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ISKEMI/REPERFUZYON ZEDELENMESINDE INTRA ARTERIVEL
VERILEN DIMETILSULFOKSITIN ETKISININ
HISTOPATOLOJIK OLARAK INCELENMESI BOLUM - II

Metin Atasoy* Umit Kaya** R. Hazirogiu="* Nihat Egemen®***

Normalde hiicrede 02 rediiksiyonu sirasinda hidroksi radikal, si-
peroksit radikal ve hidrojen peroksit gelismekle beraber viicuttaki
enzimler bu maddelerin zararl etkilerini ortadan kaldirmaktadirlar
(8). Iskemi ve sonra reperfiizyon sirasinda ise sekil - 1'de gosterildi-
&i lzere superoksit radikal ve hidroksi radikal miktarlar: énemli de-
1ecede arimaktacdiriar. Hidroksi radikaller Fe+ + +"0n katalizér etki-
s1 ile (Haber-Weiss reaksivonu), (sekil - 2) iki aktif 02, sUperoksit
radikal ve hidrojen peroksitten gelisirler. Yasayan hicrede bulunan
her molekiille (DNA, Protein, Karbonhidrat dahil) reaksiyona girer-
ler. Bu olayin demirden zengin beyinde daha belirgin olabilecegi bil-
dirilmistir (7). Genelde serbest radikaller dis yorungelerindcki esles-,
memis elektronlarindan dolayi eger radikal vakalayicilar tarafindan
tutulmazlarsa vaskiiler, biokimyasal ve yapisal sistemlerde bir dizi
zincirleme kimvasal reaksivona girerek, kapilier gecirgenligi artinr
ve doku nekrozuna yol agarlar. Trombosit ve nétrofil adezyonuna ve
mikrosirkiilasyonda fikanmalara neden olurlar Hicre zarmnda ze-
delenme ile doymamis vag asitlerinin peroksidasyonuna ve sonunda
hiicre éliimiine yol acarlar (1,4,8).

Sercbral kiicik damarlarda prostoglandin (PG) 12, PG F29, ve
tromboxane A2 (TX A2) sentez edilmektedir (15). Prostoglancin ve
trombaxane (PG - TX) sisteminin ve trombositlerin sercbral iskemide
onemli rolleri oldugu bildirilmistir (3,6,2,15). Pg - TX sistemini etkile-
yven ilaclar iskemi olayun da etkilemektedirler (,3,15).

= A.UJ. Tip Fakiltesi Norosiririi Anabilim Dal Ogretim Uyesi.
** A U. Veteriner Fakiltosi Cerrahi Anabilim Dal Aragtirma Gorevlisi.
w2e A UJ. Veteriner Fakiltesi Patoloji Anabitim Dah Ozretim Uyest,
#res A (] Tip Fakiiltesi Nérosirarji Anabilim Dali Ogretim Uyesi.
— 4 — Bu ¢alisma Ank. Uni. Tip Fakiiltesi Narosiriitji Deney Lab. vopilmstir,
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Sekil 2 - Hidroksi radikal olugsumu.
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DiMethylSulfoxide (DMEQ) (C2 He O S) renksiz kendine has ko-
kusu olan su ile karigsabilen or gwm_;; Lir ¢ozlicudur, deri ve biyolojik
membranlardan kolayca yayilir, topikal uygulandiginda 5 dakikada
deride 20 dakikada i¢ orzanlarda bir saat sonrada kemikte saptana-
bilir (1'7’ 1-- DMSO dipolar bir yvapiya sahiptir, boylece hidrojen bag-
lar1 ve suya karsi ve ayrica metal anvon, doku komponentleri, prote-
inler, yaglar ve ¢esitli ilaglarla kompleks yapma o6zelligi vardir (6,13,
16,19). Doymamis silfir atomu ézelligi ve meiil grubundaki hidro-
jen atomlarum kuilanabilme Gzelligi ile giigll bir serbest radikal ya-
kalayicisidar (2,19). Ayrice DMESO prostagiandin inhibitéridir. Trom-
bosit agregasyonunun inhibisyonu, hiicre membran igeriklerinin ko-

ronmam, mitokondrial cksidatif fosforilasyonds gelismeye neden ol-
dugu hﬂdzrﬂm kiedir (‘,“‘, 0,17, DMSO nun bhittin bu ozelligi nede-

’

/rasivkiilasyon zadelenmesinde ctkili oldugu bildirilmigtir

nivle iske:
(,_.,3,10,1'7) .

