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Dort Damar Okliizyon Yéntemiyle Beyin iskemisi Olusturulan
Sicanlarda Nilvadipinin Bellek Bozuklugu Ve Hipokampus
Malondialdehit Duzeylerine Etkileri

Effect of Nilvadipine on Memory Impairment and Hippocampal
Malondialdehyde in Rats with 4-Vessel Occlusion Ischemia

OZET

Amag: Nilvadipin, farkli néronal hastalik modellerinde néron koruyucu etki gdsteren
dihidropiridin tlrevi kalsiyum kanal blokeridir. Bu ¢alismada, profilaktik olarak kullanilan
nilvadipinin, sicanlarda 4-damar oklizyonu (4-DO) ile olusturulan global beyin iskemisi
modelinde bellek bozuklugu ve hipokampal malondialdehid (MDA) diizeyine olan etkisinin
arastiriimasi amaclanmistir.

Gereg ve yontem: 4-DO iskemi modeli olusturulmasinda, Wistar sicanlarin vertebral arterleri
kalici olarak koterize edilip, ana karotis arterler ise iki tarafli olarak 60 dakika arayla 10 dakika
stireyle 2 defa gegici olarak klemplenmistir. Bellek islevi sekiz kollu labirentte dogru secim ve
yanlis secimleri &lcerek degerlendirilmistir. iskemiden bir hafta sonra tiobarbitirik asit
yoéntemiyle hipokampusta MDA dUzeyleri élculmustir. Calismamizda sham, iskemi-kontrol ve
iskemi-nilvadipin olmak tizere (¢ grup kullaniimistir. Nilvadipin, iskemi 6ncesi 7 giin boyunca
intraperitoneal olarak 3,2 mg/kg/gun dozunda verilmistir.

Bulgular: iskemi, dogru secimleri (uzak-referans bellek) azaltip yanlis secimleri (yakin-calisan
bellek) arttirarak (p<0,001) bellegi bozmustur. Nilvadipin dogru secimleri artirip (p<0,002)
yanhs secimleri azaltarak (p<0,05) bellek bozuklugunu diizeltmistir. iskemi ile artan (p<0,001)
MDA diizeyi nilvadipin tarafindan azaltilmistir (p<0,001).

Sonug: Nilvadipinin proflaktik olarak uygulanmasi 4-DO iskemisinin neden oldugu bellek
bozuklugunu iyilestirip hipokampal MDA artisini azaltmistir. Nilvadipinin profilaktik kullanimi
riskli hastalarda iskemiye bagli bellek bozuklugunun engellemesinde yararli olabilir.
Anahtar Soézciikler: Dért-Damar Okliizyon iskemisi, Hipokampus, Bellek Bozuklugu,
Malondialdehid, Nilvadipin.

SUMMARY

Purpose: Nilvadipine is a dihydropyridine-type calcium channel blocker with emanating
neuroprotective properties in various models of neuronal diseases. This study aimed at
investigating the prophylactic effect of nilvadipine on memory impairment and hippocampal
malodialdehyde (MDA) levels in global brain ischemia model induced by 4-vessel occlusion
ischemia (4-VO) in rat.

Materials and methods: The 4-VO ischemia was induced in Wistar rats by occluding the
vertebral arteries permanently by cauterization. The common carotid arteries were twice
occluded bilaterally for 10 minute at 60 minute interval. One week after 4-VVO the memory was
evaluated measuring the correct and error choices in 8-armed radial maze. The ischemia-
reperfusion-induced damage was evaluated measuring level of MDA in the hippocampus using
thiobarbituric acid method. The study involved three groups: sham, ischemia-control and
ischemia nilvadipin. Nilvadipine (3.2 mg/kg/day) was administerd for 7 days prior to 4-VO
Results: The 4-VO impaired memory performance by decreasing the correct choices (long term-
reference memory) and increasing the error choices (short term-working memory) (p<0,001).
Nilvadipine improved the performance by increasing the correct choices (p<0.002) and
decreasing the error choices (p<0.05). Nilvadipine decreased (p<0.001) the elevated MDA
induced by 4-VO.

Conclusion: The prophylactic treatment with nilvadipine improved memory impairment and
reduced the elevated hippocampal MDA induced by 4-VVO. The prophylactic use of nilvadipine
could be beneficial for inhibiting the ischemia related memory impairment in risky patients.

