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TÜRKÇE ÖZET 

Normoksik ve İskemik Koşullarda İnkübe Edilen Sıçan Kortikal Dilimlerinin 

TTC İle Boyanması: İnkübasyon Koşullarının Boyanma Üzerine Etkisi 

Amaç: Deneysel iskemi ve benzeri durumlarda meydana gelen beyin hasarının 

büyüklüğünün doğru bir şekilde gösterilmesi, hasar mekanizmasının açıklanması ve 

yeni terapötik yaklaşımlar geliştirilmesi açısından oldukça önemlidir. İnfarkt alanının 

belirlenmesi amacı ile en fazla tercih edilen yöntemlerden biri beyin kesitlerinin 2,3,5-

trifeniltetrazolium klorür (TTC) ile boyanmasıdır. Ancak, değişik deneysel 

prosedürler kullanılması ile bu boyamada farklı sonuçlar elde edildiği literatürde 

görülmektedir. Biz bu çalışmayı; inkübasyon ortamındaki dilim sayısının TTC 

boyama yoğunluğu üzerine etkisini ve bunun hasarlanma ile ilgili diğer parametreler 

için de söz konusu olup olmadığını incelemek amacıyla planlandık. 

Metod: Dişi Sprague Dawley sıçanlardan hazırlanan kortikal dilimler (0,4 mm) 2 ml 

inkübasyon ortamına 1,3,6 dilim olacak şekilde yerleştirildiler. 60 dakikalık 

preinkübasyon periyodundan sonra dilimler normoksik koşullar yanında, in vitro 

iskemi,  H2O2 (1 mM), FeSO4 (0,1 mM) + askorbik asid veya menadion (1 mM)  içeren 

4 farklı oksidatif stres modellerinde inkübe edildiler. İnkübasyon sonunda dilimler 

%0,5 TTC ile boyandı. Doku hasarının tespiti için aynı deney koşullarında, ortama 

salıverilen LDH yanında, doku MDA ve ROS düzeyleri ölçüldü.  

Bulgular: Normoksik koşullarda inkübe edilen dilimlerin TTC boyanma 

yoğunluğunun ortamdaki dilim sayısı arttıkça fazlalaştığı gözlendi. Benzer şekilde 

hasarlanma ile ilgili diğer parametreler de dilim sayısı artışından olumlu etkilendi.  

Dört farklı oksidatif stres modeli ile indüklenen TTC boyanma yoğunluğundaki 

azalma, 1 dilim inkübe edilen grupta en yüksek iken 6 dilim içeren grupta bu azalma 

anlamlılık düzeyine ulaşmadı. Doku MDA ve ROS düzeyleri ile ortama salınan LDH 

düzeylerindeki değişikliklerin de, TTC boyanma yoğunluğundaki değişikliklerle 

yüksek derece korelasyon gösterdiğini tespit edildi. 

Sonuç:  Bu çalışmadan elde edilen sonuçlar, inkübasyon ortamındaki dilim sayısının, 

normoksik ve oksidatif stres koşullarda deney sonuçlarını etkileyebileceğini açıkca 

göstermektedir. Bu etkinin mekanizmasını tez çalışması kapsamında çalışılmamış 
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olmakla birlikte, etkinin inkübasyon ortamına salınan endojen nöroprotektif 

maddelerin konsanstrasyonlarındaki değişiklik ile ilişkili olduğunu düşünmekteyiz.  

Anahtar sözcükler: İn vitro iskemi, H2O2, Menadion, TTC boyaması, ROS  
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İNGİLİZCE ÖZET 

Staining of the Rat Cortical Slices with 2,3,5 Triphenyltetrazolium Chloride 

(TTC) either in Normoxic and Ischemic Conditions: Effect of Incubation 

Conditons on Staining Of The Slices 

Objective: The accurate quantitation of tissue damage produced under in vivo or vitro 

conditions is important to the investigation of injury mechanisms and therapies. 

Although 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC), a marker of the mitochondrial 

enzyme activity, is widely used to assess the effects of cerebral ischemia, many 

controversial results, probably due to experimental models used, are easily seen in the 

literature. In present study we aimed to demonstrate whether number of the brain slices 

in the medium alters their staining intensities with TTC and if present, whether changes 

in the other parameters related to tissue damage also show a close similarity under in 

vitro conditions.   

Methods: 1, 3, 6 cortical slices (0.4 mm) prepared from female Sprague Dawley rats 

were placed into the incubation plates containing 2 ml oxygenated physiological 

medium. After 60 min of preincubation period, cortical slices were incubated either in 

normoxic or four different oxidative stress conditions; namely in vitro ischemia or 

H2O2, (1 mM), FeSO4 (0.1 mM) + ascorbic acid or menadione (1 mM) models. At the 

end of each oxidative stress models, slices were stained with 0.5% TTC. Tissue MDA 

and ROS levels and the leakage of LDH into the medium were also studied for 

determination of the tissue damage occurred under these experimental conditions.  

Results: When incubated in normoxic medium, staining intensities of the slices were 

highly correlated with the number of slices in the medium. Similarly, other parameters 

related to tissue damage were also affected in a positive way by the increasing the slice 

number in the medium. Whereas all oxidative stress models used here caused 

significant declines in TTC staining intensities in one slice containing group, neither 

in vitro ischemia nor other models-induced declines reach to statistically significant 

level in six slices containing group.  Alterations in LDH leakage from the slices and 

tissue MDA ROS levels, on the other hand, were found to be highly correlated with 

the changes observed in TTC staining intensities.    
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Conclusion: These results clearly indicate that experimental conditions such as slices 

quantity or incubation volume significantly alters the results observed under normoxic 

or ischemia-like conditions. Although the mechanism(s) remained to be determined, 

increasing the slice quantity or decreasing the incubation volume probably causes an 

increase in the concentration of endogenous substance(s) in the medium which are 

probably involved in neuroprotection as seen in present study.  

Key words: In vitro ischemia, H2O2, menadione, TTC staining, ROS 



1 
  

1. GİRİŞ 

Deneysel iskemi ve benzeri durumlarda meydana gelen beyin hasarının 

büyüklüğünün doğru bir şekilde gösterilmesi, hasar mekanizmasının açıklanması ve 

bu hasara karşı yeni terapötik yaklaşımlar geliştirilmesi açısından son derece 

önemlidir. İnfarkt alanının belirlenmesi amacı ile en fazla tercih edilen yöntemlerden 

bir tanesi beyin kesitlerinin 2, 3, 5-trifeniltetrazolium klorür (TTC) ile boyanmasıdır. 

Normalde renksiz olan TTC canlı dokudaki mitokondrilerde süksinat dehidrogenaz 

enzimi tarafından kırmızı-pembe renkli formazan’a dönüştürülmektedir. Kesitlerin 

fotoğraflanması ve değişik analiz yöntemleri ile boyanan alanların büyüklüğünün 

belirlenmesi ile veya kırmızı formazan bileşiğinin dokudan geri alınıp yoğunluğunun 

dansitometrik olarak ölçülmesi ile infarkt alanının büyüklüğü saptanabilmektedir. 

İskemi ve benzeri koşulların beyin dilimlerinde dopamin, glutamat ve diğer 

aminoasitlerin salıverilmesi ve LDH çıkışı üzerine olan etkileri anabilim dalımızda 

uzun zamandır çalışılan konuların başında gelmektedir. Son olarak yaptığımız ve 

yayınladığımız bir çalışmada da iskeminin neden olduğu doku hasarı üzerine alfa keto 

asitlerin ve glutamatın koruyucu etkileri TTC boyama yöntemi kullanılarak 

karşılaştırılmıştır (Demircan ve ark., 2013). Bu çalışmalar esnasında gözlediğimiz 

“inkübasyon ortamındaki dilim sayısı arttıkça dilimlerin TTC ile boyanabilirliklerinin 

arttığı” yönündeki ön bulgularımız bu tez çalışmasının çıkış noktasını oluşturmuştur.   

Bu çalışma yukarıda belirtilen bu ön bulgulardan hareketle; 

1) İn vitro beyin dilimleri inkübasyon çalışmalarında TTC boyanabilirliği 

açısından optimum deney koşullarını ortaya koymak,  

2) TTC boyanma yoğunluğu ile; a) doku hasarının bir göstergesi olan 

dilimlerden LDH çıkışı arasında, b) doku hasarlanmasından öncelikle sorumlu tutulan 

serbest oksijen radikallerinin (ROS) düzeyleri arasında ve c) lipid peoksidasyon ürünü 

olan malondialdehid (MDA) düzeyleri arasında bir korelasyon olup olmadığını 

göstermek,  

3) TTC ile boyanma yoğunluğu onların yaşayabilirliğini veya mitokondrial 

enerji üretiminin sürdürüldüğünü gösteren bir parametre olduğuna göre, ortamdaki 
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dilim sayısı artışının farklı oksidatif stres modellerinin neden olduğu hasar 

büyüklüğünü değiştirip değiştirmediğini göstermek ve bu değişikliğin biyokimyasal 

bulgularla paralel olup olmadığını ortaya koymak amacı ile planlanmıştır. 
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2.  GENEL BİLGİLER 

2.1. Deneysel Bir Model Olarak Beyin Dilimlerinin Kullanılması 

Beyin dilimlerinin in vitro deneysel çalışmalarda kullanımı yaklaşık 75 yıl 

önce anaerobik glikolizisin neden olduğu doku fosfat dağılımındaki değişikliklerin 

tavşan beyin dilimlerinde incelendiği çalışma ile başlamıştır (Giffen Macfarlane and 

Weil-Malherbe, 1940). Takip eden yıllarda, beyin dilimlerinin hazırlanmasında 

kullanılan dilimleyiciye de adını veren McIlwain tarafından beyin dilimleri üzerinde 

santral sinir sisteminin metabolizmasına yönelik çalışmalar yapılmıştır (Buchel ve 

McIlwain, 1950; McIlwain ve Cheshire, 1950). Hipokampustan elde edilen dilimlerin 

normal sinaptik aktivitelerini sürdürebildiklerinin gösterilmesinden sonra, beyinin 

çeşitli bölgelerinden elde edilen dilimlerin in vitro deneysel bir model olarak 

kullanılması giderek yaygınlaşmıştır (Nagerl ve ark., 2004; Galimberti ve ark., 2006). 

Nörotransmitter sentez ve salıverilmesinin incelenmesinden, reseptör sonrası olayların 

kantite edilmesine, enzim aktivitesi ve protein sentez hızlarının ölçümünden, yapısal 

değişiklerin saptanabilmesine kadar hemen bütün biyokimyasal, farmakolojik, 

fizyolojik, morfolojik ve histopatolojik değişikliklerin bu model üzerinde 

çalışılabilmesi mümkündür (Pringle ve ark., 1996; Ray ve ark., 2000; Cho ve ark., 

2004;). 

Beyin dilimlerinde olduğu gibi, vücut dışına çıkartılan ve uygun bir fizyolojik 

ortam içine alınarak üzerinde çalışılan doku veya organların kullanıldığı in vitro 

yöntemlerin, in vivo yöntemlerle kıyaslandığında bazı dezavantajları yanında, 

üstünlükleri de söz konusudur (Lein ve ark., 2011). İn vitro yöntemlerin başlıca 

dezavantajları şunlardır: 

1) Fizyolojik-sinirsel-hormonal bağlantılarının kesilmiş olması.  

2) Doku bütünlüğünün bozulması. 

3) Dekapitasyon ve dokunun dilimlenmesi esnasında meydana gelen olası 

hasarlanma ve bu hasarlanmanın çalışma sonuçlarına etkisinin tam olarak 

kestirilememesi. 
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4) Dolaşımda bulunan birçok endojen madde veya faktörün dilimlerin içine 

alındığı ve deneyin sürdürüldüğü fizyolojik sıvı içinde bulunmaması ve dilimlerin bu 

endojen maddelerin olası faydalı/zararlı etkilerinden yoksun bırakılmış olması.  