DMSO'nun sistemik yolla kullaniimasinmin iskemiyi azalttifina da-
ir bir cok yaym bulunmakiadir (3,10,17). Buna karsm vesirkiilasyonla
beraber direkt clarak lezyon Ldglesine etkisi konusunda yaym bu-
lunmamaktadir. Bu deneyde DMS0 iskemi sonrasinda resirkilasyon-
Io herahar intra arteriyel olaral kullanilmastir,

MATERYAL ve METCD

Bu calismada agirliga 2.5 - 3.5 kg arasinda degisen Yeni Zellanda
beyaz tipi her iki cinsten 14 tavsan kullanilmis t1‘r' Tavsanlar Rompun
(Xlylasin hidro klortir) 0.15 ml/kg ve takiben 0.5 mg/kg ketamin hid-
rokloriir (Parke Davis, ketalar) ile b"ﬂgym%k rferektiginde 0.5 mg ke-
talar tekrar verilecek Licimde uyutulmusiarcdir.

Daha onceki yazilarda twulmmvuﬂ bicimde (Bsliim-1, Bolim-2)
tavsan orta serebral arvterine gecici klip yerlegtivilmistir. 4 saat sonra
klip almmis ve resirkélasyonia bc;"e her intra arterivel clarak % 20
DMSO (Merk, Demetylsulfoxide) 500 mg/kg verilmistir. Intra arterial
vermek icin eksternal karotit arterden bir kateter ana karotis artere
dogru verlestirilmistir. Eksternal karotit arterler baglanmis, katete-
rin yerinde oldugu ve verilen maddenin internal kavotis artere gittigi
boyun ve yiz kaslarninda kasiima olmamas: ile de teyit odilmistir.

MSO verilmeye baslanmasiyle beraber DM3O'nun korteks arterleri
lizerine olan etkisi mikroskop altinda (Buyiitme 25%) gdzlenmig ve fo-
tograf cekilmistir.
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Klip alindiktan 2 saat senra ta\fsa,n,lar intra kardiyak viksek doz
potasyum klorur (XCl) verilerek oldirilmuzlerdir. Beyinler cikarila-
rak makroskopik ingeleme '-,.-'apﬁlm: opiik Kiezmanm hemen dniinden
yapilan koroner kesitlerde resim gekildikten sonra, bevinler histolo-
jik inceleme igin % 10'Tuk formolc konmuslardir, Hazrlanan parafin
hematoksilen ecozin ile bo-

bloklardan elde edilen 4 -8 mm 1ik i
yanarak histoloiik incelems yapilmistiv (Sekil -

anegiezl DMSO
baatamasi
4 ﬁ FowE W RESIRKULASIN
1 i IR Ay
| ;fw
|
BT 4 0 1 2 3 £4 B 6
f4 $ s
Lip ko Kiip oftosma e
Qrta serebral
arter ckoplorasvonu kerolid arter eksplorasyonu

Sekil 3 - Deney protokolu.

BULGULAR

Intra arterivel olarak verilen DMSO'nun doz ayarlanmasy sira-
sinda 3 tavgan asir1 doz nedeniyle kaybedilmistir. Baslangigta kg ba-
sina 2 gr/kg ¢ 20 lik DMSO kullanidais. Tavsan apnea nobetine gi-
rerek kaybedilmistir. Bunun fizerine doz yariya indirilmis, bu sefer
tavsanda apnea ndbetleri, konvilziyonlar, kan kasincinda yilikselme
ve tagikardi gelismis ve tavsan kaybedilmistir. Doz tekrar yariya in-
dirilmis 500 mg/kg ile tavsanlarda yukarida beclirtilen bulgular go-
rilmemis ve deneye hu doz ile devam edilmistir.
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Kortikal damariarnn mikroskopik géziemlerinde damarlarda dol-
gunlugun ilacin verilmesiyle basladig ve bunun bir saat boyunca de-
vam ettigi gérilmustir (Resim - 4).

: Sl i |.7 b . T i T
Sekil 4 ! DMSO ®erildikien hamei sonra drta serebral arterin gérlinim.