Keywords: Four-Vessel-Occlusion ischemia, Hippocampus, Memory impairment,
Malondialdehyde, Nilvadipine.
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GIRIS

Bellek bozuklugu, demans ile karakterize olan hastaliklarda
(Alzheimer’s hastaligi-AH, damarsal demans ve damarsal
kognitif bozukluk dahil) gériilir (1, 2). inme ile bellek bozuklugu
arasindaki iliski acik bicimde ortaya konmustur. inmeden sonra
gorilen bellek bozukluklarinda iskemiye bagli hiicre zedelenmesi
tizerinde durulmaktadir (3, 4).

Damarsal nedenlerden kaynaklanan kan akimi yetersizligi sonucu
olusan hipoksi, apoptozis veya nekroz ile sonuglanan hiicresel
harabiyete yol acar. Eger hipoksi devam ederse geri doniisimsiiz
hiicre zedelenmesi baslar. iskemik dokulara kan akiminin tekrar
saglanmasi, geri donusiimlii zedelenmeye ugramis hiicrelerin
iyilesmesiyle sonuglanirken, geri donlsimsiiz zedelenmeye
ugramis olanlari etkilemez (5, 6). Reperfiizyon hasarindan farkh
mekanizmalar sorumlu tutulmaktadir. Bunlardan énemli bir kismi
reaktif oksijen tlrevleridir (reactive oxygen species: ROS). Dis
yorungelerinde eslesmemis bir elektron bulunan bu radikaller
oldukca reaktiftir ve protein, lipid, karbonhidrat gibi organik ve
inorganik kimyasal maddelerle, dzellikle hiicrede nukleik asitler
ve membranlarla tepkimeye girerler (5). ROS’lar termodinamik
stabilite kazanmak icin yakininda bulunan diger molekillerdeki
elektron ya da hidrojen atomlarini serbestlestirmeye calisarak bu
molekulleri aktif radikal haline getirmektedir. Olusan serbest
radikaller, hiicre membrani ve hiicre i¢i organelleri etkilerken
hiicre disi  kompartmana da gecerek uzak etkiler
olusturabilmektedirler (7). Hucrede ve dokularda hasara neden
olan ROS’larin belirlenmesi amaciyla pek cok lipid tirevleri
Olcllebilmekle birlikte en sik malondialdehit (MDA) 6lgimi
kullaniimaktadir (8).

Nilvadipin, L-tipi kalsiyum kanallarini selektif olarak bloke eden
dihidropiridin yapisinda bir kalsiyum kanal blokeridir. Diger
kalsiyum kanal blokerleri gibi damar diz kaslarinda
vazodilatasyon yapar ve halen antihipertansif ila¢ olarak
kullaniimaktadir. Terap6tik doz araliginda kalbin ileti sistemi
Uzerine belirgin bir etkisi yoktur. Deneysel c¢alismalarda
aterosklerozdan koruyucu 6zelliginin oldugu gdosterilmistir (9).
Damarsal etkilerinin disinda nilvadipinin néroprotektif etkinligi
hakkinda bir stredir yogun olarak deneysel c¢alismalar
yapilmaktadir. Nilvadipinin tek doz (10) ve kronik kullanimi ile
(11) beyin kan damarlari diiz kaslarindaki kalsiyum kanallarini
da inhibe ederek, beyin kan akimini artirdi§i gézlenmistir. Beyin
iskemisi modellerinde, nilvadipin hipokampal apoptozisi (12) ve
beyinde infarkt alanini ve 6demi (13) anlamli derecede azaltmistir.
Nilvadipin, selektif olarak hipokampus CA1 bélgesi ndronlarinin
yavas ve hizli akiml L-tipi kalsiyum kanallarini bloke etmistir
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Sekil 1: Nilvadipinin 4-DO iskemisi modelinde sekiz kollu
labirent dogru secim sayilarina etkisi. istatistiksel 6nemli fark
(tek yonlit ANOVA): 3p<0,0002 iskemi-kontrol sham’a kars;
bp<0,001 iskemi-nilvadipin iskemi-kontrol’a kars!.

