iskemiden sonra 6grenme ve bellekte bozulmalar
saptanir ve hipoksik/iskemik hipokampal hasari olan hastalarda bellek kaybi
goriilir. iskemik sicanlarda; T-maze, radial arm maze, water-maze, circular
platform task ve gecikmis non-matching to sample/position goérevleri gibi

¢alisma ve uzamsal bellek gerektiren gérevlerde bozulma gérdlir. Sicanlarda
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radial arm maze veya T-maze testlerinde davranissal bozulma ve CA1’deki

iskemik hicre 6luma arasinda iligki oldugu bulunmustur (14).

Global iskemiye maruz kalan hayvanlara uygulanan davranigsal testler
bakimindan U¢ soru ortaya ¢ikmaktadir:

1. Global iskemiyle davraniglar tamamen etkilenmis mi?

2. Ozel davranissal gérevler etkilenmis mi?

3. Bu davranigsal bozukluklar gegici mi?

Ogrenme ve bellekteki bozukluklar oldukgca uzun sireli gézikir. Bu
davranissal ¢alismalar, global iskeminin neden oldugu bozukluklarda néron
koruyucu etki stratejilerinin azalmaya yol agip agmadigini gosterebilir (2).

Sekiz Kollu Labirent Testi

iskemik hasarin etkilerini degerlendirmek icin 8 kollu labirent
kullanilmistir. Sekiz kollu labirent testinde kisa-donem bellek basarisi
iskemiden sonra tipik olarak bozulmaktadir. 4-VO ile yapilan 30 dakikalik
global iskemi, 8 kollu labirent testinde basarinin bozulmasiyla sonuglanmigtir.
Kisa sureli bellek hatalari (daha 6nce girilmis yemli kola tekrar girme) ve
uzun sureli bellek hatalar (yemlenmemis kollara girme) oélctimuastar. 4-VO
kaynakli iskemi, kisa streli bellek Uzerine bilgiyi kullanma yetenedini uzun

sureli bellekteki capraz bilgi denemelerinden daha fazla bozmustur (16).

Tekil bir iskemik dénemin uzamsal bellekte uzun sdreli ve sirekli bir
bozulmaya neden olmadigi, 8 kollu labirent uygulamasiyla gosterilmistir.
Buna karsin, 1 saatlik bir aradan sonra tekrarlanan 10 dakikalik iskemik
dénem, bellekteki uzun sureli bozulma ile birlikte hipokampal CA1 bélgesinde
apoptozisi baslatabilir (1).

2.2. ERITROPOIETIN

Epo, izole edilen ilk insan hematopoietik bliytime faktéradir (20). Epo,
molekdl agirhgi 36 kD olan bir glikoproteindir (3). 166 Amino asitten
olusmaktadir (21). Erigkinlerde %901 bdbrekte, %10’u karacigerde Uretilir.
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Gelismekte olan fetliste ise esas olarak karacigerde yapilir. Kronik bébrek
yetmezligi, bébrek Epo Uretimini azaltarak bdébrek hastaliyi anemisine neden
olur. Bobrek hastasina hemodiyaliz sirasinda i.v. olarak, diyaliz yapiimayan
ya da peritoneal diyaliz yapilanlara ve diger olgulara i.v. veya subkutan (s.c.)

enjekte edilir. Agizdan alinabilen sekillerin yapilmasina c¢aligiimaktadir (3).

2.2.1. FARMAKOKINETIGI

ilk olarak, siddetli anemisi olan hastalarin idrarlarindan saflastiriimistir.
Rekombinant insan Epo’su (rHuEpo, epoetin alfa), rekombinant DNA
teknolojisi kullanan bir memeli hicre salinim sisteminde Uretilir. Kronik renal
yetmezIligi olan hastalarda i.v. uygulamadan sonra, Epo 4-13 saatlik bir
serum yari 6mrune sahiptir. Diyalizle temizlenmez. Darbepoetin alfa, Epo’nun
glikozilat bir formudur ve sadece, iki veya U¢ kat daha uzun yari dmare sahip
olmasi yonulyle fonksiyonel olarak Epo’dan farkhdir (20). Epo’nun nonlineer
farmakokinetik davranisi, yikiminin  doygunlukla ilgili bir mekanizma
icerdigine isaret etmektedir. Darbepoetin alfanin yari d6mri, epoetinlere gore
3-4 kat daha uzundur (yaklasik 25 saat) (22).

2.2.2. FARMAKODINAMIGI

Epo, eritroid proliferasyonunu ve farklilagmasini, alyuvar &ncilleri
Uzerindeki 6zel Epo reseptorleriyle etkilesime girerek stimile eder. Ayrica
kemik iliginden retikUlositlerin salinimini indtkler. Endojen Epo, doku
hipoksisine karsi bdbrekte Uretilir. Anemi ortaya cikarsa, bébrek tarafindan
daha fazla Epo dretilir ve bu da kemik iligine daha fazla alyuvar Gretmesi igin
sinyal gbénderir.

Normal sartlarda, hematokrit veya hemoglobin dizeyi ile serum Epo
dlzeyi arasinda ters bir iligki vardir. Anemik olmayan kigilerde serum Epo
dizeyleri 20 IU/L’den daha azdir. Hematokrit ve hemoglobin dlzeyleri
digerse ve anemi daha siddetli bir hal alirsa, serum Epo dlzeyi Ustel olarak
yUkselir. Orta siddette anemili hastalar genellikle 100-500 IU/L arahdinda Epo
dizeyine sahiptir (20).
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2.2.3. KLiINIK FARMAKOLOJiSI

Kronik bdbrek yetmezligi anemisinde Epo tedavisi, eritrosit sayisini 3-4
gln iginde maksimuma gikartir; 4-6 hafta icinde hemoglobin dizeyini ve
hematokriti yUkseltir. Hematokrit %30-38 olmalidir. Bébrek yetmezligi olan
hastada serum paratiroid hormon dizeyi artmis ve kemik iligi fibrozisi varsa
Epo’ya direng gelismigstir, dozu arttirmak gerekir (3).

Epo surekli sekilde hematokrit ve hemoglobin dizeyini gelistirir ve
genellikle bu hastalarda transflizyon ihtiyacini ortadan kaldirir. RetikUlosit
sayisindaki bir artig genellikle yaklagik 10 gin i¢inde gdzlenir ve 2-6 hafta
icinde hematokrit ve hemoglobin dizeyleri ylkselir. Codu hasta, i.v. veya s.c.
olarak haftada ¢ defa 50-150 IU/kg Epo dozuyla yaklasik %35'lik bir
hematokrit dlzeyi gbsterir. Epo’ya yanit verilememesi, genellikle ayni
zamana rastlayan demir yetersizligine baghdir ve bu durum agizdan demir
verilerek duzeltilebilir. Bazi hastalarda folat destegi de gerekebilir. Belirli
hastalarda, Epo primer kemik iligi dizensizlikleri ve ikincil anemiye bagli
anemilerin tedavisinde de faydali olabilir (20). Epoetin alfa, cerrahi, AIDS,
kanser, kemoterapi, premattrite ve belirli kronik inflamatuar durumlarila

baglantil anemilerin tedavisinde de etkilidir (21).

Romatoid artrit gibi bazi kronik hastaliklarda gelisen anemilerde ve
kalca replasmani gibi elektif cerrahi girisimlerden &6nce uygulanmasi
yararlidir. Elektif cerrahi girisimden &6nceki 14 gin boyunca bdlinmus
dozlarda toplam 300 U/kg verilmesi kan transflzyon sayisini yaklagik %50
azaltir. Perioperatif olarak 6 gln énceden 3 giin sonraya kadar verilmesi de
bu bakimdan yararlidir. Kanin hemoglobin konsantrasyonunu ve oksijen
tasima kapasitesini arttirdigi igin sportif basariyr arttirir ve yasak olmasina
ragmen doping ilaci olarak kullanilabilir (3).

2.2.4. YAN ETKILER
Epo'nun en o6nemli yan etkisi hipertansiyon olusturmasidir.
Hipertansiyon olasiligi, hematokritteki artmaya paralel olarak ylUkseldiginden

tedavi sirasinda hematokritin %36’yl gegmemesi tavsiye edilir. Hipertansiyon,
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antihipertansif ila¢ tedavisine cevap verir (3). Diger yan etkileri arasinda, bas
agrisi tasikardi, 6dem, solunum darhgi, bulanti, kusma, diyare, grip benzeri
semptomlar (artralji ve miyalji) ve enjeksiyon bdélgesinde yanma sayilabilir
(21).

2.2.5. BEYINDE EPO VE EPO RESEPTOR SALINIMI

insan beynindeki Epo gen salinimi temporal korteks, hipokampus ve
amigdalada bulunmustur. Maymun beyninde, Epo salinimi, temporal, frontal
ve oksipital korteks, serebellum, hipotalamus, hipokampus ve nukleus
kaudatusda saptanmistir. Ayrica, Epo yetiskinlerde ve yeni dodanlarda beyin
omurilik sivisinda (BOS) saptanmistir. Hucresel dizeyde, astrositler ve
néronlar (23) in vitro ve in vivo gbsterildigi gibi beyindeki Epo’nun kaynagidir
(24).