Optik kiazmanin hemen éniinden yapilan koroner kesitlerin mak-
roskopik incelemelerinde, hem kontrol grubu hem de DMSO verilen
grublarda, lezyon olmayan taraf tamamen normal olarak tesbit edi-
lirken, lezyon olan tarafta ve ¢z3llikle orta serebral arter dagilim ala-
ninda 6dem teshit edilmistir, herniasyon ve asiri kanama bulgularina
rastlanmilmamistir.

Histopatolojik incelemelerde, kontrol grubunda amygdaloid an-
terior, pars posterior, centralis ile hippocampusun stratum moleku-
lare ve stratum granulosum tabakalar: ayrica arcae dentatae bolge-
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lerinde ve orta serebral arterin beslendigi korteksin orta ve derin
tabakalarmdaki nérontarda ¢ssitli degiciklikler teskbit edilmistir. Bu
degisiklikler bashca piknotik nukleus ve sitoplazmada eozinofilik
UM50 wverilen
{Besim ~ 5 a,b).

shrinkage’i kapsamaktadir. Bittin bu degis
grublarda nisbeten daha ar corandlarda gl

Sonuglar tablo - 1'de gdésterilmistir.

Sekil 5 - a : Kontrol grubundaki nironal de- $ekil 5-b : DMSO verildikten sonra néronal
gisikiikler. degisiklikier.

Kontrol grubunda diffiiz reaktif gliosis neutrophille beraber cok
belirgin olarak gortlirken, DMSO ile tedavi edilen deneklerin yari-
smda bu reaktif gliosisin kayboldugu ve geri kalanlarda ise ¢ok az
nishette gorildigi teshit edilmistir,

Yine kontrol grubunda ,0zellikle kortikal alanlarda (gri cevher-
de) multi fokal spongiosis agikca beili olurken, DMSO verilen hayvan-
larin yarisinda bu lezyonlar kavholmus diger yarsmda ise daha az
oranlarda géralmistiir,

DMSO ile tedavi edilen grubia en fazla etki trombus clugsumu
lizerinde gortlmustir, Deneklerin yvamsindan fazlasinda trombus olu-
sumuna rastlanmamas, geri kalanlarda ise daha az oranlarda Dorul

ligttr, Kontrol grubunda arteriollerdeki trombus olusumu belir-
mustir. Kontrol grubunda artericlierdeki trombus olusumu belir-

gindir.
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Meningeal &dem, eritrositierin ekstravazasyonu ve neutrophille-
rin olusumu kontrol grubunda tim boyutlaryla godzlenirken, bura-
da DMSOmun etkisinin nisbeten az oldugu goéze carpmaktadir.

DMSO'nun etkisinin en fazla gorildiigi durumlardan biri de ne-
uropillerdeki hemorajidir. Kontrol grubuyla karsilastinldiginda fark

acik bir sekilde goralmektedir.

Sor.:-lar toplu olarak tablo - 2'de goriillmelkiedir.

Tablo 1 -+ 3 Serebral Arier Dagilim alaninda girilen néronal degigikitkle:.

Amygdoloi¢d  II Wertikal

Bélgele Niileuslar

Denekl 1.23)

Kontrol R ++ + -+ +
(n = 5} L — = —
1 R ++ + + -+
Denek L — == —
2. * R e ot ook F
Denek L —— = =
3. R + + ++ s
Denek L —— — =
4, R + + ++ + +
Denek L — — —
5, R ik + + +
Denek L e o -
6. R -+ + + + e
Denek L — s —

(R = Sag hemisfer, L = Sol hemisfer, (—) Noronal degisiklik yok (=) Piknotik
Nukleus veya stoplazmik degisiklik, (+4) Piknotik Nukleus ve stoplazmik degisikiik,

Amygdoloid Nukleuslar 1 — Pars anterior, 2 — Pars lateralis, 3 — Pars santralis,
Hippocampal bolgeler a— Stratum molekulareca area dentate, b — Stratum granu-

losum area dentate, ¢ — Hilus fascia dentate).
* __Bu denekte Ensefalozoon enfeksiyonu tesbit edilmistir.
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Tablo 2 - Diger histopatolojik sonuglarn toplu sonuclari gorillimektedir.

