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OZET: Adenozin, santral sinir sisteminde yer alan
endojen inhibitér bir ndromodulatérdiir. Adenozinin
iskemi sirasinda artan eksitator amino asit (EAA)
salinimint azalttig1 ve noronlart oksidatif strese karst ko-
rudugu gosterilmistir. Bu sebeple serebral iskemi tedavi-
sinde adenozin kullanimi, sadece EAA reseptor
antagonistleri yada radikal siipiiriiciilerle tedaviye gore
iskemik hasarin dnlenmesinde daha faydali olabilir.

Bu ¢alismada; adenozin tedavisinin etkisi si¢anlarda orta
serebral arter iskemi-reperfiizyonu (MCAO/R) olusturula-
rak degerlendirildi. MCAO/R, intraluminal iplik modeliyle
90 dk orta serebral arter okliizyonu olusturuldu daha sonra
iplik geri cekilerek reperfiizyon saglandi. Bir giin sonra
dekapite edilen siganlarin beyin kesitleri alindi. Bu kesitler
2-3-5 triphenyl tetrazolium chlorid (TTC) ile boyandi. G6-
riintliler Adobe Photoshop programiyla degerlendirildi ve
toplam infarkt alani, ayn1 beyin hemisferinin toplam ala-
nina oranlandi.

Sonuglarimiz, adenozinin MCAO/R’de iskemik alan oran-
larini belirgin sekilde azalttigini1 gostermektedir, dolayisty-
la adenozin gegici fokal serebral iskemide néronal koru-
yucu etkili olabilir.
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ABSTRACT: Adenosine is an endogenous inhibitory
neuromodulator in central nervous system. Studies have
shown that adenosine inhibits the ischemia-evoked release
of excitatory amino acids (EAA) and protect the neurons
against oxidative stress. Therefore, adenosine could be
more benefical than an EAA receptor antagonist or free
radical scavenger used alone in treatment of cerebral
ischemia.

In the present study, the effect of adenosine treatment was
evaluated by middle cerebral artery occlusion-reperfusion
(MCAO/R) in rats. MCAO/R was performed by
intraluminal suture model for 90 min and then the suture
was withdrawn to permit reperfusion. After 24 hours, the
rats were decapitated and coronal brain slices were
obtained. These slices were stained with 2% 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride (TTC). The images were
analyzed by Adobe Photoshop program and total area of
infarction was expressed as a percentage of total area from
the ipsilateral hemisphere.

Our results have shown that adenosine effectively de-
creased infarct size on MCAO/R, therefore it might be
neuroprotective on transient focal cerebral ischemia.
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GIRiS

Serebral iskemiye maruz kalan néronlarda geri
doniisiimsiiz ve 6limciil hasar olugmakta ve takibin-
de eger reperfiizyon gerceklesmisse 6zellikle oksijen
radikallerine bagli bu hasar daha da artabilmektedir.
Iskemi ve reperfiizyonda olusan ndronal harabiyetin
fizyopatolojisinde bircok etken sayilmakla birlikte,
en onemlileri olarak eksitatdr amino asit salinimi1 ve
serbest radikallerin olusturdugu mekanizmalar kabul
edilmektedir (1,2).

Adenozin, santral sinir sisteminde yer alan
inhibitdr bir néromodulatordiir. Beyin iskemisi ve
reperfliizyonu sirasinda olugsan metobolik stres ve
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ATP azalmasi endojen extraselliiler adenozin sevi-
yesini artirir ve noroprotektif etki olusmasini saglar.
Bu néronal korunmanin mekanizmasi tam olarak a-
¢tk olmasa da yapilan caligmalarda, adenozinin
iskemi sirasinda artan eksitatér amino asit (EAA)
salmimini azalttig1 ve serbest radikallerin olusturdu-
gu hasari azalttig1 tespit edilmistir. Adenozin bu ¢ift
yonlii etkisinden dolay1, sadece EAA reseptor
antagonistleri yada radikal siipiiriiclilere gore
iskemik hasarin 6nlenmesinde daha faydali olabilir
(3,4). Siganlarda gerceklestirilen orta serebral arter
okliizyonu ve takibinde olusturulan reperfiizyon
(MCAO/R) modeli, insanda meydana gelen inmelere
benzeyen bir model olugturmakta, bu nedenle de bir-
¢ok aragtirmada tercih edilmektedir (5).