Epo reseptérine baglanarak etkisini gdsterir. Bu ylzden, Epo’nun
biyolojik fonksiyonlari ortaya cikarabilmesi icin Epo reseptdrii SSS’de etki
gOsterecegdi bolgede salinmalidir. Epo reseptér mRNA ve proteininin salinimi,
findik faresi, sican, maymun ve insanlarda gésterilmistir. Ozellikle, kapiler
etrafindaki astrositik iglevin gugli bir sekilde reseptdr salinimi yaptig
gb6zikmektedir (24). Buna ek olarak, Epo reseptdér immunoreaktivitesi ayrica
endotel hlcreleri icinde yerlesmistir (25). Hlcre kiltiri modellerinde, néron
ve astrositlerde oldugu gibi (23) beyin-kaynakli endotel hicrelerinin dahil
oldugu cesitli endotel hicrelerinde salinimi dogrulanmistir. Epo reseptoru
insan mikroglial hdcre kdltlrlerinde ve sigcan oligodendrositlerinde
gosterilmigtir (24).

Epo reseptdrlu, noéronlar, endotel hucreleri, mikroglial hucreler ve
astrositlerin dahil oldugu beyin hucre tiplerinde yaygin olarak salinir. Tablo-3,
SSS’deki Epo ve Epo reseptdér saliniminin  hicresel bdlgelerini
gOstermektedir (24).
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Tablo-3: Santral sinir sisteminde Epo ve Epo reseptdr salinim bdélgeleri

Epo Epo Reseptorii

Kemirgenler insanlar Kemirgenler insanlar
Hiicre tipleri In vitro | Invivo | In vitro | In vivo | In vitro | In vivo | In vitro | In vivo
Néronlar + + - + + + + +
Astrositler + + + + + + + +
Mikroglial Hiicreler AE AE - AE AE AE - AE
Oligodendrositler + AE - AE + AE - AE
Endotel hicreleri - ? AE ? + + + +
+, salinim tespit edildi; -, salinim yok; AE, analiz edilmedi; ?, ispat edilmedi

2.2.6. EPO GEN SALINIMININ OKSIJEN-BAGIMLI DUZENLENMESI

Vicuttaki hipoksik uyum iglevlerinin birgcogu hipoksi-indiiklenebilir
faktérlerden (HIF) HIF-1 ve HIF-2 tarafindan gergeklesen transkripsiyonel
dizenlenme temeline dayanir. Oksijenle dizenlenen Epo salinimi HIF-1

tarafindan kontrol edilir.

Beyinde, HIF-1’in a alt birimi hipoksi sirasinda gtclt bir sekilde uyarilir,
ve uzun sltren HIF-1 dizeyleri ylksekligi, bu organda hipoksik maruziyet
sirasinda goérulen sirekli Epo artisindan sorumludur. Hipoksinin siddetine
bagli olarak, bobrekteki 200 kata kadar artigla karsilastirildiginda beyinde
Epo mRNA dizeyleri 3-20 kat arasinda artar. Bbylece, bdbrektekine gore
indUksiyon dizeyleri daha az olmasina ragmen beyindeki hipoksik Epo gen

aktivasyonu bobrektekine ¢ok benzer yolla ortaya ¢ikar.

Hucresel dizeyde, primer fare astrosit kiltGrinde hipoksik maruziyete
yanit olarak Epo salinnmi 100 kat artar ve Epo gen salinimi ayrica
ndronlardaki hipoksi tarafindan stimdle olur. Buna karsilik, Epo reseptdr gen
transkripsiyonu in vivo olarak sistemik hipoksi maruziyetinden direk olarak
etkilenmez, fakat in vitro kiltirde hipokampal néronlarda hipoksik maruziyete
karsi Epo reseptér gen mRNA’sinin sayisinda artig gosterilmistir (24).
Ustelik, anemik stres ve iskemik kosullarin her ikisi de in vivo Epo reseptér
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salinimini arttirmisir (23) ve bu stres durumlar sirasinda Epo’ya néronal

hicrelerin hassasiyetinin ylkselmesini kesinlestirmistir (26).

2.2.7. SANTRAL SiNiR SISTEMINDE EPO SALINIMININ FiZYOLOJIK
ROLU

Embriyonik beyinde Epo ve reseptérid bol miktarda salindigi gibi
Epo’nun beyin gelisiminde rol oynadigi ileri strllmektedir. Beyin kaynakh
Epo fonksiyonunu degerlendiren ilk calismalar Epo’nun trofik aktiviteye sahip
oldugunu ileri sirmektedir. Epo, primer fare septal néron kultirlerinde kolin
asetil transferaz aktivitesini artirir ve fimbria-fornix transeksiyonuna ugramis
yetiskin sicanlarda septal kolinerjik néronlarin rejenerasyonunu destekler.
Epo eklenmesinin, in vitro merkezi sinir sistemi prekirsoér hicrelerinin hayatta
kalabilmelerini ve dopaminerjik farklilagsmalarini arttirdidi goésterilmistir. Bu
sonuglar Epo’nun nérotrofik faktdr olarak néronlar Gzerinde etki gdsterdigini
ileri sirmektedir (24).

Epo, kalsiyum kanallari aktivasyonu ve noérotransmitter salinimi
aracihgiyla néronal fonksiyonu ve hayatta kalabilirligi stimUle edebilir. Beyin
kapiler endotel hicrelerinin Epo reseptér mBNA‘nin iki formunun salinimini
yaptigi gercegi beyin anjiogenezisine Epo’yu dahil eder. Aslinda, Epo beyin
kapiler endotel hicrelerinde doz-bagimli mitojenik aktivite gdsterir. Glial
hiicreler beyinde Epo icin ilave hedeflerdir. Ornegin, in vitro olarak Epo’nun
oligodendrositlerin ~ matlirasyon ve farklilasmasini ve  astrositlerin

proliferasyonunu uyardidi gosterilmigtir (24).

Bugline kadar elde edilebilen verilerden, Epo’nun birinci olarak direk
nérotrofik veya néron koruyucu faktér olarak etki gdéstererek ve ikinci olarak
anjiogenezi indikleyerek en azindan iki yolla etki edebilecedi sonucuna
varilabilir (27). Hipoksi veya iskeminin indUkledigi Epo, daha fazla alyuvar
transportunu saglayarak ve hipoksik dokuya tasinan oksijen miktarini
artirarak yeni damar buyidmesini stimlle edebilir. Bu yldzden, Epo, beynin

hipoksi ve iskeminin zararli etkilerine karsilik veren endojen defansif
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sisteminin bir parcasi olarak gézikmektedir. Beyindeki bu koruyucu sistemin
bir modeli Sekil-5’de gosterilmistir (24).

Hipoksi / iskemi Sitokinler / Biiyiime Faktorleri

HIF-1 ?

Glial Hiucreler Moronlar Endotel Hicreleri
Hayatta kalma, proliferasyon Narotrofik etkiler, Hayatta kalma, proliferasyon,
immun modiilasyon noron koruyucu etki anjiyogenezis

Sekil-5: Merkezi sinir sistemindeki hipoksinin uyardigi néronal koruma
mekanizmalari (24)

Doku hipoksisi ve serebral iskemi, Epo ve vaskuler endotelial blyime
faktérinin (VEGF) de aralarinda bulundugu cesitli oksijenle regile edilmis
faktorlerin gen transkripsiyonunu aktive eden HIF-1’i aktive eder. HIF-1,
blyime faktérleri veya sitokinler gibi hipoksiden-bagimsiz uyarilar tarafindan
da aktive edilebilir. Epo i¢in ana hedef (kalin okla gdsterilen) néronlardir.
VEGF esas olarak apoptozisi dnler, endotel hiicrelerinin proliferasyonunu
stimile eder ve yeni damar olusumunu saglar. Epo, endotel hiicre
proliferasyonuna daha az miktarda katkida bulunur ve VEGF de direk néron

koruyucu faktérdir (ince oklarla gésterilen). Ek olarak, hem Epo hem de
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VEGF nérotrofik 6zelliklere sahiptir. Epo ve VEGF igin reseptérlerin mikroglial
hicreler ve astrositlerde salinmasi nedeniyle, glial hicreler her iki faktor igin
de hedef olabilir, ancak bu hicreler Gzerindeki etkileri agik degildir (kesik

Oklarla gésterilen) (24).

2.2.8. MERKEZi SiNIiR SISTEMINDE EPO ETKISININ MOLEKULER
MEKANIZMALARI

Epo, reseptdrine baglandiginda, reseptdriin dimerizasyonuna, Janus-
tirosinkinaz-2 (JAK-2)’nin otofosforilasyonuna ve reseptdér aktivasyonuna
neden olur. JAK-2 aktivasyonu, Ras-mitojen tarafindan aktive edilen protein
kinaz (MAPK), fosfatidilinositol-3-kinaz ve transkripsiyon faktéri sinyal
transdisoérleri ve transkripsiyon 5 aktivatérleri (STAT-5) dahil olmak Uzere
birkac asagdl yonde sinyal yolaginin fosforilasyonuna neden olur. Bu yolagi
kullanarak Epo, kortikal néronlar eksitotoksik ve NO tarafindan baslatilan
apoptozisden korur. MAPK ve STAT-5, bcl-xL'yi arttinr. STAT-5 ve NF-kB
nukleusa transloke olup DNA’ya baglanir ve anti-apoptotik genlerin
expresyonunu uyarir. Akt-1 aktivasyonu, néronal hayatta kalmaya,
mitokondriyel membran potansiyelini stabilize ederek ve sitokrom c’nin
salgisini dnleyerek katkida bulunabilir. Epo, primer hipokampal hicrelerde
biyolojik olarak aktif beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF) Uretimini indUkler
ve Ozgun reseptdri TrkB’nin uzun sdreli aktivasyonuna neden olur. Sinir
hiicrelerinde  BDNF retimi, L tipi voltaj bagmli Ca* kanallarinin
aktivasyonuyla ve Ca?* hassas transkripsiyon faktériiniin alinmasiyla
indtklenir. Hicre ici Ca2+ artisi, Epo tarafindan sinir hiicrelerinde tetiklenen
erken olaylardan birisidir ve néron koruyucu etkileri i¢in kritik bir adimi temsil
eder (Sekil-6) (28).