Yukarıda özetlenmeye çalışılan bu dezavantajlara karşın, in vitro yöntemlerin 

in vivo yöntemlerle karşılaştırıldığında üstünlükleri de söz konusudur (De Simoni ve 

Yu, 2006).  Bu üstünlükler; 

  

1) Kullanılan fizyolojik sıvının kimyasal-gaz karışımının ve sıcaklığının 

tamamen araştırıcının kontrolünde olması.  

2) Kan-beyin bariyerinin olmaması nedeni ile dilimlerin bulunduğu ortama 

eklenen ilaçların direkt doku ile temas etmesi.  

3) İn vivo koşullarda olduğu gibi direkt etkiyi baskılayacak refleks mekanizma 

veya aktivasyonların bulunmaması. 

4) İn vivo çalışmalarda kullanılan anestezik maddelerin olası olumsuz 

etkilerinin söz konusu olmaması.  

5) Kısa sürede fazla sayıda veri elde edilmesine olanak sağlaması.  

 

Beyin dilimlerinin hazırlanması ve kullanılması ile ilgili iki farklı yöntem söz 

konusudur;  bunlardan bir tanesi “acute brain slices” olarak nitelendirilen ve yetişkin 

deney hayvanı beyinlerinden hazırlanan dilimlerin kullanıldığı yöntemdir. Söz konusu 

bu yöntemde dilimler, perfüzyon ve/veya inkübasyon koşullarında 6-8 saat kadar 

yapısal bütünlüklerini koruyabildikleri için, ancak bu sürelerle sınırlı deneysel 

çalışmalarda kullanılmaya olanak sağlarlar (Fukuda ve ark., 1995). Hücre kültür 

çalışmalarında olduğu gibi beyin dilimi kültürlerinin kullanıldığı model ise 

(organotypic brain slice culture), 3–9 günlük deney hayvanlarının beyinlerinden elde 

edilen dilimlerin uygun ortamlarda günlerce, bazen haftalarca kültür edilmesine  

olanak sağlayan deneysel bir modeldir (Buchs ve ark., 1993; Bahr, 1995). Söz konusu 

modelde yetişkin olmayan beyin kullanılmasının nedeni, hazırlanan dilimlerdeki 

nöronal plastisite hızının çok yüksek olması yanında, gelişimini tamamlamamış beyin 

dokusunun dilimlemenin neden olduğu travmatik hasara karşı daha fazla direnç 

göstermesidir (Del Rio ve ark., 1991; Muller ve ark., 1993).  
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Akut beyin dilimleri modelinin en önemli avantajı, hazırlanmasının kolay 

olması, deneysel işlemin saatler içinde bitirilebilmesi, elektrofizyolojik çalışmalara 

uygun olması ve kısa süre sürede fazla veri elde edilebilmesine olanak sağlamasıdır 

(Colbert, 2006). Diğer taraftan, nöronal plastisite hızının yüksek olması, değişik 

işaretleme teknikleri sonrası nöronal ve glial hücre görüntülerinin elde edilebilmesi, 

özellikle nörodejenaratif ve nöro-gelişimsel alanda beyin dilimleri kültürlerinin 

kullanılmasını yaygınlaştırmıştır (Buskila ve Amitai, 2010; Khurana ve Li, 2013). 

İskemik hasarlanma, Alzheimer ve Parkinson hastalıkları, amyotrofik lateral skleroz 

(ALS) gibi nörodejeneratif hastalıkların mekanizmalarının aydınlatılması ve bunlara 

karşı yeni terapötik yaklaşımlar geliştirilmesi amacı ile beyin dilimleri sıklıkla 

kullanılan deneysel modeller arasında önemli bir yer almaktadır (Corse ve ark., 1999; 

Hsia ve ark., 1999; Sherer ve ark., 2003).  

Yukarıda belirtildiği gibi, akut beyin dilimlerinin hazırlanması yüksek bir 

teknoloji gerektirmemekle birlikte, elde edilen sonuçların tutarlılığı veya tekrar 

edilebilirliği açısından dikkat edilmesi gereken bazı önemli noktalar da söz konusudur. 

Aşağıda maddeler halinde sıralanan bu noktalar tezin son bölümünde daha etraflı bir 

şekilde tartışılacaktır.  

1) Kullanılan deney hayvanının dekapite edilmesi ve beyin dilimlerinin 

hazırlanarak oksijenlendirilmiş ve soğutulmuş fizyolojik sıvı içine alınması 

arasında geçen süre, 

2) Hazırlanan beyin dilimlerinin kalınlığı, 

3) Dilimlerin perfüze veya inkübe edildiği ortamın sıcaklığı,  

4) Deneysel prosedüre başlamadan önce hazırlanan dilimlerin preinkübasyon 

dönemine alınması,  

5) Dilimlerin perfüzyonu mu, yoksa inkübasyonu mu? Birbirlerine 

üstünlükleri?  
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2.2. Beyin Dilimleri Üzerinde Doku Hasarı Oluşturmak Amacı ile Kullanılan 

Deneysel Modeller 

Doku hasarlanmasına neden olan mekanizmaları aydınlatmak ve hasarlanmaya 

karşı yeni terapötik yaklaşımlar geliştirmek amacı ile farklı deneysel modeller 

kullanılmaktadır (Elliot ve Wolfe, 1962; Lipton 1999). Burada sadece bu tez 

kapsamında kullanılan deneysel modellerden ve hasarlanma ile ilgili ileri sürülen 

mekanizmalarından kısaca bahsedilmiştir. 

 

 2.2.1. İskemi-Reperfüzyon Modeli 

İskemi, kanlanmanın bozulmasına bağlı olarak bir doku veya organın oksijen, 

glikoz ve diğer metabolitlere olan gereksiniminin dolaşım tarafından sağlanamaması 

ve bu süreçte oluşan atık ürünlerin yine dolaşım tarafından uzaklaştırılamaması olarak 

tanımlanır (Grace, 1994). Beyin iskemisi tromboz, emboli veya diğer nedenlerle kan 

akımının azalması ya da tamamen kesilmesi sonucu meydana gelir. Kan akımının 

azalması veya tamamen kesilmesi sonucu oksijen ve glikoz gibi enerji kaynaklarının 

tükenmesi ile başlayan ve nöronlarda zedelenmeyle sonuçlanan bir seri olaylar 

gerçekleşir (Woolf, 1992). İskemi süresinin uzaması ile hücredeki hasar geri 

dönüşümsüz olur ve hücrelerin bütünlüğü kaybolarak hücresel ölüm gelişir.  

İskemi ile hücrede ilk etkilenen olay mitokondrial oksidatif fosforilasyondur 

ve bunun sonucunda adenozin trifosfat (ATP) ve fosfokreatinin sentezinde azalma 

meydana gelir. Ancak iskemide, hem metabolit yetersizliği hem de atık ürün birikimi 

nedeniyle, glikoliz metabolizması hipoksiye oranla daha erken sonlanır ve hasar çok 

daha erken oluşur (De Groot ve Rauen, 2007).  İskeminin devam etmesi, hipoksantin 

ve anaerobik glikoliz ürünlerinin (laktik asit, hidrojen iyonu, inorganik fosfatlar) hücre 

içinde birikmesine, asidozda artışa ve enzim ve proteinlerin hasarlanmasına yol açar 

(Grace, 1994; De Groot ve Rauen, 2007).  

ATP düzeyineki azalma, ATP bağımlı hücre zarı pompalarında fonksiyon 

bozukluğuna neden olarak, hücre dışı potasyum kaybı ve hücre içi ani sodyum- 

kalsiyum- klorür artışına ikincil hücresel şişmeyle sonuçlanır (Kumar ve ark., 1994). 
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Mitokondrilerde aşırı vakuolizasyon, hücre zarında aşırı zedelenme, lizozomlarda 

şişme ve özellikle iskemik alanın yeniden kanlanması durumunda hücre içi aşırı 

kalsiyum (Ca++) tutulumu ile birlikte geri dönüşümsüz hasar kaskadı aktive olur.  

Proteinler, temel koenzimler, ribonükleik asitler aşırı geçirgen zarlardan sürekli 

kaybedilir. Hücreler ATP’nin yeniden oluşumunda kullanacakları metabolitleri 

kaybeder ve pH’ın düşmesi lizozom zarlarının zedelenmesine ve lizozomal enzimlerin 

sitoplazmaya geçmesine yol açar (Hearse ve ark., 1978, Kristian ve  Seisjo, 1998). Bu 

enzimler sitoplazma ve çekirdek içi yapıların sindirimine neden olur. Sonuçta ölü 

hücreler myelin biçimler ve fosfolipidlerden oluşan büyük kitlelere dönüşürler. Bunlar 

daha sonra diğer hücreler tarafından fagosite edilir veya yağ asitlerine parçalanırlar 

(Hearse ve ark., 1978; Sattler ve Tymianski, 2000).  

Doku iskemisi sırasında başka birçok mekanizma da aktive olur. Nükleer 

faktör-kappaB (NF-κB) aktivasyonu sonucu inflamasyon aracılarının ve adezyon 

moleküllerinin (özellikle ICAM-1 ve E-selektin) sentezinde artış olur ve bu artış, 

lökosit adezyonunu arttırır (Vinten-Johansen, 2004; Frangogiannis, 2007). Oksijen 

nitrik oksid (NO) sentezi için de gerekli olduğundan, iskemik dokuda NO seviyesinde 

azalma görülür. Endotel tarafından sentezlenen NO miktarındaki bu azalma 

vazokonstriksiyona neden olur. Bunlara ek olarak kompleman sistem aktivasyonu ve 

platelet aktive edici faktör (PAF) sentez artışı gerçekleşir. Sonuç olarak iskemi, 

dokuyu reperfüzyon hasarına karşı daha hassas bir duruma getirir (Seekamp ve ark., 

1993; Dambrosio ve ark., 2001).  

İskemik dokuya kesilmiş olan kan akımının yeniden sağlanması (reperfüzyon), 

hücre hasar kaskadının aktive olmasına bağlı olarak paradoksal olarak doku hasarına 

yol açar. İskemi/reperfüzyon (İ/R), özellikle myokardiyal ve serebral infarktüslerde 

doku hasarına katkıda bulunması açısından oldukça önemlidir. İ/R hasarının 

fizyopatolojik mekanizmaları tam olarak açıklanamamış olmakla beraber, reperfüzyon 

sırasında dokuda düzeyi artan serbest oksijen radikallerinin (ROS), İ/R hasarından 

önemli ölçüde sorumlu olduğu genellikle kabıl edilmektedir. Süperoksit anyonlar (O-

2), hidroksil radikalleri (OH-), hipoklorik asit (HOCl), hidrojen peroksit (H2O2) ve 

nitrik oksitten türeyen peroksinitrit, reperfüzyon esnasında meydana gelen başlıca 

ROS ürünleridir (Li ve Jackson, 2002; Rodrigo ve ark., 2005). Meydana gelen ROS 
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ürünleri, hücre membranında lipid peroksidasyonuna, DNA parçalanmasına, sülfidril 

aracılı protein çapraz bağları oluşturarak protein parçalanmasının artmasına ve 

enzimatik aktivite kaybına yol açarlar. Bu hücrelerde  oksidan ve antioksidan savunma 

mekanizmaları arasındaki dengenin bozulmuş olması da, artan ROS oluşumunun 

neden olduğu hücresel hasarı daha da artırır (Neumar, 2000; Miki ve ark., 2003). 