(14) ve ayni etkiyi hipokampal néron hicre kilturlerinde de
gostermistir (15). Nilvadipinin hipokampustaki yaslanmaya neden
olan mekanizmalar bozarak, yaslanmaya bagh gelisen bellek
bozuklugunu dizeltti§i de 6ne strllmastir (16).

insanlarda gériilen bellek bozuklugunu deney hayvanlarinda
modellemek amaciyla 6zellikle son yillarda AH igin yeni deneysel
modeller uygulanmaya baslanmistir (17). Calismamizda deney
hayvanlarinda bellek bozuklugu modeli gergeklestirmek icin
tekrarlayici gegici global beyin iskemisi modeli olarak dort damar
okliizyon (4-DO) modeli uygulanmistir. Bu modelde iskemi
gelisimi; kan akimi, metabolizma 6lcimi ve histopatolojik
calismalar ile kanitlanmistir (18, 19, 20).

inme hastaligindan kaynaklanan bilissel bozukluklarin tani ve
tedavi olasiligi bulunmaktadir (21). Bu ¢alismada, profilaktik
olarak kullanilan nilvadipinin 4-DO modelinde hipokampal MDA
diizeyine ve bellek bozukluguna olan etkisinin arastiriimasi
amaclanmistir.

GEREG VE YONTEM

Bu calisma Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji
Anabilim Dali laboratuarlarinda gerceklestirilmistir. Calismaya
baslamadan énce Pamukkale Universitesi Tibbi Etik Kurul onay!
alinmistir ve tim calisma suresince deney hayvanlari calisma
etiine uyulmustur.

Deney Hayvanlari

Calismamizda 4-6 aylik, 220-300g agirliginda 30 Wistar erkek
sican kullanilmistir (Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari
Birimi), ancak secim ve operasyonlar sonrasinda toplam 22 sican
deneye alinmistir. Deney hayvanlarinin tamami calisma boyunca
22+2 °C oda 1sisinda, %5045 nem ortaminda, 12 saatlik aydinlk-
karanhk déngust bulunan bir ortamda takip edilmistir.

Deneye alinacak her sicana sekiz kollu labirent yoéntemi
uygulanarak, sicanlar rastgele olarak ti¢ gruba ayriimistir:

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

2) iskemi-kontrol grubu (n=7): Operasyon éncesi 7 giin boyunca
salin verilerek bu siire sonunda operasyon ginii deneysel 4-DO
yontemiyle global beyin iskemisi modeli uygulanan grup.

3) iskemi-nilvadipin grubu (n=7): Operasyon 6ncesi 7 giin
boyunca nilvadipin 3,2 mg/kg/giin dozunda profilaktik olarak 7
gin boyunca intraperitoneal (i.p.) olarak uygulanarak, sire
sonunda operasyon guni deneysel 4-DO y6ntemiyle global beyin
iskemisi modeli uygulanan grup.

Sekiz Kollu Labirent Calismasi

Deneyde kullanilan sicanlarin tamamina, tiim islemlerden 6nce
sekiz kollu labirent ¢alismasi uygulanmistir. Calisma icin
kullanilan aygit daha énce belirtilen sekilde yapilmistir (12). Bu
aygit yerden 50 cm yiikseklikte bir tabela Uizerinde konulan 24 cm
capinda ve sekizgen sekilde merkezi bir bélimden yayilan sekiz
adet kola sahiptir (her kol 50 cm uzunlugunda, 10 cm genisliginde
ve etrafi 50 cm yulkseklikte saydam duvarla cevrilmistir). Her
kolun sonunda 1 cm derinlikte ve 3 cm capinda bir yem (30-50
mg seker) tabagi yer almaktadir. Calismanin yapildigi odaya,
sicanlarin gérebilecegi sekilde, sinama aygitinin kenarlarindan 50
cm uzaga, gorsel cisimler yerlestirilmistir. Tim c¢alismalar
boyunca cevre diizeni ve aydinlatma hic degistirilmemistir. Tim
calismalar saat 09:00-13:00 arasi yapilmistir. Sinama suresince
sicanlara kisith yem verme yontemi uygulanmistir. Deney
boyunca su kisitlamasi yapiimamistir. Cihazdan 2 metre yukariya,
bir kamera yerlestirilerek, tim calisma goruntileri bilgisayara
aktarilmis ve sicanlarin her kolu ziyaretlerini “zaman-secim
sayisi-girilen kol numarasi” u¢lisu olarak kayit yapan bir yazilim
(Amonra Stop Watch) kullanilarak veriler kaydedilmistir.
Sicanlarin her kola girisleri bir segim olarak kaydedilmistir. Her
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kola ilk girisleri dogru secim (DS), herhangi bir kola ikinci ve
daha sonraki tekrar girisleri ise yanlis secim (YS) olarak
degerlendirilmistir. Her calisma turu bir sican her 8 kolu ziyaret
ettiginde veya 10 dakika tamamlandiginda sonlandiriimistir.
Sicanlarin ilk 8 secimi bu yontemle de@erlendirilmistir. Sekiz
kollu labirent uygulamasi, én alistirma, 6grenme/secim ve post
operatif degerlendirme boélimleri olmak (zere toplam 3 b&lim
olarak yapilmistir.