Epo bcl-2 ve bcl-xL gibi anti-apoptotik genlerin salinimini strdtrdtgu
eritroid prekirsér hicrelerde oldugu gibi anti-apoptotik  genlerin
aktivasyonuyla veya kaspazlarin stpresyonuyla néronlardaki hiicre 6limana
baskilayabilir. Gergekten, apoptozis-inhibitér gen Uyelerinden X/AP ve c-
IAPZ nin artmis gen salinimi, Epo ile pre-inkibasyonu takiben

serebrokortikal hiicrelerde gdsterilmistir (29).
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Gen ekspresyonu / Ndron koruyucu genler

{P) = Fosforilasyon

Sekil-6: Epo reseptoriyle aktive edilen hlcre ici sinyal transdiksiyon
yolaklar (28, 30). JAK-2: Janus-tyrosine-kinase-2; PI3K: phosphatidylinositol-
3-kinase; MAPK: Ras-mitogen-activated protein-kinase; STAT-5: signal
transducers and activators of transcription 5; NF-kB: nuclear factor kappa B;
IkB: inhibitor of transcription factor NF-kB; Akt-1: protein kinase B; CREB:
Ca2+/cAMP-response element-binding protein; BDNF: brain-derived
neurotrophic factor; L-VCCs: L-voltage calcium channels.

2.2.9. EPO’NUN NORON KORUYUCU ETKILERI

Eritroid 6ncdl hlcrelerin ana dizenleyicisi olan Epo, néronal hayatta
kalmayr 6nemli derecede arttirir. Cok cesitli deneysel calismalar hem
Epo’nun hem de reseptorinin fonksiyonel olarak sinir sisteminde ortaya
¢iktigini ve hem in vitro olarak g¢esitli nérotoksikanlara karsi hem de sinir
sistemi bozukluklari olugturulan hayvan modellerinde dikkate deger bir néron

koruyucu etki sagladigi gdsterilmistir (28).
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Serebral iskemi esnasinda Epo ve reseptérinin artisi, Epo/Epo
reseptdr sistemini iskemik hastaliklarin patofizyolojisine dahil eder (23).
Global iskemi modelinde gelinciklere Epo’nun intraserebroventrikiler (i.c.v.)
inflzyonu, iskeminin neden oldugu 06grenme bozuklugunu O&nler ve
hipokampal CA1 néronlarini élumcal iskemik hasardan korur (31). Epo’nun
i.c.v. enjeksiyonu, orta serebral arterin kalici oklizyonu uygulanmis findik
fareleri ve sicanlarda fokal serebral iskemi modellerinde néronal dokunun
belirgin sekilde korunmasini saglamistir (23, 26).

Epo’nun, iskemi sirasinda ndéron koruyucu etkisinin olmasi, kolinerjik
néronlarin hayatta kalabilirligini ve dopamin salinimini etkilemesi gergegi,
Parkinson hastaliginda yararl etkileri olabilecegi hipotezini ortaya ¢ikarmistir.
Deneysel bir fare Parkinsonizm modelinde, findik faresine i.p. 1—-methyl-4—
phenyl—1,2,3,6—tetrahydropyridine  enjeksiyonlari  uygulanmasi, selekiif
dopaminerjik néronal hicre 6limine yol acar. Findik fareleri ayni anda,
beyine direk bilateral Epo veya serum fizyolojik enjeksiyonu ile tedavi
edilirler. Kontrol hayvanlari ile kargilastirildiginda Epo ile tedavi edilen findik
fareleri, I6komotor aktivitede anlamli diizelme gésterirler. Ustelik, 1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine’nin neden oldugu dopaminerjik néron kaybi

Epo tarafindan énlenir (32).

Pentilentetrazol ile nébet olusturulan sigan beyinlerinde tipik bir kan-
beyin bariyeri (KBB) bozulmasi gbzlenirken nébet éncesi Epo dntedavisinin
kan beyin kacagini serebellum ve Kkortikal alanlarda sinirlandirdigr ve
Pentineltetrazol nébetlerinde gbzlenen tonik-klonik nébetlerinin yogunlugunu
azalttigi gézlenmistir (33).

Bir epilepsi modelinde, findik farelerinde glutamat analogu kainik asit
uygulanmasi ile nébetler uyarilir. Kainat uygulanmasindan énce, 24 saat
boyunca Epo ile 6n tedavi uygulamasi, kontrollerle karsilastinildiginda status
epilepticus baslangicini énemli bir sekilde geciktirir ve mortalite oranini
azaltir. Buna karsin, kainat maruziyetinden 30 dakika énce Epo uygulanmasi

nébetlerden koruma saglamaz. Ayni grup ayrica sistemik Epo
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uygulanmasindan sonra deneysel otoimmun ensefalomiyelitin  klinik
siddetinde azalma gésterir (25). Epo’nun, proinflamatuar sitokinlerden TNF
ve interlokin-6’daki artigi geciktirerek deneysel otoimmun ensefalomiyelitte
SSS lzerindeki antiinflamatuar etkisi gésterilmistir. Multiple skleroz igin
deneysel otoimmun ensefalomiyelit uygun bir hayvan modeli olarak
degerlendirildigi icin, Epo, SSS’nin bu inflamatuar patolojisinde koruyucu
faktor olarak etki gdsterebilir. Ayrica, Epo ile tedavinin beyin hasari icin de
etkili oldugu ortaya cikmistir. Sistemik Epo uygulamasina, midahaleden 24
saat 6nce 6nsagaltim olarak veya en fazla 6 saat sonra baslandiginda ve 4
gin devam edildiginde, bir kint beyin travmasi modelinde inflamatuar
infiltratta belirgin azalmayla baglantili belirgin bir koruma ortaya koymustur
(24).

2.2.10. SANTRAL SiNiR SISTEMINDE EPO’NUN KLiNiK ETKISi

insanlarda sadece i.v. veya s.c. ila¢ uygulanmasi mimkin oldugu icin,
sistemik uygulanan Epo’nun SSS hastaliklar tedavisinde yararli olabilmesi
icin KBB'’yi gecmesi gerekir. Buna ragmen, cesitli galismalardan elde edilen
sonuglar, endojen bébrek-kaynakl Epo’nun yalnizca KBB’nin bozulmasindan

sonra beyine gecebildigini gdstermektedir.

immunohistokimyasal calismalar Epo reseptorlerinin, beyin kapilerleri
etrafinda 06zellikle astrositlerde ve kapiler endotel hucrelerinin luminal
tarafinda yUksek yogunlukta bulundugunu gdstermistir. Bu nedenle,
dolagsimdaki Epo’nun bu reseptdrlere baglanabilecedi ve transitoz ile
KBB’den gecerek tasinabilecedi ileri strlimuUstir. Aslinda, yiksek dozda Epo
sistemik olarak verildiginde, BOS’ta goérinir ancak transfer olan miktar
uygulanan dozun %1’inden daha azdir (25). Bu sonuglar, sistemik uygulanan
Epo’nun SSS’ye ulasabilecegini, zaman ve doz bagimli bicimde BOS'’ta
birikebilecegdini gdsterir ve beyin rahatsizliklari olan hastalara kolay i.v. Epo
verilmesi olasiligini ortaya cikarir. Bu yaklagsim daha fazla umut verici olabilir
cUnkU serebral iskemi gibi bircok beyin rahatsizigi KBB’de bir agilmayla
iligkilidir ve bdylece i.v. verilen ilaglar SSS’ye daha iyi gecebilir. Buna

ragmen, i.v. uygulanan Epo’nun KBB’den beyine sinirli gegisini ve bdylece
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SSS’de Epo’nun koruyucu diizeyini elde etmek igin gerekli yliksek doz Epo
ihtiyacini ortadan kaldirmak amaciyla alternatif terapétik stratejiler g6z
6ndnde tutulmalidir (24). Asialoeritropoietin total enzimatik desialylation ile
olusturulur ve higbir eritropoietik aktivite olmamasini saglayan ¢ok kisa bir
plazma yarilanma &mrine sahiptir. Bununla birlikte, asialoeritropoietin,
KBB'yi gecebilir ve SSS’de tam néroprotektif etki gosterir (34).

SSS hastaliklar i¢in temel hedef néral fonksiyonu korumaktir. Klinik
olarak oldukga iyi calisilmis ve tolere edilmis bir bilesik olarak Epo’nun inme
hastalarinda kullanimi 6zendiricidir. Toplam 53 inme hastasinda i.v. yiksek
doz Epo iyi tolere edilmistir ve bir ayda herhangi bir yikselmis hematokrit
dlzeyi isareti olmaksizin Klinik sonuglardaki iyilesme ile iligkilidir (35).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. HAYVANLAR

Calismada, 4-5 aylik, agirliklari 250-300 g arasinda degisen, erkek,
Wistar albino 50 sigan kullanildi. Siganlar kafeslere (20X30X40 cm)
yerlestirildi. Galisma slresince hayvanlar standart oda isisinda (2212 °C),
%50+5 nem ortaminda ve 12 saat aydinhk-karanhk déngUsi bulunan bir
ortamda takip edildi. Calisma Pamukkale Universitesi Deneysel Arastirma
Birimi'nde gercgeklestirildi. Calismanin davranigssal bdélimid  Pamukkale
Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakolojj AD Davranigsal Farmakoloji
Laboratuar’nda, biyokimyasal Oélcimler  Biyokimya AD  Merkez
Laboratuar’'nda ve hlcre sayimi Anatomi AD’da gerceklestirilmigtir.
Calismaya baslamadan 6nce Pamukkale Universitesi Tibbi Etik Kurul
Baskanligi’'ndan 06.10.2004 tarihli ve 2004/ 57 sayili yazi ile “Tibbi Etik Kurul
izni” alinmis olup tim calisma siresince deney hayvanlari calisma etigine

uyulmustur.