İn vivo beyin İ/R hasarı modellerinde, beynin o bölgesindeki orta serebral 

arterde belirli süre oklüzyon yapılarak bölgenin kanlanması kesilir ve sonrasında bu 

oklüzyon ortadan kaldırılarak bölgenin kanlanması yeniden sağlanarak reperfüzyon 

oluşturulur. Beyin dilimlerinin kullanıldığı in vitro beyin İ/R modelinde ise, beyin 

dilimleri preinkübasyon periyodu sonrasında oksijen ve glikoz içermeyen fizyolojik 

ortama alınarak iskemi oluşturulur. Bu dönem sonunda dilimlerin tekrar oksijen ve 

glikoz içeren ortama alınması ile reperfüzyon gerçekleştirilir (Lipton, 1999).    

 

2.2.2. Hidrojen Peroksid Modeli 

Elektronlar atom veya molekülde genellikle eşlenik olarak bulunmaları 

nedeniyle moleküller stabildir ve reaktif değildir. Ancak, moleküle bir elektron ilavesi 

ya da bir elektron kaybı onu reaktif hale getirir. Bu özellikleri nedeniyle serbest 

radikaller kolaylıkla hücre bileşenleri ile reaksiyona girebilir ve onların kimyasal 

yapılarını değiştirerek bu yapılarda hasar oluşturabilirler (Slater, 1984; Nakamura ve 

ark., 2001). Bugüne kadar yapılan çalışmalarda, santral sinir sistemi hastalıklarından 

epilepsi, Alzheimer ve Parkinson gibi pek çok hastalığın oluşumunda rol oynadıkları 

gösterilmiştir (Slater, 1984; Burcak ve Andican, 2004). 

Serbest radikaller organizmada metabolizma sırasında endojen olarak sürekli 

oluşabildiği gibi radyasyon, ilaçlar ve zararlı kimyasallar ile eksojen olarak da ortaya 

çıkabilirler. Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile O-2 radikali, iki elektron 

alarak indirgenmesi ile H2O2 radikali oluşur. Üçüncü elektron ilavesi ile yüksek 

derecede reaktif OH- radikali oluşur. Dördüncü elektron ilavesi ile de su oluşmaktadır 

(Slater, 1984; Philips, 1994).  
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H2O2 güçlü bir radikal olduğu için, in vitro çalışmalarda ROS modellemesi 

amacı ile sıklıkla kullanılmaktadır (Desagher ve ark., 1997; Gul ve ark., 2016). 

Yapılan çalışmalarda in vitro beyin dilimleri inkübasyon sisteminde 0,05 – 1 mM 

dozları arasında inkübasyon ortamına eklenen H2O2’nin, doku ROS düzeyi ile lipid 

peroksidasyonun göstergesi olan doku malondialdehid (MDA) düzeyini doza bağlı 

olarak arttırdığı ve doku canlılığının göstergesi olan TTC boyanma yoğunluğunu ise 

azalttığı gösterilmiştir (Wang ve ark., 2006; Fatehi-Hassanabad ve Tasker, 2011; Gul 

ve ark., 2016).  

 

2.2.3. FeSO4 + Askorbik Asit Modeli  

Serbest radikaller organizmada mitokondrinin yanı sıra hücrelerin hemen tüm 

kısımlarında membrana bağlı veya serbest halde bulunan birçok enzimin katalizlediği 

reaksiyonlar sırasında oluşmaktadır. Bunlar arasında mikrozomal karma fonksiyonlu 

oksidaz sistemi, sitoplazmada ksantin oksidaz, hücre membranına bağlı NADPH 

oksidaz ve lipoksigenazlar gibi enzimlerin kataliz ettiği reaksiyonlar sayılabilir (Slater, 

1984; Philips, 1994).  

ROS’lar, molekülün yapısına göre, oksijen merkezli (süperoksit radikali, 

peroksit radikali, hidroksil radikali, vb.), karbon merkezli (karbon tetraklorür, 

aromatik hidrokarbonlar) veya sülfür merkezli (glutatyon radikali) olarak 

gruplandırılabilir (Slater, 1984; Samokyszyn ve ark., 1989; Philips, 1994). 

O-2 radikali en çabuk ve en kolay oluşan radikaldir. Aktivitesi kısmen düşük 

olmasına karşın diğer radikalleri oluşturduğu için önemlidir. OH- radikali bu grupta en 

güçlü ROS’dur ve oluşması için ortamda demir veya bakır gibi geçiş metallerinin 

varlığı gerekmektedir. Geçiş metalleri tarafından katalizlenen bu reaksiyonlar Fenton 

reaksiyonları olarak bilinir (Freeman ve Crapo, 1982; Philips, 1994; Slater, 1984).  

H2O2 + Fe++             Fe+++  + OH + OH-  

H2O2 + Cu+             Cu++ + OH + OH-  
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O-2 radikali, bir geçiş metalinin varlığında H2O2 ile tepkimeye girerek OH- 

radikalini oluşturur. Bu da Haber-Weiss reaksiyonu olarak bilinir (Freeman ve Crapo, 

1982; Philips, 1994).  

Fe+++ + O-2             Fe++ + O-  

Fe++ + H2O2             Fe+++ + OH + OH-  

H2O2 + O2                  OH + OH- 

Hidroksil radikali büyük molekül yapısı ve elektronegativitesi nedeni ile DNA, 

protein, karbonhidrat ve lipitler gibi makromoleküllerle reaksiyona girerek bu 

yapılarda oksidatif hasara neden olur. Makromoleküller hücrelerde kısıtlı miktarlarda 

bulunduklarından bu yapılarda oluşan hasar oldukça önemlidir.  

Beyin dilimleri inkübasyon sisteminde veya hücre kültürü çalışmalarında, bu 

reaksiyonlar ile ROS oluşturmak için “FeSO4 + askorbik asit” karışımı sıklıkla 

kullanılan bir modeldir. Askorbik asit, inkübasyon ortamına eklenen demirin +2 

değerlikli iyon halinde kalmasını sağlayarak, Fenton reaksiyonu ile doku veya 

hücrelerde OH- radikali oluşmasına neden olur (Samokyszyn ve ark., 1989; Thomas 

ve ark., 1985). 

 

2.2.4. Menadion Modeli 

Beyin dilimleri inkübasyon sisteminde ROS’un etkisini test etmek için 

kullanılan diğer bir madde de menadiondur. ROS oluşturucu etkisi olan ve bu amaçla 

sıkça kullanılan menadion (2-metil-1,4-naftakinon, menafton, K3 vitamini), sentetik 

olarak elde edilen ve yağda çözünen en basit yapılı K vitamini türüdür (Abe ve Saito, 

1996; Criddle ve ark., 2006; Kossenjans ve ark., 1996).  

Menadionun metabolizması sırasında, 1 elektron indirgeyici enzimler, önce 

stabil  olmayan bir semikinon radikali oluşturur ve bunu daha sonra stabil hidrokinona 

indirgerler; moleküler oksijen varlığında ise semikinon ve hidrokinon metabolitlerinin 

yeniden oksidasyonu ROS oluşmasına neden olur (Criddle ve ark., 2006; Nath ve ark., 

1995). Bu nedenle menadionla inkübe edilen dilimlerin daha sonra menadionsuz 
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normoksik ortama nakledilmesi ROS üretimine yol açabilir. Gerçekten de Desagher 

ve arkadaşları (1997), menadionun H2O2 oluşturduğunu, hatta bu bileşiğin inkubasyon 

ortamından uzaklaştırılması sonrasında bile H2O2 oluşumunun devam ettiğini 

göstermişlerdir. Benzer şekilde, endotel hücrelerinde yapılan in vitro bir çalışmada, 

menadion ile oluşturulan oksidatif stres hasar modelinde, menadiona maruz kalmakla 

superoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerinin arttığı gösterilmiştir 

(Kossenjans ve ark., 1996). Anabilim Dalımızda yapılan bir diğer in vitro çalışmada 

da, beyin dilimlerinin menadion ile inkübe edilmesinin herhangi bir etkiye neden 

olmadığı, ancak bu dilimlerin menadion içermeyen oksijenlendirilmiş fizyolojik 

ortama alınmaları sonrası, dilimlerden protein S100B ve LDH çıkışlarının arttığı ve 

TTC boyanmasının azaldığı bulunmuştur (Demircan ve ark., 2014). 

 

Şekil 1. Menadionun reaktif oksijen radikalleri oluşumundaki olası mekanizması (Nath ve ark., 1995). 

 2.3. Beyin Dilimleri İnkübasyon Modelinde Hasar Büyüklüğünü Ölçmek Amacı 

ile Sıklıkla Kullanılan Parametreler  

2.3.1 TTC Boyaması 

İn vivo veya in vitro iskemi-reoksijenasyon modellerinde meydana gelen 

hasarın büyüklüğünü kantite etmek amacı ile değişik histopatalojik boyama yöntemleri 

kullanılmaktadır.  Bu amaçla sıklıkla kullanılan yöntemleri başında, dokuların  

hematoksilen-eozin (H&E) ile veya 2, 3, 5-trifenil tetrazolium klorür (TTC) ile 

boyanması gelmektedir (Goldlust ve ark, 1996; Isayama ve ark, 1991; Yang ve ark., 
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1998). Bederson (1986) ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, hasar alanı tespiti 

açısından, TTC ve H&E boyamasının yakın korelasyon gösterdiği bildirilmiştir. H&E 

boyamasına göre, oldukça ucuz ve kolay olan, fakat aynı zamanda hızlı sonuç 

alınabilen TTC boyama yöntemi, serebral hasar alanın belirlenmesinin yanı sıra, 

myokard ve diğer dokulardaki hasar büyüklüğünün tespitinde de sıklıkla 

kullanılmaktadır  (Denizot ve Lang, 1986; Hussain ve ark., 1993; Varming ve ark., 

1996). 

Suda kolay çözünen ve normalde renksiz olan TTC, canlı dokudaki 

mitokondrilerde, bir proton alıcısı gibi davranarak süksinat dehidrogenaz enzimi 

tarafından kırmızı-pembe renkli formazan’a dönüşmektedir (Altman, 1974; Bederson 

ve ark., 1986; Bednar ve ark., 1994; Belayev ve ark., 1999; Cole ve ark., 1990). 

Kesitlerin fotoğraflanması ve değişik analiz yöntemleri ile boyanan alanların 

büyüklüğünün belirlenmesi ile (Huang  ve ark., 2008; Swarnkar ve ark., 2010) veya 

kırmızı formazan bileşiğinin dokudan geri alınıp yoğunluğunun dansitometrik olarak 

ölçülmesi ile (Gul ve ark., 2016; Xue ve ark., 2004) infarkt alanının büyüklüğü 

saptanabilmektedir.  

İskemide, hasar kaskadının mitokondrilerde enerji metabolizmasının 

bozulmaya başlamasıyla indüklendiği birçok araştırmacı tarafından öne sürülmektedir. 

TTC, mitokondriyal disfonksiyonu ortaya koyan bir boyama olduğundan primer hasarı 

gösteren bu parametre ile, doku hasarını gösteren diğer parametreler arasındaki 

korelasyon oldukça önemlidir. Bu konu ile ilgili yapılan çalışmalarda, TTC 

boyamasının, kristal viyole (Tureyen ve ark., 2004) ve oldukça sık kullanılan 

hematoksilen-eozin (Mathews ve ark., 1999; Okuno ve ark., 2001) boyamasıyla 

paralel sonuçlar ortaya koyduğu ve doku hasarını göstermede en az bu parametreler 

kadar spesifik bir boyama olduğu  yapılan çalışmalarla ortaya konmuştur. Sadece 

hasarlı hücre zarına sahip hücreleri boyayan propidium iyodür boyaması ile TTC 

boyamasının doku hasarını gösterme konusunda paralel sonuçlar gösterdiği bilgisi de 

literatürde mevcuttur (Swarnkar ve ark., 2010). Ayrıca hasarın bir başka göstergesi 

olan dokudan LDH çıkışı ile TTC boyaması arasında yakın bir korelasyon olduğu 

araştırmacılar tarafından yapılan çalışmalarda belirtilmiştir (Huang  ve ark., 2008; Xue 

ve ark., 2004).  
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Şekil 2: TTC’nin hücre içine alındıktan sonra renkli formazon bileşiğine dönüştürülmesi (Bederson ve ark., 1986). 