1. On ahstirma boliminde sicanlar grup halinde (5 sigan/grup)
lic giin boyunca giinde 10 dakika streli ti¢ tur olmak Uizere ve
turlar arasi 60 dakika ara ile aygita ve yeme alistiriimistir.

2. Ogrenme/Secim boliminin amaci siganlarin ¢alismayi
o6grenmesidir. Bu amagla 14 giin boyunca her sicana tek tek,
hergun turlar arasi 60 dakika olacak sekilde glinde 3 tur
uygulanmistir. Ondérdinct giin sicanlarin segimi yapilmistir.
Secim guni herhangi bir turda ilk sekiz secim icinde 7 veya 8 DS
yapan hayvanlar 6grenmis olarak deneye secilmistir. Bu 6zelligi
saflayamayan hayvanlar deneye alinmamamistir. Secim glni
verileri operasyon sonrasi veriler ile karsilastirilarak
degerlendirme yapilmistir.

3. Post operatif degerlendirme boélimiinde secim sonrasi bir giin
ara verilerek iskemi modeli uygulanmistir ve yedi giin sonra tim
hayvanlara tek tur olarak sinama uygulanmistir. Bu sinama
6grenme bolimindeki ayni 6zelliklere goére uygulanip, ilk sekiz
secimleri degerlendirilmistir.

Dért Damar Okliizyon Modeli ve iskemi Uygulamasi

Deneydeki sham grubu disindaki tim sicanlara dért damar
okliizyon yontemiyle yapilan deneysel tekrarlayici gegici global
beyin iskemisi modeli, daha énceden belirlenmis protokole uygun
olarak yapilmistir (12). Bu modelde tiim hayvanlara operasyon
oncesi inhale anestezi uygulanmistir. inhale anestezi icin izofluran
(Isoflurane, Rhodia Organique Fine Ltd., Baltimore, ingiltere) %
2-3 oraninda kullaniimistir.

iskemi modeli icin éncelikle vertebral arter bipolar koagiilator
kullanilarak koterlenmistir. Bu islem her iki tarafta yapilarak
baziller arteri besleyen her iki vertebral arterin kalici olarak
kapatilmasi saglanmistir. Operasyonun ikinci asamasinda,
sicanlarin bilateral karotis arterleri pamuk iplikle askiya alinarak
iplik cilt altina yerlestirilip cilt dikilmistir. Operasyondan bir giin
sonra, karotis arterler yiizeye cikarilmis ve 100 g’lik arter
klempleri kullanilarak 10 dakika boyunca her iki arteria karotis
kommunisler kapatilmistir. On dakika sonunda klempler
cikarilmistir ve 60 dakika ara verilerek ayni klempleme islemi
tekrarlanmistir. Tim sicanlara operasyon sonrasi sivi kaybini
yerine koymak amaciyla 4 mL saline cilt altindan verilmistir.
Operasyon sonrasl yedinci giin tiim siganlara sekiz kollu labirent
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Sekil 2: Nilvadipinin 4-DO iskemisi modelinde sekiz kollu
labirent yanlis secim sayilarina etkisi. istatistiksel dnemli fark
(tek yonlit ANOVA): 8p<0,001 iskemi-kontrol sham’a kars;
bp<0,04 iskemi-nilvadipin iskemi-kontrol’a karsi.

sinamasi uygulandiktan sonra, derin eter anestezisi uygulanmis
ve anestezi altindaki bu sicanlar dekapite edilmistir. Sicanlarin
hizli bir sekilde beyinleri ¢ikarilmis, bir lam Gzerine alinarak
hemen -20 °C’de donmaya birakilmistir.