3.2. CALISMA GRUPLARI

Siganlar 4 gruba ayrildi; sham grubu, kontrol 4-VO grubu, Epo-1 grubu
ve Epo-6 grubu:

1. Sham grubu (n=11): Sadece vertebral arterler koterize edildi, ana
karotis arterler klamplenmed..

2. Kontrol 4-VO grubu (n=10): 4-VO modelinde vertebral damarlarin
kalici koterizasyonu ile birlikte ana karotis arterlerin bilateral olarak 10 dakika
sure ile 60 dakika araliklarla iki kez klamplenmesiyle iskemi reperflizyon
hasari uygulandi. iskemi-reperfiizyondan 1 saat ve 6 saat sonra i.p. serum
fizyolojik (% 0.9 NaCl) verildi.

3. Epo-1  grubu (n=10): 4-VO uygulanan siganlara iskemi
reperflizyondan 1 saat sonra Epo (Eprex) 20U/kg i.p. verildi (19).

4. Epo-6 grubu (n=11): 4-VO wuygulanan siganlara iskemi
reperflizyondan 6 saat sonra Epo (Eprex) 20U/kg i.p. verildi.
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3.3. DENEY USULU
1. Sekiz kollu labirent testi uygulamasi
2. 4-VO modeli

3. Post operatif degerlendirme bélimu

3.3.1. SEKIiZ KOLLU LABIRENT TESTi UYGULAMASI

3.3.1.1. DUZENEK

Test igin kullanilan diizenek daha 6nce belirtiimis sekilde yapilmigtir (1).
Sekiz kollu labirent (Sekil-7), 24 cm c¢apinda bir sekizgen tablanin tim
kenarlarina eklenmis olan sekiz adet kola sahiptir. Her kolun genisgligi 10 cm,
uzunlugu 50 cm’dir. TUm kollar ve merkezdeki sekizgen tablanin zemini yari
mat orta kayganlkta siyah renkli suntalam malzemeden yapilmistir. TUm
kollarin etrafi, 50 cm yUksekliginde saydam-plastik ile ¢evrilmistir. 1m
¢capinda sekizgen bir tabla Uzerine yerlestirilerek yerden 50 cm yUkseltilmigtir.
Her kola sirayla 1-8 arasi numara verilmistir. Her kolun sonuna, 3 cm

capinda 1 cm yilksekliginde siyah renkli yem kaplari konulmustur.

Sekil-7: Deneyde kullanilan 8 kollu labirent test dizeneginin test aninda

Ustten gérinimu

Testin yapildigl odaya, sicanlarin goérebilecedi sekilde, test diizeneginin
kenarlarindan 50 cm uzaga, gorsel cisimler yerlestirilmigtir. Bu amagla 20x30
cm boyunda 2 adet resim duvara monte edilmis ve blyuk bir tabure, bir dolap
ve koyu renkli blylk bir paravan dizeneg@in yakinina yerlestirilmistir.
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Aydinlatma olarak 4 adet 50 cm boyundaki floresan 1sik dlizenegin 2 m
yukarisindan kullaniimistir. Tom galismalar boyunca bu g¢evre dizeni ve
aydinlatma hi¢ degistirilmemistir. Deneylere baslamadan énce, her kolun ug

kismindaki yem kaplarina 50-60 mg tek parca kahverengi seker birakilmistir.

3.3.1.2. USUL

Kisith beslenme

Sekiz kollu labirent calismasi siresince sicanlara kisitl yem us(li
uygulanmigtir. Bu uslle gbére énce her sigcanin gunlik tlkettigi yem miktari
hesaplanmistir. Bu miktar %10-15 azaltilarak, siganlarin gunlik tarti takipleri
de yapllarak, test siresince sigcanlarin %10-15 dlzeyinde agirlik kaybetmesi
saglanmistir. Bu uygulama etik kurallarda belirtilen %20 yem kisitlamasi

sinirinin altindadir. Deney boyunca su kisitlamasi yapilmamistir.

3.3.1.3. SEKiZ KOLLU LABIRENT TESTININ BASARI
DEGERLENDIRMESI

Deneydeki kullanilan tim siganlara 8 kollu labirent testi 3 b6lum olarak
uygulandi:

a) On alistirma bélimi (3giin)

b) Ogrenme bdlimi (14 giin)

c) Post operatif degerlendirme bélumU (Post operatif 7.gan)

a) On alistirma boliimii:

Bu bélimin amaci temel olarak deney hayvanlarinin dizenege ve
cevreye alismasini saglamaktir. Bu amagla 3 giin boyunca her gin, giinde 3
defa birer saat arayla, sicanlar 5’li gruplar halinde diuzenege birakildilar, bu
islemin her birine bir tur denildi. 3 glnlik én alistirma bélimu bitiminde 1 gin

ara verilerek 6grenme bolumune gegildi.

b) Ogrenme boliimii:
Bu bdélimin amaci siganlarin testi égrenmesidir. Bu amagla 6n
alistirmadan bir gin sonra, 14 gin boyunca her sigana 6grenme ve ilag

verilisindeki 8 kollu labirent calismalarinda tek tek olarak, hergin giinde 3 tur
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olarak birer saat arayla 8 kollu labirent testi uygulandi. Sicanlar sekizgen
tablanin merkezine konuldu, ve bir dakika sonra sekizgen ile kollar arasindaki
kap! kaldirildi. Test turu tim kollara girildikten sonra veya 10 dakika gegctikten
sonra sonlandirildi. 14. gin sigcanlarin se¢imi yapildi, herhangi bir turda hig
yanlislik yapmayan veya yalniz bir yanhslik yapan si¢canlar 6grenmis olarak
deneye segcildi. Ardisik komsu kollara (45°) giren si¢anlar deneye alinmadi.
Secim gUnd verileri operasyon sonrasi verileri ile karsilastirilarak
degerlendirme yapildi. Secim sonrasi bir gin ara verilerek deneysel beyin
iskemisi modeli, daha dnce yapilmis ¢alismalarda (36) tanimlandidi sekilde
uygulandi.

c) Basari degerlendirmesi

Bu calismada iki parametre 8 kollu labirent testinde bagar 6l¢itl olarak
kullanildi: 1) Dogru secim (DS) sayisi (Kollara ilk giris -daha 6nceden
girilmemis kola giris -ve yemi tiketilmis kola girmemek), ve 2) yanlis segim
(YS) sayisi (herhangi bir kola ikinci ve daha sonraki tekrar girigleri, yemi
bitmis kollara giris veya ardisik komsu kollara girisleri). DS’ler referans bellegi
yansitir (Kollarin duzeni ve yemlerin dagilimi deney boyunca bellekte
tutulumu). YS’ler ise caligsan bellegi yansitir (deneyin bir oturumu igindeki
ardigik secgimler sirasinda igi gétirme dikkatinin bozulmasidir).

3.3.2. DORT- DAMAR OKLUZYON (4-VO) MODELI

Tdm hayvanlara halotan anestezisi uygulandi. Oncelikle %4 lik Halotan
(Fluothane ,Astra Zeneca ilag San. Ve Tic. Ltd. Sti. istanbul) inhalasyonu ile
indiksiyon yapildi. Operasyon sirasinda sirdirme dozu olarak % 2 oraninda

Halotan kullanildi.

Hayvanlar stereotaksiye (Stoelting, USA) yerlestirildi (Sekil-8). Kafasi
hiperfleksiyona getirilerek atlanto-aksiyal eklemin agilmasi saglandi. Arka
boyun kaslari orta gizgiden ayrilarak, ilk servikal vertebranin sag ve sol alar
foraminasi ortaya cikarildi. Siganin vertebral arterleri vertebral kanal boyunca
devam eder ve posterior fossa'ya girmeden 6nce alar foramen’in altindan
gecer (Sekil-9) (37).
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Sekil-8: Sicanin stereotaksiye yerlestirilmis hali
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Sekil-9: Sican kafatasinin ve birinci ve ikinci servikal vertebranin dorsal
g6rinima. a: birinci servikal vertebranin alar foraminasi, v: alar foraminanin
altindan ve vertebral kanal boyunca rostral olarak gecen vertebral arterler
(37). Koterize edilen noktalar: A- alar foramina, B- transvers kanal alti.
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Foramina alar igi (Sekil 9, A) ve alar alti (Sekil 9, B) bipolar koagulatér
(FST 18000-00, Fine Science Tools, Japan ) ile koterize edilerek vertebral

arterlere kalici olarak oklizyon yapildi (Sekil-10).

Hayvanlar sirtisti yatirildi. Basa ekstansiyon pozisyonu verilerek,
operasyon tahtasi Uzerine sabitlendi. Sternumun hemen Ustiinden karotis
boyunca yaklasik 2 cm’lik kesi yapildi. Penset yardimiyla submandibular
tikrik bezleri etraf dokulardan ayrildi, 6n boyun kaslari yanlara dogru
ayrilarak trakeaya ulasildi. Trakeanin her iki tarafinda karotis-nervus vagus
damar sinir paketi goérildikten sonra penset ve damar ayiraci yardimiyla
nervus vagus, ana karotis arterden izole edildi. Damarin altindan 1 mm
kalnhkta pamuk iplik gecirilip, 1 cm ¢apl genis bir dugim atilarak damar
askiya alindi (Sekil-11).