Konu ile ilgili çalışmalara bakıldığında, hasar büyüklüğünü saptamak amacı ile 

kullanılan TTC çözelti yoğunluğunun büyük farklılıklar gösterdiği ve yoğunluğu %1-

%5 arasında değişen TTC çözeltilerinin sıklıkla kullanıldığı görülmektedir (Bederson 

ve ark., 1986; Bose ve ark., 1988; Goldhust ve ark., 1996). Joshi (2004) ve 

arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, %0,05’lik TTC çözeltisinin, hasarlı ve normal 

dokular arasında en iyi kontrastı oluşturduğu ve böylece hasarın tespit edilmesinde en 

uygun çözelti olabileceği ortaya konmuştur. TTC yoğunluğunda olduğu gibi, 

çözeltinin hazırlanmasında hangi çözücünün kullanılacağı konusunda da bir görüş 

birliği söz konusu değildir. Distile su (Yanamoto ve ark., 2001), %0,9 NaCl (Relton  

ve ark., 2001;  Sandritter ve Jestadt, 1958) veya fosfat tamponu (Goldlust ve ark., 

1996; Li ve ark., 2000) en sık kullanlıan çözücülerin başında gelmektedir. Yine Joshi 

(2004) ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, fosfat tamponun, dokuların TTC ile 

boyanması için en uygun çözücü olduğu vurgulanmıştır. 

 

2.3.2. Malondialdehid (MDA) 

Hücre membranında akışkanlığı sağlamak için, düşük dansiteli lipoproteinler 

(LDL) içerisinde çoklu doymamış yağ asidleri fazla miktarda bulunur (Dekkers, 1996; 

Gotes ve ark., 1990). Serbest radikaller, hücrenin lipid membranından elektron 

yakalayarak lipid peroksidasyonu olarak adlandırılan serbest radikal atağını başlatırlar. 

Çoklu doymamış yağ asidlerinin karbon-karbon çift bağını hedef alan radikaller, 

karbon ve hidrojen arasındaki bağı zayıflatarak lipid hidroperoksitlerinin oluşmasına 

neden olur. Peroksidize olmuş çoklu doymamış yağ asitlerinin en önemli ikincil 
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oksidasyon ürününden biri MDA’dır (Blokhina ve ark., 2003; Suttnar ve ark., 1997). 

Çeşitli hastalıklarda görülen MDA artışının, serbest radikallerin verdiği hasar ile 

ilişkili olduğu birçok çalışma ile ortaya konmuştur ve lipid peroksidasyonun 

değerlendirilmesinde çok yaygın olarak kullanılmaktadır (GuttarLidge, 1995; Suttnar 

ve ark., 1997).  

MDA’nın 100 ºC de tiyobarbitürik asit (TBA) ile reaksiyonu sonrası oluşan 

tiyobarbitürik asit-reaktif maddeler (TBARS) genellikle spektrofotometrik yöntemle 

ölçülürler (GuttarLidge, 1995). Ancak, TBA’nın MDA’nın yanı sıra karbonhidratlar, 

pigmentler, aminoasitler ve piridinler gibi birçok bileşikle de reaksiyona girebilmesi 

nedeniyle bu metod fazla güvenilir bulunmamaktadır (Chirico,1994; Guillen-Sans ve 

Guzman-Chozas, 1998). Diğer taraftan, 2TBA-MDA kompleksinin  fluoresans (Volpi 

ve Tarugi, 1998) veya UV-vis dedektör (Mateos ve ark., 2005) bağlantılı yüksek 

basınçlı sıvı kromatografisi yöntemleri ile de  ölçülebilmesi mümkündür. Ancak, 

MDA ile TBA’nın reaksiyonu için gerekli olan yüksek sıcaklık (95-100 0C) ve kuvvetli 

asidik koşullar (pH 1,5-3,5) örneklerde bulunabilen antioksidanların da 

peroksidasyona uğramalarına neden olur. Bu olumsuzluklarına rağmen günümüzde 

TBARS ölçümü, hala insan (Sjodin ve ark., 1990; 54-56) ve hayvan (Mateos ve ark., 

2005; Sans ve ark., 1995) çalışmalarında plazma, karaciğer, akciğer ve böbrek gibi 

dokulardaki MDA düzeylerinin ölçülmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Alternatif olarak, MDA’nın 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile inkübasyonu 

sonucu meydana gelen hidrazon türevinin yüksek basınçlı sıvı kromatografisi ile 

ölçülmesinin, MDA için çok daha spesifik olduğu ileri sürülmüştür. (Mateos  ve ark., 

2004; Zelzer ve ark., 2013; Blokhina ve ark., 2003; Mateos  ve ark., 2004; Moreira ve 

ark., 2010). Bu tez çalışmasında doku MDA düzeyleri söz konusu bu yöntem 

kullanılarak ölçülmüştür. 

2.3.3. ROS  

ROS, genellikle kullanılan moleküler probun serbest radikaller tarafından 

yükseltgenmesi esasına dayanan metotlarla ölçülmektedir. Oksijen radikal absorbans 

kapasitesi (ORAC) (Ghiselli ve ark., 1995; Glazer, 1990), toplam radikal yakalayıcı 

parametre (TRAP) (Delange ve ark., 1989; Wayner ve ark., 1985) gibi bu esasa 
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dayanan metodlarda, peroksil radikali ROO- ve hedef molekül arasındaki reaksiyon 

sonucu prob yükseltgenir ve yükseltgenmiş prob, özelliğine göre spektrofotometrik 

veya florimetrik yöntemlerle ölçülür (Huang ve ark., 2005; Ou ve ark., 2001). Bu 

çalışmada, temel prensibi aynı olan, Valkonen ve Kuusi (1997) tarafından geliştirilen 

ve peroksi radikalleri için yükseltgenebilir bir prob olan 2,7- diklorofloresin-

diasetat’ın (DCFH-DA) kullanıldığı yöntem kullanılmıştır.  DCFH-DA floresans 

özelliği olmayan bir maddedir. Ancak hücre içine girdiğinde buradaki esterazlar 

tarafından diasetat bağı koparılarak 2,7-diklorodihidrofloresin’e (DCFH) 

dönüştürülür. Meydana gelen bu ürün de peroksi radikalleri tarafından yükseltgenerek 

2,7-diklorofloresin’e (DCF) dönüştürülür. DCF yüksek floresans özellik gösteren bir 

bileşiktir (λeksitasyon=480 nm ve λemisyon= 526 nm), fakat aynı zamanda 504 nm’de 

absorbansa da sahiptir. Bu yüzden meydana gelen DCF, ya florimetrik olarak ya da 

spektrofotometrik olarak ölçülebilir. (Hammes ve ark., 2005). 

 

 

Şekil 3: DCFH-DA’ın hücre içine alındıktan sonra floresans özelliğe sahip DCF- bileşiğine dönüştürülmesi (Valkonen ve Kuusi, 

1997) .  

 

2.3.4. Laktat dehidrogenaz (LDH) 

LDH, glikolitik yolakta rolü olan sitoplazmik bir enzim olup laktat ve piruvatın 

birbirlerine dönüşmesini katalize eder (Skillen, 1984). Hipoksi, iskemi, nekroz, 
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neoplastik hastalıklar, bakteryel toksinlere maruziyet, dehidratasyon, hemoliz, 

kimyasal maddelerle zehirlenmeler gibi hücre hasarı veya ölümüne yol açan 

durumlarda, permeabilitesi bozulmuş hücre membranından geçerek stoplazmadan 

ekstrasellüler aralığa çıkar. Bu nedenle hücre hasarı veya ölümününün büyüklüğünü 

ortaya koymak amacı ile sıklıkla kullanılır (Skillen, 1984; Valentovic ve Ball, 1998). 

LDH aktivitesinin belirlenmesinde laktatın prüvata dönüşüm reaksiyonu 

kullanılmaktadır. Bu reaksiyonda LDH, L-laktatın pirüvata çevrilmesini, NAD+ 

molekülünün hızla NADH molekülüne indirgenmesiyle birlikte katalizler. LDH 

aktivitesi, NAD+ molekülünün NADH molekülüne çevrilmesi sırasında zamana bağlı 

olarak absorbansta gözlenen değişiklikle orantılıdır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 Materyaller 

TTC boyamasında kullanılan 2, 3, 5-trifenil-tetrazolyum, MDA ölçümünde 

türevlendirme için kullanılan dinitrofenilhidrazin, ROS ölçümünde kullanılan 2,7 

diklorofloresin-diasetat ve albumin Sigma Chem Co firmasından (St. Louis, MO, 

USA),  LDH kiti Biolabo Sa (Maizy, France) firmasından temin edilmiştir. Krebs 

solüsyonu hazırlamada kullanılan kimyasallar ile diğer kimyasallar Carlo Erba 

Reagents (Val de Reuil, FR) veya Merck firmalarından temin edilimiştir.  

3.2 Beyin dilimlerinin hazırlanması ve inkübasyonu  

Bu çalışmada Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları Yetiştirme 

Uygulama ve Araştırma Merkezinden temin edilen 3 aylık, ağırlığı 250-300 gr olan 

dişi Sprague Dawley sıçanlar kullanıldı. Tüm deneysel protokol için Uludağ 

Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alındı (Karar no: 2013-

17/06). Çalışma sırasında hayvan etik kurallarına uygun olarak deneyde kullanılan 

hayvan sayısını azaltmak ve hayvanların acı çekmesini en aza indirmek için azami 

çaba gösterildi.  

Deney Büyükuysal’ın (2005) beyin dilimlerinde, daha önceden kullandığı 

iskemi-reoksijenasyon modeline göre yapıldı. Sıçanlar dekapite edildikten sonra 

beyinleri hızla çıkartıldı ve önceden soğutulmuş, %95 O2 ve %5 CO2 ile gazlandırılmış 

fizyolojik Krebs çözeltisi içine alındı (Krebs çözeltisinin kompozisyonu: 120 mmol/L 

NaCl, 1,3 mmol/L CaCl2, 1.2 mmol/L MgSO4, 1.2 mmol/L NaH2PO4, 3.5 mmol/L 

KCl, 25 mmol/L NaHCO3 ve 10 mmol/L glikoz). Daha sonra hızlı bir şekilde korteks 

disseke edildi ve doku dilimleyicisine (McIlwain) yerleştirilerek 0,4 mm kalınlığında 

dilimlendi. Dilimlenmiş doku, içinde soğuk ve oksijenlenmiş fizyolojik sıvı bulunan 

petri kabına alınarak dilimler fırça yardımıyla birbirinden ayrıldı. Dilimler fırça 

yardımıyla oksijenlenmiş fizyolojik çözelti içeren inkübasyon odacıklarına 

yerleştirildi. Odacıklardaki inkübasyon hacmi ve dilim sayısı deney protokolüne göre 

ayarlandı. İnkübasyon odacıkları 37ºC’deki su banyosuna yerleştirildi ve dilimler 60 

dakika süresince denge periyoduna alındı (preinkübasyon dönemi). Bu dönem 
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boyunca, 10 dakikada bir dilimlerin inkübe edildikleri ortam, önceden ısıtılmış ve 

oksijenlendirilmiş taze Krebs çözeltisi ile değiştirildi. Deney planı ve preinkübasyon 

dönemi ardından uygulanan deneysel prosedürler aşağıda maddeler halinde 

sıralanmıştır: 

1: İnkübasyon ortam hacmi sabit, ancak dilim sayısı farklı inkübasyon koşulu:  

Hazırlanan kortikal dilimler 2 ml’lik inkübasyon ortamlarına, her bir ortamda 

artan sayıda dilim olacak şekilde (1, 3 ve 6 dilim) yerleştirildi. Preinkübasyon dönemi 

ardından bütün dilimler, 37 oC’de 30 dakika süre ile inkübasyona bırakıldı. Bu dönem 

sonunda dilimler odacıklardan alındı ve TTC boyaması, doku MDA, ROS ve total 

protein düzeylerinin ölçümü için kullanıldı. İnkübasyon ortamları ise dilimlerden 

salıverilen LDH düzeylerinin ölçümü için kullanıldı.   