Malondialdehid (MDA) Olgimii

Hipokampus 6rneklerinde MDA diizeyi 6l¢iimi, asidik ortamda
tiobarbitirik asitle olusturdugu rengin 532 nm’de absorbansinin
Olclilmesi prensibine dayanan, Ohkawa ve arkadaslarinca
belirlenen yontem uygulanarak yapilmistir (22). Bu yéntemde
kisaca; 0,5 mL doku homojenati (izerine %8,1 sodyum dodesil
sulfat 0,2 mL, pH’si 3,5 olan %20 asetik asit 1,5 mL ve %0,8
tiobarbitirik asit soltisyonu 1,5 mL eklenerek 95 °C’de 60 dakika
boyunca isitilmistir. Sogutulduktan sonra 4000 devirde 10 dakika
santrifiij edilmis ve (st tabakanin absorbansi 532 nm’de
Olclilmastir.  Standart  olarak  1,1,3,3-tetraetoksipropan
kullanilarak ¢izilen 6l¢cimleme grafiginde numunedeki MDA
miktari hesaplanmis ve nmol/g-doku olarak ifade edilmistir (23).
ilag uygulamalari

Bu calismada kullanilan Nilvadipin Astellas Pharma Inc. Osaka,
Japonya firmasindan saglanmistir. Nilvadipin 6nce birka¢ damla
etil alkolde ¢ozlindirilip distile su ile seyreltilerek sollisyon
seklinde hazirlanmistir.

istatistiksel analiz

Sicanlarin sekiz kollu labirent basarilari iskemi 6ncesi ve sonrasi
gruplar arasinda karsilastirilmistir. iskemi-kontrol grubu sham
grubuyla karsilastirilirken, Nilvadipin grubu ise iskemi-kontrol
grubu ile karsilastiritimistir. Ayrica her grupta, grup ici iskemi
oncesi ve sonrasi karsilastirmasi da yapilmistir. MDA verileri ise
operasyon sonrasi gruplar arasi olarak Kkarsilastirilmistir.
Calismada istatistiksel degerlendirme, tek yonli ANOVA analizi
kullanilarak yapilmistir.

BULGULAR

Bellek Uzerine Olan Etkiler

Operasyon 6ncesindeki DS sayisi sham grubunda 7,50+0,20;
iskemi-kontrol grubunda 7,57+0,22; nilvadipin grubunda
7,29+0,20 olarak bulundu. Bu degerler karsilastirildiginda tiim
gruplar arasinda herhangi bir anlamli farklilik gorilmedi.
Operasyon sonrasi hiitin gruplarin DS sayilari karsilastirildi§inda,
aralarinda anlamh fark bulundu (p<0,001). Sham grubunda DS
7,75+0,17 degerindeydi. Bu deger operasyon éncesindekinden
farkl degildi. iskemi-kontrol grubunda uygulanan iskemi DS’yi
anlamli olarak (p<0,0002) ayni grup iskemi Oncesine gore
4,43+0,57’ye dusirdi. Ote yandan nilvadipin, iskemi-kontrol
grubunda gorilen azalmayi diizelterek DS sayisini 7,00+0,24’e
kadar yukseltti (p<0,002) (Sekil 1).
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Sekil 3: Nilvadipinin 4-DO iskemisi modelinde hipokampus
malondialdehid (nmol/g-doku) diizeylerine etkisi. istatistiksel
Onemli fark (tek yonli ANOVA): 8p<0,0004 iskemi-kontrol sham’a
karst; bp<0,0001 iskemi-nilvadipin iskemi-kontrol’a karsl.
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Operasyon &ncesindeki YS sayisi sham grubunda 0,50+0,19;
iskemi-kontrol grubunda 0,43+0,22 ve nilvadipin grubunda
0,71+0,20 olarak bulundu. Biitiin gruplarin operasyon éncesi YS
sayllar Kkarsilastirildiginda aralarinda herhangi bir anlamh
farklihk gérilmedi.