Tam sicanlara operasyon sonrasi sivi kaybini yerine koymak amaciyla
3 cc serum fizyolojik s.c. verildi. Sicanlar anesteziden c¢ikarildi ve isi
battaniyesi ve 1sik kullanilarak 37°C’de uyanmaya birakildi. Hayvanlar
kafeslerine yerlestirilerek su ve yem verildi. Yirmiddrt saat beklendi. Daha
sonra, tekrarlanmis 4-VO iskemisi modeli uygulandi. Bu modelde kontrol 4-
VO grubunda ana karotis arterlerin (anestezi kullanmaksizin) 100 g hk arter
klampleri kullanilarak bilateral olarak 10 dakika sure ile 60 dakika araliklarla
iki kez klamplenmesiyle iskemi reperfiizyon hasari uygulandi. 10’ar dakikalik
iskemi olusturulduktan sonra 6nce kapatilan arterden baslayarak, klampler
acildi. Her damardan kan akigi izlendi. Operasyondan sonra tim hayvanlar
kafeslerine konuldu. Yalniz yan tarafa yatip dizeltme refleksini kaybeden
siganlar 4-VO iskemili olarak kabul edildi ve deneye alindi. Sham grubunda
siganlar klampleme hari¢ ayni igslemlere tabii tutuldu.
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Sekil-11: Ana karotis arterin askiya alinmis hali
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3.3.3. POSTOPERATIF DEGERLENDIRME

Deneysel beyin iskemisi operasyonu sonrasi 7. giin 8 kollu labirent testi,
hayvanlarin belledini dederlendirmek amaciyla tim hayvanlara tek tur olarak
uygulandi.

3.4. DOKU ORNEKLERININ ALINMASI

Operasyon sonrasi yedinci gin tim sigcanlara 8 kollu labirent testi
uygulandiktan sonra derin eter anestezisi uygulandi. Anestezi altindaki bu
siganlara servikal dislokasyon yapildi. Dekapitasyon sonrasi beyinleri agiga
cikarildi. Histolopatolojik incelemeye alinacak beyinler %10 tamponlanmig
nétral formalin solisyonuna konuldu, biyokimyasal 6lcim yapilacak beyinler
bir lam Uzerine konularak hemen -20 °C de donmaya birakildi.

3.5. BIYOKIMYASAL iINCELEME

Dondurulmus beyinlerin biyokimyasal 6lcim &ncesi hipokampuslari
aynldi (Sekil-12). Beyinde Bregma noktasinin 2 mm arkasindan baglayarak
bir bistlri ile koronal kesi vyapildi. Hipokampus goéruldikien sonra
hipokampusu kaplayan korteks kaldirildi. Hipokampusun tamami géraldikten
sonra penset yardimiyla beyinden ayrildi.

3.5.1. HIPOKAMPAL MALONDIALDEHID (MDA) DUZEYi OLCUMU

Lipid peroksidasyon urini olarak MDA dlzeyi, asidik ortamda
thiobarbitlrik asitle olusturdugu rengin 532 nm’de absorbansinin élctimesi
prensibine dayanan ydntem uygulanarak o6lcildd (38). Yarim ml érnek
Uzerine %8.1 sodyum dodesil silfat 0.2 ml, pH’si 3.5 olan %20 asetik asit 1.5
ml ve %0.8 thiobarbitlrik asit sollisyonu 1.5 ml eklenerek 95 °C’de 60 dakika
isitildi. Sogutulduktan sonra 4000 rpm'de 10 dakika santrif(j edildi. Ust
tabakanin absorbansi 532 nm’de 6&lglldd. Standart olarak 1,1,3,3-
tetraetoksipropan kullanilarak c¢izilen kalibrasyon grafiginde numunedeki
MDA miktari hesaplandi ve nmol/g doku olarak ifade edildi.
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Sekil-12: Hipokampus gérinimu

3.6. HISTOPATOLOJIK INCELEME

%10’luk tamponlanmis nétral formalin sollisyonuna konulan beyinler
yirmiddrt saat fikse edildi. Rutin doku takibi sonrasi parafin bloklara koyuldu.
Hipokampus bdlgesinden 10 pm kalinhdinda kesitler alindi. Preparatlar
hematoksilen-eosin ile boyandi.

3.6.1. HEMATOKSILEN-EOZIN iLE BOYAMA YONTEMI

Bloklardan 10 pum’lik kesitler alinip 1lik su havuzuna birakildi. Lamlarla
dokular toplanip zembillere yerlestirildi. Etivde 1 saat 60 °C’de birakildi.
Ksilende 3 seri halinde 20’ser dakika olmak Uzere toplam 1 saat tutuldu.
Sirasiyla %100, %96, %70, %50’lik azalan etil alkol serilerinden 2’ser dakika
tutularak gecirildi. Alkolden ¢ikan preparatlar:

a) Hematoksilende (¢ dakika bekletildi

b) Asit-alkole daldirilip ¢ikartildi

c) Amonyak solusyonuna daldirihp ¢ikartildi

d) Eozinde 3-5 saniye tutuldu.
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Her bir islem sonunda preparatlar akar suda yikandi. Sirasiyla %50,
%70, %96, %100°10k artan etil alkol serilerinde 2’ser dakika tutuldu. Havada
kurutulduktan sonra 30 dakika ksilende bekletildi. Kesitler entellan

kullanilarak lamel ile kapatildi.

3.6.2. HUCRE SAYIMI

Her sigan igin hipokampusun tipik C harfi gérGnimint iceren 10 pym
kalinligindaki ortalama 4-5 kesitinde, iskemiye hassas boélge olan CA1 ve
CAS3 bodlgesinden rastgele toplam 10 mikroskop alani, x100 bulylitmede
g6rintilendi. Goérinti mikroskop kamerasi araciligi ile ekrana yansitildi.
Ekran Uzerine saydam kondu ve Uzerine kenarlari 50 ym olan kare
isaretlendi. Kare igine disen hicreler sayildi. Karenin Ust ve sag kenarlarina
rastlayan htcreler sayima dahil edilirken, alt ve sol kenarina rastlayanlar
sayim digi birakildi (Sekil-13a, 13b, 13c).

3.7. KULLANILAN iLACLAR VE KiMYASAL MADDELER

Halotan: Fluothane ® sise 50 mit volatil sivi (Astra Zeneca ilag San. Ve
Tic. Ltd. Sti. istanbul)

Eritropoietin: Eprex ® flakon 1 ml 40001U/ml (Cilag)

Polivinilpirolidon Iyot Kopleks (Batticon, Adeka ilag ve Kimyasal Uriinler,

Samsun)
Acetic Acid 100%, puriss (glacial) 251 Riedel-de Haen
2-Thiobarbituric Acid 50 ¢ Fluka
Sodium dodecyl sulfate 50 g Fluka
Potassium chloride 1 kg Riedel-de Haen

Ammonium hydroxide solution 26% NHs, puriss 2.51 Riedel-de Haen

Ethanol absolut puriss 2.51 Riedel-de Haen
Xylenes puriss 251 Riedel-de Haen
Hematoxylin 100 g Carlo Erba
EosinY 100 g Carlo Erba
Ammonium aluminium sulphate dodecahydrate 1 kg Fluka
Merkury(Il) oxide 100 g Merck
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3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sicanlarin 8 kollu labirent testi basarisi agisindan tiim gruplar arasi
karsilastirmasinda cift yonlli varyans analizi (Analysis of variance “two way
ANOVA”) kullanildi. Ayni grubun grup i¢i iskemi &ncesi ve sonrasi
karsilastirmalari ve CA1 ve CA3 bdlgeleri hlicre sayilari agisindan gruplar
aras! karsilastirmalar t testi kullanilarak yapildi. iskemi éncesi ve sonrasi
verilerin gruplar arasi ikiserli karsilastirilmasi ve MDA duzeylerinin gruplar
aras! karsilastirimasi tek yénli ANOVA analizi ile degerlendirildi. Post hoc

analizi Tukey testi ile yapildi. p<0.05 degeri anlamh olarak kabul edildi.
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Sekil-13a: Tekrarlanmis dért-damar okllzyon iskemisinin (B: Kontrol),
Epo’'nun 1 saat sonra (C) ve 6 saat sonra (D) verilmesinin hipokampusun
CA1, CA3 bdlgesindeki hiicre sayisi Uzerine etkileri (A: Sham). Blyitme: x4;
Kalibrasyon gubugu= 50 um. Kesitler Hematoksilen-Eosin ile boyanmistir.
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Sekil-13b:  Tekrarlanmis dort-damar oklizyon iskemisinin (B: Kontrol),
Epo’nun 1 saat sonra (C) ve 6 saat sonra (D) verilmesinin hipokampusun
CA1 bolgesindeki hiicre sayisi Uzerine etkileri (A: Sham). Blyitme: x10;
Kalibrasyon gubugu= 50 um. Kesitler Hematoksilen-Eosin ile boyanmistir.
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Sekil-13c:  Tekrarlanmig dért-damar oklizyon iskemisinin (B: Kontrol),
Epo’'nun 1 saat sonra (C) ve 6 saat sonra (D) verilmesinin hipokampusun
CA3 bolgesindeki hiicre sayisi Uzerine etkileri (A: Sham). Blyitme: x10;
Kalibrasyon gubugu= 50 um. Kesitler Hematoksilen-Eosin ile boyanmistir.