Bu ¢alismada; adenozinin, siganlarda olustur-
dugumuz gecici orta serebral arter iskemi
(MCAO/R) modelinde néronal hasara olas1 etkisini



40 EKICI ve ark.

arastirmay1 planladik, olusan hasar1 gdstermek icin
de yine ¢ok yaygin olarak kullanilan 2-3-5 triphenyl
tetrazolium chlorid (TTC) boyasindan yararlandik

(6).
GEREC VE YONTEM

Deneysel calismammza Kocaeli Universitesi
Etik Komitesi onay1 alindiktan sonra baslanmustir.
Calismamizda agirliklart 200-300 gr arasinda erkek
Wistar albino si¢anlar kullanildi. Calisma boyunca
hayvanlar 12’ser saatlik aydilik ve karanlik periyot-
larda tutuldu, yiyecek ve su alimlari serbest birakil-
di. Anestezi saglamak i¢in dietil eter kullanildi ve
viicut iskemi boyunca 1sitic1 lamba ile 1sitilip rektal
Olgimle takip edilerek 37+1 °C’de tutuldu. Orta
serebral arter iskemisi olusturmak i¢in intraluminal
sutiir modeli uygulandi (5).

Deney gruplari asagidaki gibi olusturuldu;

A) Higbir iglem yapilmayan siganlarin beyin
kesitleri 2-3-5 triphenyl tetrazolium chlorid (TTC)
boyasiyla boyanip hasarsiz beynin goriintiisii
fotograflandi.

B) iskemi + reperfiizyon grubu (kontrol grubu):
Intraluminal sutiir modeli kullanilarak olusturulan
90 dakikalik orta serebral arter iskemisini takiben
reperflizyon yapilan siganlar 24 saat sonra dekapite
edilerek 2mm beyin kesitleri alinip, TTC ile boyan-
di. Kesitler %2’lik 2, 3, 5-Triphenyltetrazolium
chlorid (TTC) boyasi iginde 37 °C’de, karanlikta, 20
dk bekletildi ( TTC boyasi, pH 7.4 olan fosfat tam-
ponu iginde ¢ozdiiriilerek hazirlandr). TTC boyasi
iskemik alanlarda tutmadi, diger alanlar1 ise kirmizi-
ya boyadi. Digital kamera ile ¢ekilen fotograflar bil-
gisayara aktarildi. Adobe photoshop programi yar-
dimiyla infarkt alanlarmin ve sag hemisferin total
piksel degerleri (bu alanin kag piksel igerdigi) ayri
ayr1 hesaplandi, infarkt alan1 sag hemisferin tiim a-
lanina oranlanip yiizde (%) olarak ifade edildi (9).

C) Iskemi-reperfiizyon + adenozin ¢oziiciisii
verilen grup (sham grubu): Adenozinin ¢oziiciisii o-
lan 8% Tween 20 soliisyonu iskemiden hemen once
intraperitoneal (IP) verildi. 90 dk MCAO/R uygu-
landiktan 24 saat sonra ayni islemlerle infarkt alani
hesaplanip ayni beyin hemisferine oranlandi.

D) Iskemi-reperfiizyon + Adenozin grup: 8%
tween-20  sollisyonunda ¢oOzdiiriilen adenosine
(sigma) iskemiden hemen 6nce 500 mg/kg IP do-
zunda verildi (3). 90 dk MCAO/R uygulandiktan 24
saat sonra ayni islemlerle infarkt alan1 hesaplandi ve
ayni beyin hemisferine oranlandi.