2: Ortamdaki dilim sayısının iskemi- reoksijenasyonun neden olduğu doku 

hasarı büyüklüğüne etkisi:  

İnkübasyon ortamlarına (2 m) artan sayılarda  (1, 3 ve 6) yerleştirilen dilimler 

60 dakikalık preinkübasyon dönemi ardından oksijen ve glikoz içermeyen ortama 

alındı ve bu ortamda 30 dakika inkübe edildi (iskemik dönem). Bu dönemin sonunda 

bütün dilimler oksijen ve glikoz içeren ortama alınarak 30 dakika daha inkübe edildi 

(reoksijenizasyon dönemi; REO). REO dönemi sonunda inkübasyon ortamları 

dilimlerden salıverilen LDH miktarını ölçmek için kullanılırken, dilimler ise TTC 

boyaması, doku MDA, ROS ve protein düzeylerinin ölçümü için kullanıldı. 

3: Dilimlerin TTC ile boyanması üzerine inkübasyon hacmindeki artışın veya 

inkübasyon süresinin etkisi: 

İnkübasyon hacmi ile ilgili çalışmalarda, kortikal dilimler 2, 6 veya 12 ml 

Krebs içeren inkübasyon odacıklarına, her odada 3 dilim olacak şekilde yerleştirildi. 

Preinkübasyon dönemi ardından dilimler 30 dakika kontrol veya oksijen ve glikoz 

içermeyen ortamda inkübe edildi. Bu dönemin sonunda bütün dilimler 30 dakika daha 

normoksik koşullarda inkübasyona bırakıldı.  Bu dönemin sonunda bütün dilimler 

TTC boyaması için kullanıldı.  
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İnkübasyon süresinin TTC boyanması üzerine etkisi ile ilgili çalışmalarda ise, 

kortikal dilimler 2 ml Krebs içeren inkübasyon odacıklarına 1, 3 veya 6 dilim olacak 

şekilde yerleştirildi.  Preinkübasyon dönemi ardından dilimler, 15, 30 veya 60 dakika 

boyunca kontrol veya oksijen ve glikoz içermeyen ortamda inkübasyona bırakıldı. 

Ardından dilimler 15, 30 veya 60 dakika daha normoksik koşullarda imkübe edildi. 

Bu dönem sonunda bütün dilimler TTC boyaması için kullanıldı. 

4: Ortamdaki dilim sayısının H2O2, FeSO4+ askorbik asit veya menadion ile 

indüklenen oksidatif stres hasarının büyüklüğüne etkisi: 

İnkübasyon ortamlarına artan sayılarda  (1, 3 ve 6) dağıtılan dilimler 60 

dakikalık preinkübasyon dönemi ardından 1mM H2O2 veya 0,1 mM FeSO4+ askorbik 

asit (20 µM ) içeren ortama alındı bu koşullarda 60 dakika inkübe edildi. Bu 

inkübasyon dönemi sonunda ortam dilimlerden salıverilen LDH miktarını ölçmek için 

kullanılırken,  dilimler ise TTC boyaması, doku ROS, MDA ve total protein 

düzeylerinin ölçümü için kullanıldı. 

Menadionun neden olduğu oksidatif stres hasarı menadion sonrası dönemde 

çok daha belirgin olduğu için (Demircan ve ark., 2004; Kossenjans ve ark., 1996), 

menadion çalışmasında dilimler önce 30 dakika süre ile 0,1 mM menadion içeren 

ortamda inkübasyona bırakıldı. Ardından bütün dilimler menadion içermeyen 

oksijenlenmiş ortama alınarak 30 dakika daha inkübe edildi.  Bu dönemin sonunda 

inkübasyon ortamı dilimlerden salıverilen LDH miktarını ölçmek için kullanıldı. 

Dilimler ise TTC boyaması, doku ROS, MDA ve total protein düzeylerinin ölçümü 

için kullanıldı. 

 

3.3  TTC Boyaması 

İnkübasyon sonunda dilimler 2 ml %0,5 TTC çözeltisi (0,1 M sodyum fosfat 

tamponu içinde; pH 7,4) içine alındı ve 60 dakika 37oC’de karanlık su banyosunda 

inkübasyona bırakıldı. Boyanma sonrası TTC çözeltisi ortamdan uzaklaştırıldı ve 

dilimler soğuk Krebs ile yıkandı. Bazı deneylerde, boyama işlemi ardından, 

fotoğraflarını çekmek amacı ile dilimler %4’lük formaldehid içine alınırken, 



20 
  

deneylerin büyük bir kısmında dilimlerdeki boyanma yoğunluğu spektrofotometrik 

yöntemle ölçüldü (Joshi ve ark., 2004).  Bu amaçla boyanmış dilimler 2 ml etanol-

DMSO (1/1; v/v) içine alındı ve 24 saat boyunca karanlıkta bekletildi. Bu sürenin 

sonunda etanol-DMSO içine geçen dokudaki kırmızı formazan bileşiğinin yoğunluğu 

490 nm dalga boyunda okutuldu ve bu değerler dilimlerde ölçülen total protein 

değerlerine göre düzeltildi. Dilimlerdeki TTC boyanma yoğunluğu optik dansite 

(OD)/mg protein şeklinde verildi. 

3.4 LDH ölçümü  

Dilimlerden inkübasyon ortamına salıverilen LDH miktarı ticari bir kit 

kullanılarak (Biolabo Sa, Maizy, France) spektrofotometrik yöntemle ölçüldü. 

İnkübasyon ortamı (50 l) 0,6 ml LDH reaksiyon çözeltisiyle karıştırıldı ve karışımın 

absorbansı 37ºC’de, birer dakika ara ile iki defa 340 nm’de ölçüldü.  LDH aktivitesi 

bu iki absorbans değeri arasındaki farka göre hesaplandı ve daha sonra dilimlerin 

protein düzeylerine göre düzeltildi. Dilimlerden salıverilen LDH miktarı ΔOD/mg 

protein şeklinde verildi. Absorbans ölçümlerini etkilediği için H2O2 ve FeSO4 

modellerinde, LDH ölçümü yapılamadı.  

3.5  MDA Ölçümü 

Dilimlerdeki MDA düzeyleri dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile türevlendirme 

sonrası yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) yöntemi ile ölçüldü (Mateos  ve 

ark., 2004; Zelzer ve ark., 2013). Dilimler 0,5 ml %1’lik sülfürik asid içinde 

homojenize edildikten sonra, 200 μl homojenata 20 μl DNPH (5 mM; 2M HCI ile 

hazırlandı) ilave edildi. Türevlendirme amacı ile örnekler 24 saat oda sıcaklığında ve 

karanlıkta inkübasyona bırakıldı. Örneklerin 10,000 rpm’de 10 dakika santrifüj 

edilmesi sonrası, 10 μl süpernatant HPLC sistemine enjekte edildi.  

HPLC sisteminde analitik ayırım ODS 2 C18 kolon kullanılarak yapıldı (5 μm 

partikül büyüklüğü, kolon uzunluğu ve çapı 125  x 4 mm). Sistemde mobil faz olarak 

%0,2 (v/v) asetik asid içeren asetonitril-distile su (38: 62; v/v) karışımı kullanıldı. 

Sistemin akış hızı HP 1100 series pompa kullanılarak 1 ml/dakikaya ayarlandı. 

Örneklerdeki MDA’nın hidrazon türevi 310 nM dalga boyunda Jasco UV-975 UV 

dedektör kullanılarak saptandı. Örneklerin pik boyları MDA standartlarının pik boyları 
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ile kaşılaştırılarak hidrazon türevinin miktarı hesaplandı. MDA standartı olarak, 0,1 M 

HCI içinde hazırlanan 1.1.3.3 tetraetoksipropan çözeltisi kullanıldı. Dilimlerdeki 

MDA değerleri total protein düzeylerine göre düzeltildi ve pmol/mg protein şeklinde 

verildi. DNFH ile MDA ölçümünü etkilediği için Menadion modelinde, MDA ölçümü 

yapılamadı. 

3.6 ROS Ölçümü 

Doku ROS düzeyleri  2,7 diklorofloresin-diasetat (DCFH-DA) kullanılarak 

ölçüldü (Hammes ve ark., 2005). DCFH-DA, iskemi-reoksijenasyon modelinde 

reoksijenasyon döneminde, H2O2 ve FeSO4 modellerinde ise bu maddeler  ile birlikte 

ortama eklendi (DCFH-DA son konsantrasyonu 5 µM). Menadion çalışmasında ise, 

menadion inkübasyonunu takip eden menadionsuz 30 dakikalık dönemde ortama 

DCFH-DA eklendi. İnkübasyon dönemleri sonunda dilimler soğuk distile su içine 

alınarak homojenize edildi. Örneklerin 10.000 rpm’de santrifüj edilmesi sonrası üst 

fazlardaki floresans yoğunluğu Jasco FP-750 spektofluorometre kullanılarak ölçüldü 

(eksitasyon: 488 nm; emisyon: 525 nm).  Ölçülen yoğunluk değerleri doku protein 

düzeylerine göre düzeltildi ve doku ROS düzeyleri floresans indeks (FI)/mg protein 

şeklinde verildi. 

3.7 Total protein ölçümü   

Çalışmalarda ölçülen bütün parametreler total doku proteinine oranlanarak 

verildi.  Total doku protein düzeyi ölçülecek örnekler 0,4 N HClO4 içinde sonikatör 

yardımıyla homojenize edildi.  Doku protein düzeyleri Lowry (1951) ve arkadaşlarının 

yöntemine göre, 50 µl’lik doku homojenatı kullanılarak ölçüldü. Protein standartları 

koyun serum albümini kullanılarak 0,4 N HClO4 içinde hazırlandı ve doku örnekleriyle 

birlikte çalışıldı. 

3.7. Veri analizi   

Çalışmada elde edilen değerler ortalama ± standart hata şeklinde verildi ve 

sonuçların anlamlılığı one-way ANOVA varyans analizi sonrası Tukey-Kramer çoklu 

karşılaştırma testi kullanılarak değerlendirildi.  p<0.05 değeri anlamlı farklılık olarak 

kabul edildi. 
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4 BULGULAR 

4.1 İnkübasyon ortam hacmi sabit, ancak dilim sayısı farklı normoksik 

inkübasyon koşullarının TTC boyanması, dilimlerden LDH salıverilmesi, doku 

MDA ve ROS düzeyleri üzerine etkisi 

Oksijen ve glikoz içeren normoksik (kontrol) bir ortamda 30 dakika boyunca 

inkübe edilen dilimlerin TTC ile boyanma yoğunluğu, inkübasyon ortamındaki dilim 

sayısına bağlı olarak artma gösterdi. İnkübasyon ortamında 1 dilim varken elde edilen 

boyanma yoğunluğu 0,087 ± 0,008 A/mg protein ölçülürken, bu değer 3 dilim varken 

0.155 ± 0.026 A/mg proteine p˂0,05), 6 dilim varken ise 0.334 ± 0.026 A/mg proteine 

yükseldi (p<0,001; Şekil 1). Dokuların TTC ile boyanma yoğunluğu doku hasarının 

bir göstergesi veya dilimleri canlılığını gösterdiğine göre, elde edilen bu bulgular, 

inkübasyon ortamındaki dilim sayısı artışının, 30 dakikalık inkübasyon süresince doku 

hasarını azalttığını veya dilimlerin canlılığı üzerine olumlu etki gösterdiğini ifade 

etmektedir.  