4. BULGULAR

4.1. ISKEMi, EPO-1 VE EPO-6’NIN 8 KOLLU LABIRENT TESTI
BASARISI UZERINE ETKILERI

4.1.1. DOGRU SECIM SAYILARI

iskemi 6ncesi sham, kontrol, Epo-1 ve Epo-6 gruplarin 8 kollu labirent
testindeki DS sayisi sirasiyla 7.50+0.20, 7.57+0.22, 7.57+£0.22 ve 7.43%0.22
olarak kaydedildi (Tablo-4). iskemi dncesi DS sayilari agisindan ikiserli olarak

karsilastinldiginda anlamli bir fark gérulmedi (Sekil-14).

iskemiden yedi gin sonra gruplar arasi DS sayisinda onemli fark
bulundu (F357=10.68; p<0.0001). iskemi sonrasi DS sayilar ikiserli olarak
karsilastirildiginda, sham grubunda 7.75%£0.17 olan DS degerinin kontrol
4-VO grubunda 4.43+0.57’ye dlserek anlamli derecede azaldidi bulundu
(F1,14=40.52; p<0.0001). Bu azalmayir Epo-1 anlamli olarak (F113=26.09;
p<0.0001) 7.29+0.20 dizeyine c¢ikardi. Ayrica, Epo-6 da anlamli olarak
(F1,13=7.59; p<0.02) DS’yi dlizelterek 6.57+0.62 diizeyine cikardi. Sham -
Epo-1, sham — Epo-6 ve Epo-1 - Epo-6 gruplarinin iskemi sonrasi DS sayilar

karsilastirildiginda aralarinda anlaml bir fark bulunmadi.

iskemi 6ncesi ve sonrasi DS verilerin degerlendiriimesinde sham
grubunda anlamh bir fark bulunmazken kontrol 4-VO grubunda anlamli
(p<0.002) diislis kaydedildi (Sekil-14). iskemi sonrasi Epo-1 ve Epo-6
gruplarindaki DS artisi bu iki gruptaki iskemi sonrasi DS’yi iskemi 6ncesiden

farksiz kilmaktadir.
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Sekil-14: Sekiz kollu labirent testinde dért-damar okliizyon iskemisinin neden

oldugu dogru sec¢im sayilari Gzerine Epo’nun 1 saat (Epo-1) ve 6 saat

(Epo-6) sonra verilmesinin etkileri. istatistiksel degerlendirme: grup ici (t-test):
*p<0.002; gruplar arasi (Tek yonli ANOVA): a: p<0.0001 (kontrol - sham),

b:p<0.0001 (Epo-1 - kontrol), c: p<0.02 (Epo-6 - kontrol).

Tablo-4: Sekiz kollu labirent testinde dért-damar okllizyon iskemisinin neden

oldugu dogru secim sayilari Gzerine Epo’nun 1 saat (Epo-1) ve 6 saat

(Epo-6) sonra verilmesinin etkileri
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ANOVA):

- kontrol), c¢: p<0.02
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a: p<0.0001

(Epo-6 - kontrol).

41



4.1.2. YANLIS SECIM SAYILARI

iskemi dncesi sham, kontrol, Epo-1 ve Epo-6 gruplarin 8 kollu labirent
testindeki YS sayilari sirasiyla 0.50+0.20, 0.431+0.22, 0.43+0.22 ve
0.57+0.22 olarak kaydedildi (Tablo-5). iskemi dncesi YS sayilari agisindan,
ikiserli olarak karsilastirildiginda, anlamli bir fark gértlmedi (Sekil-15 ).

iskemiden yedi giin sonra gruplar arasi YS sayisinda énemli fark
bulundu (F357=4.22; p<0.01). iskemi sonrasi YS sayilar ikiserli olarak
karsilastirildiginda, sham grubunda 0.25+0.17 olan YS degeri kontrol 4-VO
grubunda anlamli olarak (p<0.001) 1.71+0.31’e yukseldi (Sekil-15).

Kontrol 4-VO grubundaki YS artisini Epo-1 ve Epo-6 anlamli olarak
(F1,13=8.65; p<0.01) 0.71+0.20’ye indirdi  (Sekil-15, Tablo-5). Sham - Epo-1,
sham — Epo-6 ve Epo-1 - Epo-6 gruplarinin iskemi sonrasi YS sayilari
karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark bulunmadi.

iskemi 6ncesi ve iskemi sonrasi YS sayilar farkliigina goére gruplar
aras! anlamli fark saptandi (Fss7=5.21; p<0.003). Sham grubunda iskemi
dncesi ve sonrasi arasinda bir fark bulunmazken, iskemi grubundaki artis
iskemi dncesine gére anlaml olarak farkliydi (p<0.01) (Sekil-15). Ote yandan
Epo-1 ve Epo-6 gruplarinda iskemi éncesi ve sonrasi arasinda anlamli fark
bulunmadi.
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Sekil-15: Sekiz kollu labirent testinde, dért-damar okllizyon iskemisinin neden
oldugu yanhs secim sayilari Uzerine Epo’nun 1 saat (Epo-1) ve 6 saat
(Epo-6) sonra verilmesinin etkileri. istatistiksel degerlendirme: grup ici (t-test):
*:p<0.01; gruplar arasi (Tek yonli ANOVA): a: p<0.001 (kontrol - sham), b:
p<0.01 (Epo - kontrol).

Tablo-5: Sekiz kollu labirent testinde, dért-damar okllizyon iskemisinin neden
oldugu yanlis secim sayilar Uzerine Epo’nun 1 saat (Epo-1) ve 6 saat
(Epo-6) sonra verilmesinin etkileri

Gruplar iskemi éncesi iskemi sonrasi
Sham 0.510.20 0.25+0.17
Kontrol 4-VO 0.43+0.22 1.71+0.31°2
Epo-1 0.43+0.22 0.71+0.20°
Epo-6 0.57+0.22 0.71+0.20°

Veriler ortalama + Standart hata olarak verilmistir. istatistiksel degerlendirme (tek yonli
ANOVA): a: p<0.001 (kontrol - sham), b: p<0.01 (Epo - kontrol)
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4.2. ISKEMi, EPO-1 VE EPO-6’NIN HIiPOKAMPAL MDA DUZEYi
UZERINE ETKILERI

Bu calismada sham grubunda MDA dlzeyi 31.77+2.05 nmol/g doku
olarak kaydedildi. Kontrol grubunda 4-VO iskemisi MDA’y1 anlamh olarak
(F1.14=70.25; p<0.0001) 56.70+2.49 nmol/g doku diizeyine arttirdi. iskemi
grubundaki MDA dizeyi artigini Epo-1 anlamli olarak (F1,13=39.46; p<0.0001)
MDA'y1 35.94+2.55 nmol/g doku diizeyine azaltti. Ote yandan, Epo-6 da
MDA’y anlamh derecede (F1,13=8.36; p<0.01) 47.18+2.54 nmol/g dizeyine
disurdi, fakat Epo-1’in MDA dilzeyini azaltici etkisinin Epo-6’ya gére daha
belirgin oldugu anlagiimistir (F113=11.37; p<0.006) (Sekil-16, Tablo-6).
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Sekil-16: Dort-damar oklizyon iskemisiyle olugsan hipokampal MDA artigi
Uzerinde Epo’nun 1 saat (Epo-1) ve 6 saat (Epo-6) sonra verilmesinin etkileri.
istatistiksel degerlendirme (Tek ydnli ANOVA): a: p<0.0001 (Kontrol - sham);
b: p<0.0001 (Epo-1 - kontrol); ve c: p<0.01 (Epo-6 - kontrol); d: p<0.006
(Epo-1 - Epo-6).
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Tablo-6: Doért-damar oklizyon iskemisiyle olusan hipokampal MDA artisi

Uzerinde Epo’nun 1 saat (Epo-1) ve 6 saat (Epo-6) sonra verilmesinin etkileri

Gruplar MDA Diizeyi
Sham 31.77+2.05
Kontrol 4-VO 56.70+2.49%
Epo-1 35.94+2.55°
Epo-6 47.18+2.54%¢

Veriler ortalama + Standart hata olarak verilmistir. istatistiksel degerlendirme (tek yonli
ANOVA): a: p<0.0001 (Kontrol - sham), b: p<0.0001 (Epo-1 - kontrol), c: p<0.01
(Epo-6 - kontrol), d: p<0.006 (Epo-1 - Epo-6)

4.3. iISKEMi, EPO-1 VE EPO-6’'NIN HIPOKAMPUSUN CA1 ve CA3
BOLGELERINDEKI HUCRE SAYISI UZERINE ETKILERI

4.3.1. CA1 BOLGESINDEKI HUCRE SAYIMI SONUCLARI

Sham grubunda ortalama 126.13+4.25 hiicre sayildi. 4-VO iskemisi bu
saylyl anlamli olarak (p<0.003) 84.28+3.95 hiicreye dusurdi. iskemi
grubunda Epo-1, hiicre sayisi azalmasini anlamli olarak engelledi (p<0.0001)
ve 121.00+3.94 hicre sayildi. Ayni sekilde Epo-6 da hlicre sayisi azalmasini
anlamh olarak (p<0.02) engelledi ve 109.94+4.05 hiicre sayildi. Epo-1 ile
Epo-6 karsilastirmasinda hicre sayimi agisindan anlamli fark tespit edilmedi
(p<0.16) (Sekil-17, Tablo-7).