Lezyon Yaygin Meningeal Nérofilde
Denekier Gliosis Spongiosis Trombus Odem Hemoraji
Kontrol R Lobs el S
(n = 5) L —= — e = —
1, R — — — + —
Denek L oo - — — s
2. R = o i st o + b
Denek L e = = s e
3 R T + = 4 s
Denek L e — e = o
4. R — = = - —
Denek L — — — o= S
5. R + G k= o fe +
Denek L s — — B e
6. R S e -t -+ —
Denek L -— — — = e

(—) Yok, (+) Hafif, (+4+) Orta, (++ +) Siddetli.
* Bu denckte Nosema Cuniculi Enfeksiyonu teshit edilmistir (Ensefalozoon Enfeksi-

yonu).

TARTISMA

Iskemik zedelorime biokimyasal, vaskiler ve morfolojik degisilk-
liklerle geligen dinamik bir progesiir. Iskemide kan akimindaki yeter-
sizlikten dolay: nérenlarin clekivik aktivitesinde kisitlama olusur. in-
ter seltler hemostazis devam ettivilirken transmissionda zorluk orta-
va ¢ikar. Noron sitoplazmalarinda ve diger beyin hiicrelerinde elzk-
tron lucensi iskemi ve kromatin yigilmasi ortava cikar. Bunun asidoz
ve iskeminin en iyi bkelirtilerinden biri oldugu bildirilmektedir (i),
Bu devredeki noéronal yapisal degisiklikler, 1s1k mikroskopisi calig-
malarinda tesbit edilemez. Olay ilerler ve membran yetersizligi geli-
sirse potasyum iyonlar: (K+4) hicre dismma cikar, sodyum (Na+4) ve
kalsiyum (Ca+ +) iyonlar: ve su hicre icine girer. O zaman mikros-
ltopide goérilebilen degisiklikler ortayva cikar (9,10,11). Sinir hticrele-
rinin sitoplazmalar belirginlesir. Mitokondrealarda sisme ve mikro-
vakuloizasyon goruliur. Komsu astrositlerde belirgin sisme goére car-
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par. Total su alimimi fazlalasir. Massif bir iyvon transferi séz konusu-
dur. Bizim deneyimizde kontrol grubu olarak kullandigimiz iskemik
degisiklikler bu devreyi kapsamaktadir.

Iskemi zedelenmesinde en azindan 3 énemli ana faktor bildiril-
mistir. Bunlar calsivum (Ca+ +) serbestlesmesi, hidroksi radikallerin
salinmasi ve tromboxan A 2 (Tx A2), PG F20 ve PGE2 olusumudur (1,
4,5,9,12). Kalsivum sistemdeki serbest asitien aktif fosforilizasyon so-
nucu ve trombositlerden salinmaktadir. Avrica néronal terminaller-
den Noradrenalin salgillanmasim fazlalastirir, Bu serbest damarlar-
daki alfa reseptorleri akiive eder vazokonstriksiyvonu fazlalastirir.
Kan akimi azalhr ve 02 alimm diiser TxA2 kuvvetli vazokonstruk-
siyona neden olur trombosit aggregasyonunu uyarir.

DMs3O'nin ADP ve tromhinle uyarilims trombosit aggre;asyonu-
nu invivo olarak inhibe ettigi goésterilmistir. DMSO iskemi sonucu
gelisen trombositleri de aggregate eder (3,6,18,20). Serebral iskemi
trombocit abnormalitesine neden olur. Tedavinin yonlendirilmesinde
bu nokta dnemlidir (3). DMSO, kalp kasi lizerine yapilan calismalay-
da da goraldigt gibi, Ca+ + tlreten dejenerasyonu onlemeaktedir.
DMSO ayrica sinir dokusu hipoksisi ve siddetli vazospezrm sirasinda
ortaya cikmis olan Ca+ +-'un arteriolar diiz kas tlizerine olan miyo-
kontraktil etkisini de antagonize etmektedir (3). Burada DMSO'nun
kalsiyum kanal blokirleri gibi hareket ettigi bildirilmistir. Bu o6zel-
ligi nedeniyle hipoksik hlicreler veya trombositler tarafindan salinan
kalsivumu antagonize ederek vazospazmi énledigi gosterilmistir (5,
10,18,20). Trombositlerden salinan kollagenin de DMSO ile ndtralize
edilebildigi bildirilmistir (13,15,20).