Verilerin  istatistiksel ~ degerlendirmesinde
Mann-Whitney U testi kullanildi.
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BULGULAR

MCAo0/R modeli uygulanan tiim si¢anlarda,
reperfiizyon olusturduktan bir giin sonra yapilan
dekapitasyon isleminden sonra alinan beyin kesitle-
rinin TTC ile boyanmas1 sonucunda; belirgin olarak
frontal, temporal, paryetal korteks ve daha az olarak
da corpus striatum gibi beyin alanlarinda iskemik
hasar tespit edildi. 500 mg/kg, [P Adenozin uygula-
nan grupta ise bu bolgelerdeki hasarin belirgin bir
sekilde azaldig: tespit edildi ve istatistiksel olarak
anlamli bulundu (P< 0.05), sham grubunda ise an-
laml1 bir fark bulunmadi (Tablo 1, Sekil 1-2-3).

Tablo 1. Sag MCAO/R olusturulmadan hemen dnce veri-
len 500mg/kg IP adenozinin iskemik alan oranlari iizerine
etkisi. Degerler ortalama £SE olarak verilmistir.

Gruplar N Iskemik alan
(%)

Kontrol 7 16.23+1.38

Sham 5 13.80+0.53

Deney 7 9.45+1.91

20+
CJkontrol
Q Jsham
‘e; [CJadenozin
K]
g 10 -
8
£
) kontrol sham adenozin

Sekil 1. Gegici orta serebral arter iskemisi uygulanan si-
canlarda adenozin kullanimi infarkt alanlari iizerinde ista-
tistiksel olarak anlamli bir azalma olusturmustur
(* P<0.05).

kantral grsbu

adenozin « meaoT sham grubu

Sekil 2: Kontrol grubu, sham grubu ve adenozin verilen
gruplardaki tiim siganlarin beyin kesitlerinin TTC ile bo-
yanmasi sonucu elde edilen goriintiiler.
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Sekil 3. 2 mm’lik kesitlere ayrildiktan sonra TTC boyasi
ile boyanmis beyin kesitlerinde, boyanin tutmadigi
iskemik alanlar beyaz olarak goriinmekte. a) MCAO/R +
adenozin verilen grup, b) Sadece MCAO/R yapilan grup
(kontrol grubu).

TARTISMA

Sonug¢larimiz; adenozinin, siganlarda olusturu-
lan gegici orta serebral arter iskemi (MCAO/R) mo-
delinde meydana gelen noronal hasara Kkarsi
noroprotektif etkili oldugunu gostermektedir.

Adenozinin, muhtemelen iskemide artan EAA
salimmmini inhibe ederek ve radikal siipiiriicii etki
gostererek, beyinde iskemi reperflizyon hasarma karsi
ndroprotektif etkili oldugu belirtilmektedir (7,8).

Bizim ¢alismamizda da adenozin kullanimiyla
iskemik alan orani azalmis ve adenozinin koruyucu
etkisi gosterilmistir, bu sonug¢ Onceki g¢alismalarla
paralellik gostermektedir. Yukart da sayilan meka-
nizmalara ek olarak adenozinin periferik etkileri de
mevcuttur. Bununla iligkili olarak, adenozinin
hipotermi olusturucu etkisinin ndronal korunmaya
katkida bulundugu belirtilmektedir (2,4). Bu calis-
mada kontrol grubu ile deney grubu arasindaki viicut
1s1 farki olmamast igin iki grupta da 37+1 °C’de tu-
tulmaya calisilmistir. Eger adenozin verilen grupta
viicut 1sis1 ylikseltilmeseydi infarkt alan1 daha da a-
zalabilirdi. Adenozinin, vucut isisini korudugumuz
halde noronal hasar1 azaltmasi bize eksitatoksik ha-
sara ve oksidatif strese karsi bilinen etkilerinin kay-
da deger bulundugunu gostermektedir (7,8). Diger
periferik etki hipotansiyon olusumu ise, serebral kan
akimini daha da azaltarak iskemik hasarin artmasina
neden olabilmektedir. Bu etki adenozin kullanimint
kisitlayan 6nemli bir sorun teskil etmektedir (2,4).