Operasyon sonrasl biittin gruplarin YS sayilari karsilastirildiginda,
aralarinda anlamli fark bulundu (p<0,006). Sham grubunda YS
sayisi 0,25+0,17 oldu. Bu deger operasyon éncesindekinden farkl
degildi. iskemi-kontrol grubunda uygulanan iskemi YS’yi anlamli
olarak (p<0,001) ayni grup iskemi 6ncesine gore 1,71+0,31’e
yikseltti. Ote yandan nilvadipin iskemi-kontrol grubunda gériilen
YS artisini anlaml olarak (p<0,05) 1,00+0,24°e dustrdi (Sekil
2).

Malondialdehid (MDA) Uzerine Olan Etkiler

Tim gruplar arasinda MDA diizeyleri karsilastirildiginda,
aralarinda anlamli derecede fark bulundu (p<0,001). Sham grubu
ile iskemi-kontrol grubunun MDA diizeyleri karsilastirildiginda,
sham grubunda 31,77+2,05 nmol/g olan degerin iskemi-kontrol
grubunda 56,70+2,49 nmol/g’a yiikselerek anlamli derecede
(p<0,0004) artti§i go6zlendi. Nilvadipin, iskemi-kontrol
grubundaki MDA diizeyi artisini anlamli olarak (p<0,0001)
azaltarak 27,88+1,86 nmol/g diizeyine indirdi (Sekil 3).

TARTISMA

4-DO iskemi modelinin basarisinin degerlendirilmesi deneyde
kritik dneme sahiptir. Calismamizda ana karotis arterlere klemp
takilmasindan hemen sonra bazi si¢anlarda yarim dakika kadar
stiren aktivasyon (ziplama, yuvarlanma, dlizensiz viicut ve kuyruk
hareketleri gibi) gortlmastir. Arterlerin kapatilmasindan bir
dakika sonra tlim sicanlarda denge kaybi ve diiserek yana yatma
gorilmistir. On dakikalik stre sonunda klempler ¢ikarildiktan
yarim dakika icinde sicanlar tekrar ayaga kalkarak normal
postirlerini kazanmislardir. Bu durum iskemi uygulamasinin
basarisinin da bir gostergesi olarak gorilmektedir. Ayni modelin
uygulandig§i baska calismalarda da ayni davranis degisikligi
goriilmastar. Bu agidan deneyimiz bu calismalarla uyumludur (12,
24). Ayrica calismamizda uyguladigimiz iskemi modeli, sekiz
kollu labirent testinde DS sayilarini azaltmistir. Bu durum,
siganlarin referans belleklerinin bozuldugunun bir gdstergesidir.
Ayni modelin uygulandi§i benzer calismalarda iskemiyle birlikte
DS sayilari azalmistir. Bu calismalarda ortalama olarak DS
sayilari 5+1 dolaylarindadir. Calismamizda elde ettigimiz
sonuclar daha 6nceki calismalarda elde edilen rakamlarin alt
sinirindadir ve séz konusu c¢alismalarla uyumludur (12, 24, 25).
Calismamizda Y'S sayilari iskemi uygulamasiyla birlikte artmistir.
Bu durum da sicanlarin yakin belleklerinin bozuldugunun bir
gostergesidir. Diger calismalarda YS sayilari 7+2 olarak
kaydedilmistir. Calismamizdaki YS sayisi artisi ise bu sayiya
oranla oldukca duslktir. Bunun nedeni; bu yayinlarda on dakika
icindeki tim YS’lerin dikkate alinmis olmasidir (12, 24, 25).
Calismamizda ise sadece ilk sekiz secimdeki YS’ler dikkate
alinmistir. Her iki sonug¢ da birbirini desteklemekle birlikte, ilk
sekiz secimdeki YS sayisi artisinin degerlendirilmesi deneyin
daha saglikli sonuglandiriimasi agisindan uygun bir ydntem
olabilir. Bu yontemin olumsuz yani ise, sayilar ¢ok kiigiik
kaldigindan bazi durumlarda YS sayisi artisinin  fark
edilemeyisidir.  Ancak deneyimizde bdyle bir durumla
karsilasilmamis, gruplar arasindaki YS sayisi artisinin anlamli
oldugu gorulmustir. Tum bu veriler degerlendirildiginde,
calismamizda uyguladigimiz dort damar iskemi modelinin basarili
oldugu, sicanlarda bellek bozuklugu gelistigi kesinlik kazanmustir.
iskemide en fazla ve secici sekilde etkilenen beyin bélgelerinden
birisi bellekte 6nemli rolii olan hipokampustur (18, 24, 26).
Hipokampusta ndron élimindn goéruldigu hemen her durumda
bellekte bozulma goériillmektedir. iskemi sonrasi gériilen néron