DMSQO’'nun hiicre membranimini koruyucu etkisi vardir. Burada
kollageni inhibe ederek trombosit yapiskanlhigim onler, PG12 salinma-
sina yardimci olur ve vaskiler endotelyumu koruyarak, trombosit
yvapiskanligi azaltir. Bu 6zelligi nedeniyle DMSO grubunda, kontrol
grubuna gore trombosit olusumu belirgin bir azalma géstermistir.

Iskemiyi takiben hidroksi radikallerin biriktigi yerlerden biri mi-
tokondrialardir. DMSO effektif bir hidroksi radikal yakalayicisidir
ve mitokondralardaki hidroksi radikallerin sitotoksik etkisini notra-
lize ettigi distnilmustir. DMSO mitokondrial oksidatif fosforilasyo-
nu saglar. Hiicrede enerjinin kaynagi olan ATP aze aktivitesi, iskemi
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sonrasinda engok etkilenen biokimyasal aktivitedir (4,9,11,12). DMSO
submitokondrial parcaciklardaki ATP aze aktivitesini azaltarak htc-
resel iskemi sirasmdaki 02 kullaniliming azaltabilir (2,3,13).

DMSO'nun vaskiiler ve biokimyasal etkileri reseptorler, enzim
sentezleri ve hucresel sivi degisimleri Uzerine olurken, hiicre mem-
brani ve intraselliiler yapilar: koruyan bir etkiye sahip oldugu da hil-
dirilmistir (3). Beyin odeminin azaltilmasinda direkt ve indirekt hid-
roksi radikal yakalayicilarinim onemli etkileri oldugu bildirilmekte-
dir (8). Butiin bu ozellikleri nedeniyle DMSO grubunda, kontrol gru-
buna goére noronal degisiklikler, spongiosis, yaygin reaktif gliosis, me-
ningeal 6dem ve neuropillerde hemorajinin énemli derecede engellen-
mis oldugu goérilmustir. :

Intra arteriyel olarak verilen 1.5 mg/kg ve 1 gr/kg dozlardaki
DMSO, tavsanlarin dliimiine yol agmistir. Literatiirde intra venoz ola-
rak 2.5 gr/kg (% 50 lik) ve 3 gr/kg (% 20 lik) DMSO verilerek yapi-
lan deneylerde, DMSO'nun rahathikla kullamldig1 bildirilmistir (3,8,
10). Biz ilk kullandigimiz dozu azaltarak, 500 mg/kg (% 20) lik dozun
tavsanlar tarafindan tolere edildigini gérdiik. Intra venéz olarak ve-
rilen DMSO'nun iskemik dokuda koruyucu etkisinin oldugu gosteril-
mistir fakat intra arteriyel olarak resirkiilasyondan sonra ne gibi
etki yaptigina dair literatir bulamadigimizdan verilerimizi karsilas-
tiramadik.

Kullandigimiz model ve yontemde intra arteriyel olarak verilen
DMSOnun en azindan belli siirede histopatolojik gelismeye olumlu
etkisi oldugu goriilmistur.

OZET

Deneysel fokal serebral iskemi/resirktilasyon iskemisinde resir-
kiilasyonla beraber intra arteriel olarak verilen DiMetil Silfoksit
(DMSO)'in lezyon bolgesine olan etkileri histopatolojik olarak ince-
lenmistir, Resirkiilasyon periyodunda intra arteriyel olarak verilen
DMSO'nun iskemik degisikliklerin azaltilmasinda faydali etkisi ol-
dugu goérilmustir.

Anahtar Kelimeler : Serebral iskemi, DSMO, Resirkiilasyon.
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SUMMARY

Histopathclogical Evaluation of Iniraarierial Dimetylsuifoxide in
Ischemia/Reperfusion Injury. Part HI.

In the experimentally focal cerebral ischemia/recirculation ische-

mia, the effect of intra arterial administration of the DMSO during
the vecirculation neriod to the ischemic lesion field have been evalu-
ated histepathoiogically, in rabbits. DM5O administred during pecir-

cu

~1

10.

tavion period is found to be beneficial effect in reducing ischemia.

ey Words : Cerebral ischemia, DEMO, Recirculation.
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