4.3.2. CA3 BOLGESINDEKI HUCRE SAYIMI SONUCLARI

Sham grubunda ortalama 80.27+3.96 hiicre sayildi. 4-VO iskemisi bu
saylyl anlamli olarak (p<0.02) 56.67+2.94 hiicreye diistrdii. iskemi grubunda
Epo-1, hiicre sayisi azalmasini anlamli olarak engelledi (p<0.03) ve
67.37+4.12 hicre sayildi. Ayni sekilde Epo-6 da hiicre sayisi azalmasini
anlamli olarak engelledi (p<0.0008) ve 64.00+2.45 hicre sayildi. Epo-1 ile
Epo-6 karsilastirmasinda hicre sayimi agisindan anlaml fark tespit edilmedi
(p<0.26) (Sekil-17, Tablo-7).
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Sekil-17: Doért-damar oklizyon iskemisi sonrasinda hipokampusun CA1 ve
CAS bdlgelerindeki hiicre sayisi tzerine Epo’nun 1 saat (Epo-1) ve 6 saat
(Epo-6) sonra verilmesinin etkileri. Istatistiksel degerlendirme (t-test): CA1
igin *: p<0.003 (kontrol - sham); **: p<0.0001 (Epo-1 - kontrol); ***: p<0.02
(Epo-6 - kontrol); CA3 i¢in d: p<0.02 (kontrol - sham); e: p<0.03
(Epo-1 - kontrol); f: p<0.0008 (Epo-6 - kontrol).

Tablo-7: Dort-damar oklizyon iskemisi uygulanan sigcanlarda hipokampusun
CA1 ve CAS bdlgelerindeki hiicre sayilarinin ortalamasi

Gruplar CA1 CA3

Sham

126.13+4.25

80.27+3.96

Kontrol 4-VO

84.28+3.95

56.67+2.94°

121.00+3.94"

67.37+4.12°

Epo-1

Epo-6 109.94+4.05" 64.00+2.45'

Veriler ortalama * Standart hata olarak verilmistir. Istatistiksel degerlendirme (t testi): CA1
igin: *: p<0.003 (kontrol - sham), **: p<0.0001 (Epo-1 - kontrol), ***: p<0.02 (Epo-6 - kontrol);
CA3 igin: d: p<0.02 (kontrol sham), e: p<0.03 (Epo-1 - kontrol), f: p<0.0008
(Epo-6 - kontrol).
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5. TARTISMA

Bizim calismamizda, tekrarlanmis serebral iskemi, sicanlarda DS’leri
azaltip, YS’leri artirarak 8 kollu labirent testi basarisini olumsuz etkilemistir ve
bellek fonksiyonunu bozmustur.

Tekrarlanmig serebral iskeminin reperflizyondan 7 gin sonra uzamsal
bellekte gbze carpan bir bozulmaya neden oldugu gdsterilmistir (1).
Tekrarlanmis iskemide siganlar DS sayisinda belirgin bir dusts ve YS
sayisinda da bir artis g6stermislerdir, ayrica tekrarlanmis iskemiden 7 gun
sonra 8 kollu labirent testi uygulandiginda, iskeminin motor sorunlara neden
olmadan uzamsal bellegi bozdugu gésterilmigtir. Apoptozis, iskemiden 3 gin
sonra ortaya cikmistir ve bellek bozukluguyla birlikte gozlendigi en ylksek
dizeyine iskemiden 7 gin sonra ulasir (39, 40). Bu degisikliklerden,
monoamin  (41),  a-Amino-3-hidroksi-5-metilisoksazol-4-propionik  asit
reseptorler (1, 42) ve iskemi reperflizyonun indikledigi reaktif oksijen radikali

iskemi sonrasi néronal hasar (42) sorumlu olabilir.

CGalismamizda kullanilan 4-VO modeliyle olusturdugumuz global beyin
iskemisi, hipokampusun CA1 ve CA3 bodlgesinde selektif ndéron kaybi
olusturmustur. Bu durum diger calismalarda (14, 31) elde edilen sonuclarla

benzerlik tagimaktadir.

Yaptigimiz g¢alismada 4-VO’nun hipokampal MDA’y1 arttirdig
gbrulmaustar. I-deprenyl tedavisi uygulanmayan gegici global iskemiye maruz
birakilan iskemik farelerle karsilastirildiginda, sirasiyla 5 ve 10 mg/kg
dozlarinda |-deprenyl tedavisi uygulanan farelerde tedaviden sonra
hipokampal MDA dizeylerinde, %34 ile 38 arasinda bir azalma oldugu
gOsterilmistir. Bu ilag ayrica beyni hiperperoksidasyona ve iskemiden sonra
g6zlenen serbest radikal olusumuna kargi korur. Bu etkiler kismen
antioksidana ve sonug¢ olarak |-deprenyl’in ortaya koydugu serbest radikal
dretiminin inhibisyonuna baghdir (41). Serbest oksijen radikalleri, NO ve

inflamatuar reaksiyonlar ve eksitatér amino asitler tarafindan module edildigi
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digunulen iskemi reperfizyon hasarindan sonra fetal sican beyninde
thiobarbitirik asit-reaktif maddelerin, kontrol grubundakilerde istatistiksel

olarak 6nemli olan yiksek dizeylere ¢iktidi gozlenmistir (43).

Bu bulgulardan, 4-VO’nun bellek fonksiyonunu bozucu etkisinin, hem
hipokampusun CA1 bélgesindeki néron élimulyle, hem de iskemi/reperflizyon
sonrasi hipokampal MDA dulzeyi artigi ile baglantih oldugu sonucu
cikarilabilir.

Galismamizda Epo’nun, DS’leri artinp YS'leri azaltarak iskeminin yol
actigi bellek fonksiyonunun bozuklugunu dizelttigi gézlenmistir. Yapilan bir
calismada beyin kapilerlerindeki Epo reseptérinin bol miktarda salinimi
g6zlenmistir ve bunun, dolagimdaki Epo’nun beyne girisi icin bir yol
saglayabilecegi dustnUlmektedir. Bu hipotezi dogrular sekilde, rHuEpo
sarsintili beyin hasarini, deneysel otoimmun ensefalomiyelitteki immun
hasari ve kainat toksisitesini iyilestirmigtir (25). Epo farklh arastirici gruplarin
kullanmis oldugu modellerde bellek iyilestirici etkinlik gdstermistir. Epo’nun
i.c.v. olarak inflzyonunun, bilateral karotis oklizyonunun neden oldugu
6grenme yetersizligini (31) ve pasif kaginma testinde algi zayifigini énledigi

belirlenmistir (44).

Epo iskeminin yani sira spinal kord zedelenmesi gibi (45) cesitli
modellerde de koruyucu etkinlik gdstermistir. Calismamizda, Epo, iskemiyle
hipokampal hlcre sayisindaki azalmayi azaltti. Bu sonug gelinciklerde i.c.v.
Epo inflzyonu ile saglanan CA1 néroprotektif etki ile benzerlik tagsimaktadir
(31, 44, 46). Epo’nun bu koruyucu etkisi, hipokampal ndéronlari hipoksi
kaynakh néronal 6limde oldugu gibi, hiucre ici sinyal dizenleyici kinaz ve
Akt-1 protein kinaz B’nin aktivasyonu yoluyla olabillir (46, 47). Ote yandan,
Epo glutamat nérotoksisitesine aracilik eden, NO asiri tretiminin disUrdlmesi
ve serbest radikal olusumunun énlenmesi (48) veya direkt serbest radikal
sUpuUrich etkisi (43, 45) gibi birgok mekanizma ile ndéroprotektif etkisini

gbstermis olabilir.
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Zamansal olarak, Epo’nun, iskemi 0&ncesi veya iskemi sonrasi
verilmesiyle néron koruyucu etkisinin oldugu belirlenmigtir. Epo, iskemiden bir
saat énce ve hemen sonra (19), veya 20 saat 6nce ve 20 dakika sonra (46)
koruyucu etki ve bellek iyilestirici etkinlik gdstermistir. Epo’nun ndéron
koruyucu etkilerinin mekanizmalarinin NO senteziyle baglantili olabilecedi
distnilmektedir (19). Ote yandan, bir diger calismada iskemiden énce
rHUEpo’nun sadece i.c.v. yoluyla uygulanmasi, MDA artigini, belirgin 6lglide
ve doz bagiml olarak azalttigi kaydedilmistir. rHuEpo’nun i.p. veya i.c.v.
uygulamasindan sonra postiskemik MDA duzeylerini ve beyin 6demini
azaltirken yasam sdresini arttirdigr bulunmustur (19). Calismamizda Epo-1
ve Epo-6, bellek iyilestirici etkisi ile birlikte, hipokampal MDA duzeyini
disUrmastar, fakat Epo-1’in MDA dlzeyini azaltici etkisinin Epo-6'ninkinden

daha fazla oldugu gbézlemlenmistir.