 

Şekil 4: Normoksik koşullarda inkübasyon ortamındaki dilim sayısının TTC boyanma yoğunluğu üzerine etkisi. Kortikal dilimler 

2 ml’lik inkübasyon ortamı içine 1, 3 ve 6 dilim olacak şekilde yerleştirildiler. 60 dakikalık preinkübasyon dönemi ardından 

dilimler 30 dakika boyunca 37oC’de inkübasyona bırakıldılar. Bu dönemin sonunda dilimler TTC ile boyandı. Boyama işlemi 

sonrası dilimlerin bir kısmı, fotoğraflarının çekilmesi amacı ile %5’lik formaldehid içine alındı (Şekil 4A).  Dilimlerin kalan 

kısmında ise TTC boyanma yoğunluğu Materyal ve Metod kısmında belirtildiği şekilde ölçüldü (Şekil 4B;  * p˂0,05; *** p˂0,001, 

bir dilme göre anlamlı derecede farklı).   



23 
  

Doku hasarının diğer bir göstergesi olan ve bu amaçla sıklıkla kullanılan lipid 

peroksidasyon ürünü olan doku MDA düzeylerinin de, inkübasyon ortamındaki dilim 

sayısı arttıkça anlamlı derecede düştüğü gözlendi (Şekil 5A). 30 dakika boyunca 2 

ml’lik ortamda tek dilim olacak şekilde inkübe edilen dilimlerdeki MDA değeri 135,4 

± 11,3 pmol/mg protein bulunurken, dilim sayısı altıya çıktığında bu değerin 90,5 ± 

5,7’ye düştüğü gözlendi (p<0,01). MDA düzeylerindeki azalmada olduğu gibi, hasarlı 

dokulardan inkübasyon ortamına salıverilen LDH miktarı da, ortamdaki dilim 

sayısındaki artışa paralel olarak azaldı (Şekil 5B). TTC boyanma yoğunluğu, MDA ve 

LDH değişiklikleri ile uyumlu olarak, hasarlanmadan sorumlu olabilecek 

parametrelerden biri olan doku ROS düzeylerinin, inkübasyon ortamındaki dilim 

sayısı arttıkça azaldığı gözlendi; böylece ortamda tek bir dilim varken doku ROS 

düzeyi 15,71 ± 1,3 FI/mg protein iken, bu değer ortamda 3 veya 6 dilim varken sırası 

ile 13,84 ± 0,9 ve 10,79 ± 0,7 FI/mg protein düzeylerine düştü (sırası ile p˃0,05 ve  

p<0,01; Şekil 5C).  

 

Şekil 5: Normoksik koşullarda inkübasyon ortamındaki dilim sayısının doku MDA düzeyi,  dilimlerden LDH çıkışı ve doku ROS 

düzeyi  üzerine etkisi (** p˂0,01; *** p˂0,001, bir dilime göre anlamlı derecede farklı). 

 

4.2 Ortamdaki dilim sayısının iskemi ve REO hasar büyüklüğüne etkisi 

Materyal ve Metod kısmında belirtildiği gibi in vitro iskemi ve REO, 

preinkübasyon dönemi sonrasında kortikal dilimlerin 30 dakika boyunca glikoz ve 

oksijen içermeyen ortamda inkübasyona bırakılmaları (iskemi) ve ardından bu 
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dilimlerin yine 30 dakika süre ile oksijen ve glikoz içeren bir ortamda inkübe 

edilmeleri ile gerçekleştirildi (reoksijenizasyon REO). İnkübasyon ortamında tek dilim 

olacak şekilde inkübe edilen dilimlerde 30 dakikalık iskemi-REO sonrasında TTC 

boyanma yoğunluğu %47,58 ± 6,0 oranında azaldı (p<0,001). İnkübasyon ortamındaki 

dilim sayısı üçe çıkartıldığında bu değer %38,64 ± 4,2’ye düşerken (p<0,01), dilim 

sayısının altıya çıkartılması kortikal dilimleri hemen tamamen iskemi-REO’nun neden 

olduğu TTC boyanma yoğunluğundaki azalmaya karşı korudu (azalma oranı %8,12 ± 

2,3; p˃0,05). İskemi-REO sonrası kortikal dilimlerdeki TTC boyanma yoğunlukları ve 

dilim sayısının boyanma yoğunluğu üzerine etkisi ile ilgili bulgular Şekil 6A ve Şekil 

6B’de verilmiştir. 

Şekil 6. İn vitro iskemi-REO uygulaması sonrası kortikal dilimlerin TTC ile boyanma yoğunlukları (Şekil 6A) ve ortamdaki dilim 

sayısının boyanma yoğunluğundaki azalma üzerine etkisi (Şekil 6B). İnkübasyon ortamına 1, 3 ve 6 dilim olacak şekilde 

yerleştirilen kortikal dilimler preinkübasyon dönemi sonrası 30 dakika boyunca iskemik ortamda ve bunu takip eden 30 dakika 

boyunca da oksijen ve glikoz içeren ortamda inkübasyona bırakıldılar. Kontrol dilimler ise her iki dönemde de oksijen ve glikoz 

içeren ortamda inkübe edildiler. İkinci 30 dakikalık inkübasyon sonrası dilimler TTC ile boyandı ve boyanma yoğunlukları 

Materyal ve Metod kısmında belirtildiği şekilde ölçüldü. (Şekil A için, *p˂0,05; ***p˂0,001 kontrol veya iskemi gruplarındaki 

bir dilim değerlerinden anlamlı derece farklı; Şekil B de ise, **p˂0,01, ***p˂0,001, iskemi-REO’nun neden olduğu %azalmalar 

anlamlı derecede farklı) 

TTC boyanma yoğunluğundaki azalmanın aksine, kortikal dilimlerin 30 

dakikalık iskemi-REO sonrası doku MDA düzeylerindeki değişikliklerin ortamdaki 

dilim sayısından çok daha fazla etkilendiği gözlendi. İnkübasyon ortamında tek dilim 

olacak şekilde iskemi-REO’ya alınan dilimlerde doku MDA düzeyi %16,40 ± 3,3 

oranında artarken (p˂0,05), dilim sayısının üçe çıkartılması bu artışı %2,54 ± 0,6’e 

düşürdü (p>0,05). Ortamdaki dilim sayısı altıya çıkartıldığında ise, 30 dakikalık 

iskemi-REO doku MDA düzeylerinde herhangi bir atışa neden olmadı. İskemi-REO 

sonrası kortikal dilimlerdeki MDA düzeyleri ve iskemi-REO sonrası oransal 

değişiklikleri Şekil 7A ve 7B’de gösterilmiştir.  
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Şekil 7. İn vitro iskemi-REO uygulaması sonrası kortikal dilimlerdeki MDA düzeyleri (Şekil 7A) ve ortamdaki dilim sayısına 

göre bu düzeylerdeki oransal değişiklikler  (Şekil 7B). İnkübasyon ortamına 1, 3 ve 6 dilim olacak şekilde yerleştirilen kortikal 

dilimler preinkübasyon dönemi sonrası 30 dakika boyunca iskemik ortamda ve bunu takip eden 30 dakika boyunca da oksijen ve 

glikoz içeren ortamda inkübasyona bırakıldılar. Kontrol dilimler ise her iki dönemde de oksijen ve glukoz içeren ortamda inkübe 

edildiler. İkinci 30 dakikalık inkübasyon sonrası doku MDA düzeyleri Materyal ve Metod kısmında belirtildiği şekilde ölçüldü 

(Şekil A’da  *p˂0,05; **p˂0,01; ***p˂0,001, kontrol veya iskemi gruplarındaki bir dilim değerlerinden anlamlı derecede farklı; 

Şekil B de ise *p˂0,05, iskemi-REO’nun neden olduğu % artış anlamlı derecede farklı). 

REO döneminde ortama salınan LDH düzeylerindeki değişikliklerin de 

ortamdaki dilim sayısından çok fazla etkilendiği gözlendi. İnkübasyon ortamında tek 

dilim olacak şekilde iskemi-REO’ya alınan dilimlerde salıverilen LDH düzeyi %72,81 

± 3,3 oranında artarken (p<0,001), dilim sayısının üçe çıkartılması bu artışı %59,43 ± 

2,4 (p<0,01), altıya çıkarılması ise %38,67 ± 2,1’e, düşürdü (p<0,01). İskemi-REO 

sonrası kortikal dilimlerdeki LDH düzeyleri ve iskemi-REO sonrası oransal 

değişiklikleri Şekil 8A ve 8B’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 8. İn vitro iskemi-REO uygulaması sonrası kortikal dilimlerden reoksijenasyon döneminde salınan LDH düzeyleri (Şekil 

8A) ve ortamdaki dilim sayısına göre bu düzeylerdeki oransal değişiklikler  (Şekil 8B). İnkübasyon ortamına 1, 3 ve 6 dilim 

olacak şekilde yerleştirilen kortikal dilimler preinkübasyon dönemi sonrası 30 dakika boyunca iskemik ortamda ve bunu takip 
eden 30 dakika boyunca da oksijen ve glikoz içeren ortamda inkübasyona bırakıldılar. Kontrol dilimler ise her iki dönemde de 

oksijen ve glukoz içeren ortamda inkübe edildiler. İkinci 30 dakikalık inkübasyon döneminde kortikal dilimlerden ortama salınan 

LDH düzeyleri Materyal ve Metod kısmında belirtildiği şekilde ölçüldü (Şekil A için, **p<0,01, kontrol veya iskemi 
gruplarındaki bir dilim değerlerine göre anlamlı derecede farklı; Şekil B de ise, **p˂0,01, ***p˂0,001, iskemi-REO’nun neden 

olduğu % artış anlamlı derecede farklı). 
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Kortikal dilimlere uygulanan 30 dakikalık iskemi-reoksijenasyon sonrası doku 

ROS düzeylerindeki değişikliklerde ise, inkübasyon ortamında tek dilim olacak 

şekilde iskemi-REO’ya alınan dilimlerde doku ROS düzeyi %10,01 ± 0,4 oranında 

artmış olarak bulundu (p˂0,05). Ortamdaki dilim sayısı üç veya altıya çıkartıldığında 

ise, 30 dakikalık iskemi-REO doku ROS düzeylerinde herhangi bir artışa neden 

olmadı. İskemi-REO sonrası kortikal dilimlerdeki ROS düzeyleri ve iskemi-REO 

sonrası oransal değişiklikleri Şekil 9A ve 9B’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 9.  İn vitro iskemi-REO uygulaması sonrası kortikal dilimlerdeki ROS düzeyleri (Şekil 9A) ve ortamdaki dilim sayısına 

göre bu düzeylerdeki oransal değişiklikler  (Şekil 9B). İnkübasyon ortamına 1, 3 ve 6 dilim olacak şekilde yerleştirilen kortikal 

dilimler preinkübasyon dönemi sonrası 30 dakika boyunca iskemik ortamda ve bunu takip eden 30 dakika boyunca da oksijen ve 
glukoz içeren ortamda inkübasyona bırakıldılar. Kontrol dilimler ise her iki dönemde de oksijen ve glukoz içeren ortamda inkübe 

edildiler. DCFH-DA, 30 dakikalık reoksijenasyon döneminde ortama eklendi (son konsantrasyonu 5 µM). Doku ROS düzeyleri 

Materyal ve Metod kısmında belirtildiği şekilde ölçüldü (Şekil A için, *p˂0,05; ***p˂0,001, kontrol veya iskemi gruplarındaki 
bir dilim değerlerine göre anlamlı derecede farklı; Şekil B de ise,  *p˂0,05**, iskemi-REO’nun neden olduğu % artış anlamlı 

derecede farklı). 