6limunde temel nedenlerden birisi ROS’a bagli 6limdir. MDA,
ROS’lar ile olusan lipid peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikar. Bu
nedenle dokudaki MDA diizeyi olusan hiicre 8liminin bir
belirteci olarak kullaniimaktadir. Calismamizda iskemi
uygulanmasiyla hipokampustaki MDA diizeyinde, sham grubuna
gore belirgin bir artis gorilmistir. Benzer bir ¢alismada da
hipokampal MDA dizeylerinin arttigi goriilmustir. Ancak sham
grubundaki diizeyler ve ayrica iskemi nedeniyle gozlenen artislar
benzer oranlarda degildir (27). Tim bu ¢alismalarin sonuglari
incelendiginde hipokampus MDA diizeylerinin 10-120 nmol/g-
doku arasinda degisen seviyelerde oldugu gorilmektedir
Calismamizda bu degerler 30-60 nmol/g-doku arasindadir. Bu
farkhlik, farkli iskemi modelinin uygulanmasi veya MDA ile ilgili
farkli yéntem ve standartlarin kullaniimasi veya MDA diizeyinin
nmol/mL, pumol/mg-protein, nmol/g-doku gibi farkli birimlerde
ifade edilmesine bagh olabilir (23,28, 29 ).

Sonuglarimiz, iskemiye bagh &zellikle ROS’tan kaynaklanan
hipokampus hiicre 6limindn, bellek bozukluguna neden
oldugunu disuindiirmektedir. Bu calismada uygulanan tekrarlayici
gecici global beyin iskemisi modelinde basarili olunmus ve yeterli
derecede yakin bellek bozuklugu saglanmistir.

Nilvadipin antihipertansif olarak klinikte kullanim alani olan
kalsiyum kanal blokeri bir ilagtir. Son yillarda bu ilacin
noroprotektif etkinligi Gzerinde durulmaktadir. Orta serebral arter
okliizyonu yontemiyle bdélgesel beyin iskemisi olusturulan
sicanlarda nilvadipin proflaktik olarak 3 mg/kg/giin dozunda 7 ve
14 glin boyunca kullanildiginda iskemi alaninin ki¢tldigu ve
iskemi alanindaki 6ddemin azaldi§i kaydedilmistir (13). Ayrica
gecici beyin iskemisi ¢alismasinda nilvadipin 1 ve 10 mg/kg/giin
dozunda uygulandiginda, mikrotiibil associated protein-2
diizeyindeki azalmay! inhibe ederek, anlamli derecede
noroprotektif etkinlik gostermistir (30).

Calismamizda nilvadipin global beyin iskemisi modelinde ilk defa
profilaktik olarak kullaniimistir. Nilvadipin kullanimiyla sekiz
kollu labirent sinamasinda iskemi grubuna gére DS sayilari
artmis, YS sayilari da azalmistir. Bu durum, bellek bozuklugunun
nilvadipin ile dizeldigi anlamina gelmektedir. Calismamizda
ayrica ilag uygulanmasiyla hipokampusta MDA diizeyi iskemi
grubuna gore azalmistir. Bu durum nilvadipin kullanimi ile
hipokampustaki ROS’a bagli hicresel o6limin azaldigini
distindiirmektedir.