Insanda olusan iskemik inme durumlarinda, ¢o-
gunlukla bir miiddet sonra ya kendiliginden ya da
trombolitik tedaviyle reperfiizyon saglanmaktadir.
Hayvan deneylerinde bu duruma benzerlik gosteren,
cesitli sekillerde yapilabilen MCAO/R modelleri
kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda da intraluminal
iplik modeli; digerlerine gore daha az invaziv olmasi
ve kolaylikla reperfiizyon olusturulabilmesi nedeniy-
le en ¢ok tercih edilen yontemdir. Bu avantajlari dii-
siiniilerek ¢alismamizda bu metod kullanilmistir.

Ayrica TTC boyasiyla infarkt bolgelerinin tes-
piti de, aragtirmalarda yaygin sekilde kullanilan bir
yontem olmast nedeniyle tercih sebebimiz oldu. An-
cak olanaklarimiz olsa daha hassas ve daha erken
infarkt tespiti yapilabilen PET, SPECT, fMRI gibi
goriintiileme teknikleri kullanmayi tercih ederdik.

Netice olarak; MCAO/R olusturulan siganlarda
adenozin kullanimi infarkt alanini azaltmustir, bu so-
nug¢ adenozinin gegici fokal iskemide noroprotektif
etkili olabilecegini gdostermekte ve daha onceki ca-
lismalar1 desteklemektedir.

Tleriki ¢alismalarda, adenozin ve kan basmcini
diizenleyici tedavi protokollerinin birlikte kullanil-
masiyla daha {imit verici sonuglar alinabilecegini
tahmin etmekteyiz.

Kocatepe Tip Dergisi, Cilt 5 No: 3, Eyliil 2004.



42

EKICI ve ark.

KAYNAKLAR

Chan PH. Role of oxidants in brain damage. Stroke,
1996; 27: 1124-1129.

Dag KJE von Lubitz. Adenosine and cerebral
ischemia: therapeutic future or death of brave
concept? European Journal of pharmacology, 1999;
371: 85-102.

Gupta YK, Sinha K, Chaudhary G et al. Protective
effect of adenosine against neuronal injury induced
by middle cerebral artery occlusion in rats as
evidenced by diffusion-weighted imaging. Phar.
Bioc. and behavior, 2002; 72: 569-574.

Mendonca A, Sebastiao A M, Riberio J A.
Adenosine: does it have neuroprotective role after
all? Brain Research Reviews, 2000; 33: 258-274.

Koizumi J, Yoshida Y, Nazakawa T, et al.

Experimental studies of ischemic brain edema: a new
experimental model of cerebral embolism in rats in

Kocatepe Tip Dergisi, Cilt 5 No: 3, Eyliil 2004.

which recirculation can be introduced in the
ischemic area. Jpn J Stroke, 1986; 8: 1-8.

Zhong P, Pang SF and Cheung RTF Pretreatment
with melatonin reduces volume of cerebral infarction
in a rat middle cerebral artery occlusion stroke mo-
del. J. Pineal Res, 2002; 32: 168-172.

Masino SA, Mesches MH, Bickford PC et al. Acute
peroxide treatment of rat hipocampal slices induces
adenosine mediated inhibition of exitatory
transmission in area CAl. Neurosci lett, 1999; 274:
91-97.

Yavuz O, Turkozkan N, Bilgehan A et al. The effect
of 2-chloroadenosine on lipid peroxide level during
experimental ischemia-reperfusion in gerbils. Free
Radical Biol Med, 1997; 22: 337-341.

Usborne K A, Shinego T, Balarski AM. Quantitative
assesment of early brain damage in rat model of
focal cerebral ischemia. J.Neurol. Neurosurg.
Psychiatry, 1987; 50: 402-410.