 

4.3 Dilimlerin TTC ile boyanması üzerine inkübasyon hacmindeki artışın 

veya inkübasyon süresinin etkisi: 

Materyal ve Metod kısmında belirtildiği inkübasyon hacmi ile ilgili 

çalışmalarda kortikal dilimler, her odacıkta 3’er dilim olacak şekilde, 2, 6 veya 12 ml 

Krebs içeren odacıklara yerleştirildi. Preinkübasyon dönemi ardından dilimler 30 

dakika kontrol veya oksijen ve glikoz içermeyen ortamda, ardından da normoksik 

koşullarda 30 dakika inkübasyona bırakıldı. Bu dönemin sonunda bütün dilimler TTC 

boyaması için kullanıldı. Oksijen ve glikoz içeren normoksik (kontrol) bir ortamda 30 

dakika boyunca inkübe edilen dilimlerin TTC ile boyanma yoğunluğu, inkübasyon 

ortam hacminin artışına bağlı olarak azalma gösterdi. İnkübasyon ortamı 2 ml iken 

elde edilen boyanma yoğunluğu 0,216 ± 0,03 A/mg protein ölçülürken, hacim 6 
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ml’ye çıkarıldığında 0,116 ± 0,04 A/mg proteine (p˃0,05), 12 ml’de ise 0,084 ± 0.02 

A/mg proteine düştü (p<0,05; Şekil 10A ). İki ml içinde inkübe edilen dilimlerde 30 

dakikalık iskemi-REO sonrasında TTC boyanma yoğunluğu 0,142 ± 0,02 A/mg 

protein ölçüldü. İnkübasyon ortam hacminin 6 ml’ye çıkartılması bu değeri 0,075 ± 

0,02’e düşürürken (p<0,05), 12 ml’ye çıkartılması ise 0,072 ± 0,01 A/mg proteine 

düşürdü (p<0,01; Şekil 10B).  

 

Şekil 10. İn vitro inkübasyon ortam hacminin normoksi (A) ve iskemi-REO (B) uygulaması sonrası kortikal dilimlerin TTC ile 

boyanma yoğunlukları üzerine etkisi. 2, 6 ve 12 ml inkübasyon ortamına 3’er dilim olacak şekilde yerleştirilen kortikal dilimler 

preinkübasyon dönemi sonrası 30 dakika boyunca iskemik ortamda ve bunu takip eden 30 dakika boyunca da oksijen ve glikoz 

içeren ortamda inkübasyona bırakıldılar. Kontrol dilimler ise her iki dönemde de oksijen ve glikoz içeren ortamda inkübe edildiler. 

İkinci 30 dakikalık inkübasyon sonrası dilimler TTC ile boyandı ve boyanma yoğunlukları Materyal ve Metod kısmında 

belirtildiği şekilde ölçüldü (*p<0,05, **p<0,01, normoksi veya iskemi gruplarındaki 2 ml değerinden anlamlı derecede farklı). 

  

İnkübasyon süresi ile ilgili çalışmalarda ise, kortikal dilimler 2 ml Krebs içeren 

inkübasyon odacıklarına 1, 3 veya 6 dilim olacak şekilde yerleştirildi.  Preinkübasyon 

dönemi ardından dilimler, 15, 30 veya 60 dakika boyunca kontrol veya oksijen ve 

glikoz içermeyen ortamda inkübasyona bırakıldı. Ardından dilimler 15, 30 veya 60 

dakika daha normoksik koşullarda imkübe edildi. Bu dönem sonunda bütün dilimler 

TTC boyaması için kullanıldı. Şekil 11’de görüldüğü gibi, iskemi-REO süresinin 

uzaması dilimlerin TTC ile boyanabilirliklerinde belirgin bir azalmaya neden olurken, 

dilim sayısının arttırılması da boyanma üzerine olumlu etki gösterdi.   
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Şekil 11. İn vitro inkübasyon ortamındaki dilim sayısının, iskemi-REO süresi ile değişen TTC boyanma yoğunluğu üzerine etkisi. 

1, 3 ve 6 dilim olacak şekilde inkübasyon ortamına yerleştirilen kortikal dilimler preinkübasyon dönemi sonrası 15, 30 ve 60 
dakika boyunca iskemik ortamda ve bunu takip eden 15,30 ve 60 dakika boyunca da oksijen ve glukoz içeren ortamda 

inkübasyona bırakıldılar. İnkübasyon sonrası dilimler TTC ile boyandı. Boyama işlemi sonrası dilimler, fotoğraflarının çekilmesi 

amacı ile %5’lik formaldehid içine alındı. 

 

4.4 Ortamdaki dilim sayısının farklı oksidatif stres modellerinin neden olduğu 

hasar büyüklüğüne etkisi:  

  

4.4.1 Ortamdaki dilim sayısının H2O2 ile indüklenen oksidatif stres hasarı 

büyüklüğüne etkisi: 

Beyin dilimleri inkübasyon sisteminde oksidatif stress hasarı oluşturmak için 

sıklıkla kullanılan metodlardan bir tanesi, dilimlerin H2O2 içeren bir ortamda inkübe 

edilmeleridir. Bu çalışmada dilimler, preinkübasyon dönemi ardından 60 dakika süre 

ile 1 mM H2O2 içeren Krebs içinde inkübe edildi.  İnkübasyon ortamında tek dilim 

olacak şekilde inkübe edilen dilimlerde 1 mM H2O2 TTC boyanma yoğunluğunda 

%51,54 ± 5,43 oranında azalmaya neden oldu (p<0,001). İnkübasyon ortamındaki 

dilim sayısı üçe çıkartıldığında bu değer %38,86 ± 4,31’e düşerken (p<0,05), dilim 

sayısının altıya çıkartılması kortikal dilimleri hemen tamamen H2O2’nin neden olduğu 

TTC boyanma yoğunluğundaki azalmaya karşı korudu (azalma oranı %12,24 ± 1,82; 

p˃0,05). İskemi-REO sonrası kortikal dilimlerdeki TTC boyanma yoğunlukları ve 
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dilim sayısının boyanma yoğunluğu üzerine etkisi ile ilgili bulgular Şekil 12A ve Şekil 

12B’de verilmiştir. 

 

Şekil 12.  60 dakikalık 1 mM H2O2 inkübasyonu sonrası kortikal dilimlerin TTC ile boyanma yoğunlukları (Şekil 12A) ve 

ortamdaki dilim sayısının boyanma yoğunluğundaki azalma üzerine etkisi (Şekil 12B). İnkübasyon ortamına 1, 3 ve 6 dilim olacak 

şekilde yerleştirilen kortikal dilimler preinkübasyon dönemi sonrası 60 dakika boyunca 1 mM H2O2 içeren ortamda inkübasyona 
bırakıldılar. Kontrol dilimler ise H2O2 eklenmemiş Krebs içinde inkübe edildiler. İnkübasyon sonrası dilimler TTC ile boyandı 

ve boyanma yoğunlukları Materyal ve Metod kısmında belirtildiği şekilde ölçüldü (Şekil A için, ***p˂0,001, konrol veya iskemi 

gruplarındaki bir dilim değerlerinden anlamlı derecede farklı; Şekil B de ise,  *p˂0,05, ***p˂0,001, H2O2’nin neden olduğu % 
azalma anlamlı derecede farklı). 

TTC boyanma yoğunluğundaki azalmaya benzer şekilde, kortikal dilimlerin 1 

mM H2O2 ile 60 dakikalık inkübasyonu sonrası doku MDA düzeylerindeki 

değişikliklerin ortamdaki dilim sayısından çok fazla etkilendiği gözlendi.  Ortamda tek 

dilim olacak şekilde inkübe edilen dilimlerde 1 mM H2O2 doku MDA düzeyini %50,30 

± 6,29 oranında arttırırken (p<0,01), dilim sayısının üçe çıkartılması bu artışı %36,24 

± 7,08’e düşürdü (p<0,01). Dilim sayısının altıya çıkartılması koşullarında ise doku 

MDA düzeyi artışı %20,12 ± 2,22 düzeyinde kaldı (p<0,05). 1 mM H2O2 ile 60 

dakikalık inkübasyon sonrası kortikal dilimlerdeki MDA düzeyleri ve oransal 

değişiklikleri Şekil 13A ve 13B’de gösterilmiştir.  
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Şekil 13.  60 dakikalık 1 mM H2O2 inkübasyonu sonrası kortikal dilimlerdeki MDA düzeyleri (Şekil 13A) ve ortamdaki dilim 
sayısına göre bu düzeylerdeki oransal değişiklikler (Şekil 13B). İnkübasyon ortamına 1, 3 ve 6 dilim olacak şekilde yerleştirilen 

kortikal dilimler preinkübasyon dönemi sonrası 60 dakika boyunca 1 mM H2O2 içeren ortamda inkübasyona bırakıldılar. Kontrol 

dilimler H2O2 eklenmemiş Krebs içinde inkübe edildiler. İnkübasyon sonrası sonrası doku MDA düzeyleri Materyal ve Metod 
kısmında belirtildiği şekilde ölçüldü (Şekil A için, *p˂0,05; ***p˂0,001, kontrol veya H2O2 gruplarındaki bir dilim değerlerinden 

anlamlı derecede farklı; Şekil B de ise, *p˂0,05; **p˂0,01,  H2O2’nin neden olduğu % artış anamlı derecede farklı). 

Kortikal dilimlerin 1 mM H2O2 ile 60 dakikalık inkübasyonu doku ROS 

düzeylerini de anlamlı bir şekilde arttırdı. Ortamda tek dilim olacak şekilde inkübe 

edilen dilimlerde doku ROS düzeyi %72,88 ± 8,15 (p<0,001) oranında artarken, 

ortamdaki dilim sayısı üçe ve altıya çıkartıldığında doku ROS düzeyindeki artışlar 

sırasıyla %19,43 ± 4,32 ve %11,37 ± 4,22 oranında bulundu (p˃0,05). 1 mM H2O2 

inkübasyonu sonrası kortikal dilimlerdeki ROS düzeyleri ve ortamdaki dilim sayısına 

göre oransal değişiklikleri Şekil 14A ve 14B’de gösterilmiştir.  

  

  

  

 

Şekil 14.  60 dakikalık 1 mm H2O2 inkübasyonu sonrası kortikal dilimlerdeki ROS düzeyleri (Şekil 14A) ve ortamdaki dilim 
sayısına göre bu düzeylerdeki oransal değişiklikler (Şekil 14B). İnkübasyon ortamına 1, 3 ve 6 dilim olacak şekilde yerleştirilen 

kortikal dilimler preinkübasyon dönemi sonrası 60 dakika boyunca 1 mM H2O2 içeren ortamda inkübasyona bırakıldılar. Kontrol 

dilimler ise H2O2 eklenmemiş Krebs içinde inkübe edildiler. DCFH-DA, 1mM H2O2 ile birlikte inkübasyon döneminde ortama 
eklendi (son konsantrasyonu 5 µM). İnkübasyon sonrası sonrası doku ROS düzeyleri Materyal ve Metod kısmında belirtildiği 

şekilde ölçüldü (Şekil A için, ***p˂0,001, H2O2 grubundaki bir dilim değerinden anlamlı derecede farklı; Şekil B de ise, 

***p˂0,001, H2O2’nin neden olduğu % artış anlamlı derecede farklı). 
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4.4.2  Ortamdaki dilim sayısının FeSO4 + Askorbik asit ile indüklenen oksidatif 

stres hasarının büyüklüğüne etkisi: 

İn vitro koşullarda oksidatif hasar oluşturmak için sıkça kullanılan bir diğer 

model  FeSO4 + askorbik asit modelidir.   Bu amaçla beyin dilimleri 0.1 mM FeSO4 + 

20 µM  askorbik asit içeren Krebs içinde 60 dakika süre ile inkübe edildi. İnkübasyon 

ortamında tek dilim olacak şekilde inkübe edilen dilimlerde FeSO4 + askorbik asit TTC 

boyanma yoğunluğunda %38,28 ± 6,12 oranında azalmaya neden oldu (p<0,05). 