iskemi modelinde yapilan bir calismada nilvadipin (3,2 mg/kg)
iskemiden hemen sonra verildiginde DS’yi belirgin derecede
arttirmis ve YS sayilari azalmistir. Bu c¢alismada ilag
uygulanmasiyla hipokampusta apoptotik néron élimaniin azaldig
ve apoptozise bagli mMRNA, bax ve kaspaz-3 ekspresyonunun
azaldigi gosterilmistir (12). Ayni calismadaki nilvadipin kullanimi
ile DS sayisi artisi ¢calismamizdaki bulgular ile uyumlu olmakla
birlikte, YS sayisi azalmasi calismamizda daha az olarak
goriinmektedir. Bunun nedeni Y'S sayisinin bizim ¢alismamizda
sadece ilk sekiz se¢imin degerlendirilmesinden olabilir.
Nilvadipin hipokampal CAL1 bdlgesi néronlarinda segici olarak,
yavas ve hizli akimli L-tipi kalsiyum kanallarini bloke etmektedir.
Bu etkiye serebral vazodilator etkisi de eklenince, ilacin iskemide
belirgin hipokampal néroprotektif etkinlik gdsterdigi ve bellek
bozulmasini diizelttigi bildirilmistir (14). Nilvadipinin ayni etkisi
hipokampal néron hiicre kiltirlerinde de calisiimis ve yine bu
hiicrelerde de L-tipi kalsiyum kanallarini secici olarak inhibe
ettigi gosterilmistir (15). Nilvadipin serebral kan damarlarindaki
kalsiyum kanallarini da inhibe ederek serebral kan akimini arttirir.
Klinik bir calismada, kronik serebral infarktl 7 hastada tek doz 4
mg oral nilvadipin ile serebral kan akiminin artti§i gézlenmistir
(10). Baska bir klinik denemede ise hipertansiyona ek olarak
kronik major serebral arter okliizyonu olan hastalarda nilvadipin
kronik olarak 3 ay kullaniimis ve serebral kan akimini anlamli
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derecede artirmistir (11). Yapilan tim bu ¢alismalar sonucunda
nilvadipinin L tipi kalsiyum kanallarini inhibe ederek iskemi
sirasinda gelisen hiicre 6limunt énledigi (15); beyin damarlarinda
vazodilatasyon yaparak iskemiden hicreleri korudugu (11),
apoptozisi engelleyerek gec hiicre olumini azalttigr (12)
gorilmektedir. Nilvadipin bu mekanizmalar ile néroprotektif
etkinlik gostermektedir. ROS’a bagl hiicre 6limani nilvadipinin
engelledigine yonelik herhangi bir calisma yoktur. Benzer baska
calismalara ihtiya¢ vardir. Ancak hiicre élimiinde tek bir
mekanizmadan s6z etmek kesin olarak olasi degildir. Genel olarak
tim mekanizmalarin hicresel zedelenmeye katkisi oldugu
distinalir. Bu agidan bakildiginda, diger mekanizmalarin yani
sira nilvadipinin ROS’a bagl néron 6limini de azalttigr deney
sonuglarimiza gére distnilebilir. iskemi uygulanmasiyla
hipokampusta MDA dizeyi artmistir, nilvadipin bu dizeyi
azaltarak iyilestirici etki gostermistir. Nilvadipinin bu etkisinde
hicre igindeki artan kalsiyum nedeniyle gdérilen hiicre
zedelenmesini, kalsiyum kanallarini inhibe ederek engellemesi ve
ek olarak beyin damarlarinda vazodilatasyon yaparak hiicreleri
iskemiden ve ROS’a bagli zedelenmedendan korumasi
disunilebilir.

Sonug olarak: Uygulanan iskemi modeli si¢anlarin sekiz kollu
labirent testinde, calisan ve referans bellegi bozmustur.
Uyguladigimiz iskemi modelinde bir hafta proflaktik olarak
kullanilan nilvadipin, hipokampusta hicre 6limi Uzerine
koruyucu etki gostererek bellek bozuklugunu dizeltmistir.
Avralarinda inmenin de bulundugu bellek bozuklugu yapan birgok
noronal hastalikta, nilvadipinin ndroprotektif bir ilag olarak
profilaktik sekilde kullanimi énerilebilir. Ancak bu amaca yonelik
olarak daha fazla deneysel ve klinik ¢alisma yapilmasina ihtiyag
oldugunu disinmekteyiz.

Tesekkir: MDA analizlerinde yardimlarindan dolay1 Pamukkale
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’ndan
Dr. Selahattin Sert’e tessekiir ederiz.
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