Sonug olarak ilk kez bizim ¢calismamizla, 6zellikle 4-VO ile olusturulan
iskemide, hipokampusta hicre azalmasi Gzerine olan Epo’nun koruyucu
etkileri, bellek basarisi acisindan gdésterilmigtir. Epo’nun bu etkisinde MDA
dizeyini azaltict etkisinin bulundugu dusuntlmektedir. Klinik kullanima
ybnelik Epo’'un baska modellerde ve diger biyokimyasal parametreler
Uzerinde etkilerinin arastirimasinda daha fazla deneysel ve klinik ¢alisma

yapiimasina ihtiyag vardir.
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6. SONUCLAR

Epo’nun, 4-VO modeliyle tekrarlanmis serebral iskemiye maruz kalan
siganlarda, bellek fonksiyonun bozuklugu, artmig hipokampal MDA dizeyi,
hipokampusta hiicre azalmasi U(zerine olan etkilerinin incelendigi bu

¢alismada su sonugclar elde edildi:

1. 4-VO’nun, iskemi sonrasi DS sayilarini, sham grubuna gére, kontrol
4-VO grubunda anlamh derecede azalttigi bulundu. Bu azalmayi Epo-1
anlamli olarak yukseltti. Ayrica, Epo-6 da anlamh olarak DS’yi diizeltmistir.
Epo-1 grubu ile Epo-6 gruplarinin iskemi sonrasi DS sayilari arasinda
anlamli bir fark bulunmadi. Sham grubundaki YS degeri, kontrol 4-VO
grubunda yukselmistir. Kontrol 4-VO grubundaki YS artisini Epo-1 ve Epo-6

anlamli olarak azaltmistir.

2. 4-VO, sham grubundaki MDA dizeyini anlaml olarak yUkseltmistir.
Kontrol 4-VO grubundaki MDA dizeyi artisini Epo-1 anlamli olarak
azaltmistir. Ote yandan, Epo-6 da MDAyl anlamli derecede diisiirmistir,
fakat Epo-1’in MDA dizeyini azaltici etkisinin Epo-6’ya gbre daha belirgin

oldugu anlagiimigtir.

3. Hipokampusun CA1 bdlgesinde sham grubundaki ortalama hiicre
sayisini 4-VO iskemisi anlamli olarak distrmistir. iskemi grubundaki hiicre
sayisi azalmasini Epo-1 anlamh olarak engellemistir. Ayni sekilde Epo-6 da
hicre sayisindaki azalmayr anlamli olarak engellemistir. Epo-1 ile Epo-6
kargilastirmasinda hicre sayimi acgisindan anlamli fark tespit edilmedi.
Hipokampusun CAS3 bdlgesinde sham grubundaki ortalama hlicre sayisini
4-VO iskemisi anlaml olarak distrmustir. Iskemi grubunda Epo-1, hiicre
sayisindaki azalmayi anlamh olarak engellemistir. Ayni sekilde Epo-6 da
hucre sayisindaki azalmayi anlamli olarak engellemistir. Epo-1 ile Epo-6
karsilastirmasinda hiicre sayisi agisindan anlamli fark tespit edilmedi.
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Sonug olarak deneysel tekrarlayan gecici beyin iskemisi modelinde, Epo
iskemiye bagl hipokampal néron kaybini ve bellek fonksiyonlari bozuklugunu
azaltmaktadir. Epo, bellek bozuklugu ve benzeri nérolojik bozukluklarin
neden oldugu hiicre kaybi ve diger patolojik degisiklere karsi néron koruyucu

bir etki saglayabilir.
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7. OZET

DORT- DAMAR OKLUZYON iSKEMi MODELININ UYGULANDIGI
SICANLARDA ERITROPOIETININ NOROPROTEKTIF ETKILERININ
DAVRANISSAL VE BiYOKIMYASAL OLARAK iNCELENMESI

DR. EMEL DiKBAS

Eritropoietin (Epo), peptid yapida diyaliz hastalarinda anemi tedavisinde
kullaniimakta olan bir ilagtir ve ginimuizde yeni ¢alismalar ndroprotektif
etkiye sahip oldugunu gdstermistir. Bu calismada, 4-damar oklizyon (4-VO)
iskemisi, vertebral damarlarin kalici koterizasyonu ile birlikte ana karotis
arterlerin bilateral olarak 10 dakika sure ile 60 dakika araliklarla iki kez
klemplenmesiyle iskemi olusturulmustur. Calisma 4 grup icermektedir: 1.
sham, 2. serum fizyolojik uygulanan 4-VO, 3. 4-VO’dan 1 saat sonra Epo
(20U/kg i.p.) uygulanan, Epo-1 ve 4. 4-VO’dan 6 saat sonra Epo (20U/kg i.p.)
uygulanan, Epo-6. Calisma sonunda sicanlar dekapite edilmigtir.
Hipokampusdeki, malondialdehid (MDA) dlzeyi tiobarbittirik asit yéntemiyle

6lctlmis ve néronal hiicreler sayilmistir.

Sonuglar, 4-VO’nun dogru secimleri (DS) azaltip (p<0.0001), yanhs
secimleri (YS) arttirdigini (p<0.001) gdstermistir. Buna karsilik, Epo-1 ve
Epo-6 DS'yi arttirirken (sirasiyla p<0.0001 ve p<0.02) YS’yi p<0.01 duzeyine
disUrmustdr. Epo-1 ve Epo-6'nin DS ve YS (zerine olan etkileri arasinda
anlaml bir fark g6zlenmemistir. Hipokampus dokusunda ortalama MDA
seviyeleri, sham grubunda 31.77+2.05 nmol/g doku dizeyinde olmustur. 4-
VO, MDAy 56.70+2.49 nmol/g degerlerine artirmistir (p<0.0001). Epo-1 ve
Epo-6 ise MDAyl sirasiyla 35.94+2.55 nmol/g (p<0.0001) ve 47.18+2.54
nmol/g’a (p<0.01) azaltmistir. Ayrica Epo-1’in MDA dilzeyini azaltici etkisinin
Epo-6’ya gbre daha belirgin oldugu anlasiimistir (p<0.006).

Sham sicanlarda, CA1’de 126.13+4.25 néron sayildi. 4-VO, bu saylyi
84.28+3.95'e disurdlu (p<0.003). Epo-1 (p<0.0001) ve Epo-6 (p<0.02) bu
saylyl 4-VO grubunda sirasiyla 121.00£3.94 ve 109.941+4.05 degerlerine
yikseltti. Ote yandan, sham siganlarda CA3'te 80.27+3.96 ndron sayildi.
4-VO, néron sayisini 56.67+2.94’e dusurdl (p<0.02). Epo-1 (p<0.03) ve
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Epo-6 (p<0.0008) bu sayiy! sirasiyla 67.37+4.12 ve 64.00+2.45’e yUkseltti.
Hucre sayisi Uzerine etkileri agisindan Epo-1 ile Epo-6 arasinda belirgin bir

fark gbzlenmedi.

Sonug olarak tekrarlanmig 4-VO MDA'y: yikseltmis, CA1 ve CA3teki
ndron sayisini azaltmisg ve belledi bozmustur. Epo-1 ve Epo-6, ylkselen
MDA’y azaltmig, hipokampusdeki néronlari arttirmis ve bellegi dizeltmigtir.
Bununla birlikte, Epo-1’in MDA Uzerindeki etkisi, Epo-6 ile karsilastirildiginda
daha yUksek olmustur.
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8. SUMMARY

INVESTIGATION OF BEHAVIOURAL AND BIOCHEMICAL ASPECTS OF
THE NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF ERYTHROPOIETIN IN RATS
WITH FOUR-VESSEL OCCLUSION ISCHEMIA

DR. EMEL DiKBAS

Erythropoietin (Epo) is a peptide derivative being used in treatment of
anemia in dialysis patients. Plethora of new studies revealed the
neuroprotective activity of Epo. In this study, 4-vessel occlusion (4-VO)
ischemia was induced by cauterization of the vertebral arteries and bilaterally
occluding the carotid arteries for 10 min repeated after 60 min. The study
included four groups: 1. sham, 2. 4-VO received saline, control, 3. 4-VO
received Epo (20 U/kg i.p.) after one h, Epo-1, and 4. 4-VO received Epo (20
U/kg i.p.) after 6 h, Epo-6. The rats were decapitated at the end of the
experiments. The level of malondialdehyde (MDA) was measured by
thiobarbituric acid method. The neuronal cell numbers were counted in

hippocampus.

The results showed that 4-VO decreased correct choices, CC
(p<0.0001), whereas increased error choices, EC (p<0.001). Epo-1 and Epo-
6 increased CC (p<0.0001 and p<0.02 respectively), whereas decreased EC
at p<0.01 level. No significant difference was detected between Epo-1 and
Epo-6 for their effects on CC and EC. The level of MDA detected in
hippocampus of sham rats was 31.77+2.05 nmol/g tissue. 4-VO increased
MDA to 56.70+2.49 nmol/g (p<0.0001). Epo-1 and Epo-6 decreased MDA to
35.94+2.55 nmol/g (p<0.0001) and 47.18+2.54 nmol/g (p<0.01) respectively.
The effect of Epo-1 on MDA was greater than Epo-6 (p<0.006).

In CA1, 126.13+4.25 neurons were counted in sham rats. 4-VO
decreased (p<0.003) the cell number to 84.28+3.95. Epo-1 and Epo-6
increased the number to 121.00+£3.94 (p<0.0001) and 109.94+4.05 (p<0.02)
respectively in 4-VO group. On the other hand, 80.27+£3.96 neurons were
counted in CA3 of sham rats. The neurons were decreased to 56.67+2.94
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(p<0.02) in 4-VO rats. Epo-1 and Epo-6 increased the number to 67.37+4.12
(p<0.03) and 64.00+2.45 (p<0.0008) respectively. No significant difference
was detected between Epo-1 and Epo-6 with regard to their effects on cell

number.

In conclusion, repeated 4-VO increased MDA, decreased neuronal
number in CA1 and CA3 and impaired memory. Epo-1 and Epo-6 lowered
the increased MDA, increased the neurons in hippocampus and improved

memory. However, the effect of Epo-1 on MDA was greater than Epo-6.
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