İnkübasyon ortamındaki dilim sayısı üçe çıkartıldığında bu değer %29,03 ± 4,14’e 

düşerken (p˂0,05), dilim sayısının altıya çıkartılması ise kortikal dilimleri hemen 

tamamem FeSO4 + askorbik asit inkübasyonunun neden olduğu TTC boyanma 

yoğunluğundaki azalmaya karşı korudu (azalma oranı %13,10 ± 1,92; p˃0,05).  FeSO4 

+ askorbik asit inkübasyonu sonrası TTC boyanma yoğunlukları ve dilim sayısının 

boyanma yoğunluğu üzerine etkisi ile ilgili bulgular Şekil 15A ve Şekil 15B’de 

verilmiştir. 

  

  

  

 

Şekil 15.  60 dakikalık 1 mm FeSO4 + Askorbik asit inkübasyon sonrası kortikal dilimlerin TTC ile boyanma yoğunlukları (Şekil 

15A) ve ortamdaki dilim sayısının boyanma yoğunluğundaki azalma üzerine etkisi (Şekil 15B). İnkübasyon ortamına 1, 3 ve 6 

dilim olacak şekilde yerleştirilen kortikal dilimler preinkübasyon dönemi sonrası 60 dakika boyunca 0,1 mM FeSO4 + 20 µM 
askorbik asit içeren veya içermeyen (kontrol) ortamda inkübasyona bırakıldılar. . İnkübasyon sonrası dilimler TTC ile boyandı ve 

boyanma yoğunlukları Materyal ve Metod kısmında belirtildiği şekilde ölçüldü (Şekil A için, ***p˂0,001, kontrol veya FeSO4 
gruplarındaki bir dilim değerlerine göre anlamlı derecede farklı; Şekil B de ise,  *p˂0,05, FeSO4 ‘ın neden olduğu % artış anlamlı 

derecede farklı).  

TTC boyanma yoğunluğundaki azalmanın aksine, kortikal dilimlerin 0.1 mM 

FeSO4 + askorbik asit ile 60 dakikalık inkübasyonu sonrası doku MDA düzeylerindeki 

değişikliklerin ortamdaki dilim sayısından çok fazla etkilenmediği gözlendi. 

İnkübasyon ortamında tek dilimin bulunduğu koşullarda doku MDA düzeyi %217,20 

± 10,49 oranında artarken (p<0,001), dilim sayısı üç olduğunda bu artış %212,14 ± 
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6,57 bulundu (p<0,001), Dilim sayısının altıya çıkartılması ise, MDA düzeyindeki 

artışı çok fazla etkilemedi  (artış oranı %202,02 ± 6,32; p<0,001). FeSO4 + askorbik 

asit inkübasyonu sonrası kortikal dilimlerdeki MDA düzeyleri ve ortamdaki dilim 

sayısına göre MDA düzeyindeki oransal değişiklikler Şekil 16A ve 16B’de 

gösterilmiştir.  

 

Şekil 16.  60 dakikalık FeSO4 + askorbik asit inkübasyonu sonrası kortikal dilimlerdeki MDA düzeyleri (Şekil 16A) ve ortamdaki 
dilim sayısına göre bu düzeylerdeki oransal değişiklikler (Şekil 16B). İnkübasyon ortamına 1, 3 ve 6 dilim olacak şekilde 

yerleştirilen kortikal dilimler preinkübasyon dönemi sonrası 60 dakika boyunca 0.1 mM FeSO4 + askorbik asit içeren veya 

içermeyen (kontrol) ortamda inkübasyona bırakıldılar. İnkübasyon sonrası sonrası doku MDA düzeyleri Materyal ve Metod 
kısmında belirtildiği şekilde ölçüldü (Şekil A için, *p˂0,05, FeSO4 grubundaki bir dilim değerinden anlamlı derecede farklı; Şekil 

B de ise, ***p˂0,001, FeSO4’ün neden olduğu % artış anlamlı derecede farklı).  

MDA düzeylerinin aksine, FeSO4 + askorbik asit inkübasyonu sonrası dokuda 

meydana gelen ROS artışı ortamdaki dilim sayısından fazlaca etkilendiği gözlendi. 

İnkübasyon ortamında tek dilim varken doku ROS düzeyi %98,39 ± 6,35 (p<0,001) 

oranında artarken,  dilim sayısı üçe ve altıya çıkartıldığında bu artış sırasıyla %35,09 

± 3,83 ve %27,27 ± 2,05 düzeylerinde kaldı (p˃0,05).  FeSO4 + askorbik asit ile 60 

dakikalık inkübasyon sonrası kortikal dilimlerdeki ROS düzeyleri ve ortamdaki dilim 

sayısına göre oransal değişiklikleri Şekil 17A ve 17B’de gösterilmiştir.  
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Şekil 17.  60 dakikalık FeSO4 + askorbik asit ile inkübasyon sonrası kortikal dilimlerdeki ROS düzeyleri (Şekil 17A) ve ortamdaki 

dilim sayısına göre bu düzeylerdeki oransal değişiklikler (Şekil 17B). İnkübasyon ortamına 1, 3 ve 6 dilim olacak şekilde 

yerleştirilen kortikal dilimler preinkübasyon dönemi sonrası 60 dakika boyunca 0.1 Mm FeSO4 + askorbik asit içeren veya 

içermeyen (kontrol) ortamda inkübasyona bırakıldılar. DCFH-DA, FeSO4 modeli için 0,1 mM FeSO4+ askorbik asit (20 µM ) ile 

birlikte ortama eklendi (son konsantrasyonu 5 µM). İnkübasyon sonrası sonrası doku ROS düzeyleri Materyal ve Metod kısmında 
belirtildiği şekilde ölçüldü. (Şekil A için, ***p˂0,001, FeSO4 grubundaki bir dilim değerinden anlamlı derecede farklı; Şekil B 

de ise, ***p<0,001, FeSO4’ün neden olduğu % artış anlamlı derecede farklı).    

 

4.4.3  Ortamdaki dilim sayısının Menadion ile indüklenen oksidatif stres 

hasarının büyüklüğüne etkisi: 

Ortamdaki dilim sayısının oksidatif hasar düzeyini etkileyebilirliğini test etmek 

için kullandığımız bir diğer yöntem menadion yöntemidir. Burada dilimler 30 dakika 

süre ile 1 mM menadion içeren Krebs içinde inkübe edildiler. Daha sonra bütün 

dilimler menadionsuz ortama alınarak inkübasyonları 30 dakika daha sürdürüldü.   

İnkübasyon ortamında tek dilim olacak şekilde inkübe edilen dilimlerde menadion 

TTC boyanma yoğunluğunda %44,78 ± 5,93 oranında azalmaya neden oldu (p<0,05). 

Ortamındaki dilim sayısı üçe çıkartılması menadionun neden olduğu azalmayı 

etkilemezken (%48,31 ± 6,20; p<0,05), dilim sayısının altıya çıkartılması kortikal 

dilimleri menadion inkübasyonunun neden olduğu TTC boyanma yoğunluğundaki 

azalmaya karşı korudu (azalma oranı %11,35 ± 2,11; p˃0,05). Kortikal dilimlerin 

menadion ile inkübasyonunu sonrası TTC boyanma yoğunlukları ve dilim sayısının 

boyanma yoğunluğu üzerine etkisi ile ilgili bulgular Şekil 18A ve Şekil 18B’de 

verilmiştir. 
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Şekil 18.  Menadion inkübasyonu sonrası kortikal dilimlerin TTC ile boyanma yoğunlukları (Şekil 18A) ve ortamdaki dilim 

sayısının boyanma yoğunluğundaki azalma üzerine etkisi (Şekil 18B). İnkübasyon ortamına 1, 3 ve 6 dilim olacak şekilde 

yerleştirilen kortikal dilimler preinkübasyon dönemi sonrası 30 dakika boyunca 1 mM menadion içeren ortamda inkübasyona 
bırakıldı. Ardından bütün dilimler menadionsuz normoksik ortama alınarak 30 dakika daha inkübe edildi. . Kontrol dilimler ise 

her iki inkübasyon dönemindede normoksik koşullarda inkübe edildi. İkinci 30 dakikalık inkübasyon sonrası dilimler TTC ile 

boyandı ve boyanma yoğunlukları Materyal ve Metod kısmında belirtildiği şekilde ölçüldü (Şekil A için, **p˂0,01 ve 
***p˂0,001; kontrol ve menadion grubundaki bir dilim değerlerinden anlamlı derecede farklı; Şekil B de ise, *p˂0,05**, 

menadionun neden olduğu % azalma anlamlı derecede farklı).   

Menadion, inkübasyon ortamında bir dilim olacak şekilde yerleştirilen kortikal 

dilimlerde ROS düzeyini %48,01 ± 5,31 oranında arttırdı. Ortamdaki dilim sayısı üçe 

veya altıya çıkartıldığında ise ROS düzeylerinde sırasıyla %31,04 ± 1,23  (p<0,01), 

%28,12 ± 3,04 seviyelerinde kaldı (p<0,05). Menadion inkübasyonu sonrası doku 

ROS düzeyleri ve ortamdaki dilim sayısının ROS artışı üzerine oransal etkisi Şekil 

19A ve 19B’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 19. Menadion inkübasyonu sonrası kortikal dilimlerdeki ROS düzeyleri (Şekil 19A) ve ortamdaki dilim sayısının ROS artışı 

üzerine etkisi  (Şekil 19B). İnkübasyon ortamına 1, 3 ve 6 dilim olacak şekilde yerleştirilen kortikal dilimler preinkübasyon 

dönemi sonrası 30 dakika boyunca 1 mM menadion içeren ortamda inkübasyona bırakıldı. Ardından bütün dilimler menadionsuz 
normoksik ortama alınarak 30 dakika daha inkübe edildi. . Kontrol dilimler ise her iki inkübasyon dönemindede normoksik 

koşullarda inkübe edildi. İkinci 30 dakikalık inkübasyon sonrası dilimlerdeki ROS düzeyi materyal ve Metod kısmında belirtildiği 

şekilde ölçüldü (Şekil A içim, ***p˂0,001, menadion grunundaki bir dilim değerinden anlamlı derecede farklı; Şekil B de ise, 
*p˂0,05; **p˂0,01; ***p˂0,001, menadionun neden olduğu % artış anlamlı derecede farklı). 

Menadion inkübasyonu, TTC boyanma yoğunluğu, doku MDA ve ROS 

düzeylerinde olduğu gibi kortikal dilimlerden LDH çıkışında da anlamlı artışlara 

neden oldu. Menadion, inkübasyon ortamına tek dilim olacak şekilde yerleştirilen 
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dilimlerde LDH çıkışını %74,02±7,03 oranında arttırırken (p<0,001), dilim sayısının 

üçe çıkartılması bu artışı anlamlı bir şekilde etkilemedi (%71,27±5,54; p˂0,01). 

Ortamdaki dilim sayısının, altıya çıkarılması ise %menadionun neden olduğu bu artışı 

%43,61±2,04’e düşürdü (p>0,05). Menadion inkübasyonu sonrası kortikal 

dilimlerdeki LDH düzeyleri ve sonrası oransal değişiklikleri Şekil 20A ve 20B’de 

gösterilmiştir.  

 

 

Şekil 20.  Menadion inkübasyonu sonrası kortikal dilimlerden salıverilen LDH miktarları (Şekil 20A) ve ortamdaki dilim sayısının 

LDH çıkışı üzerine etkisi  (Şekil 21B). İnkübasyon ortamına 1, 3 ve 6 dilim olacak şekilde yerleştirilen kortikal dilimler 
preinkübasyon dönemi sonrası 30 dakika boyunca 1 mM menadion içeren ortamda inkübasyona bırakıldı. Ardından bütün dilimler 

menadionsuz normoksik ortama alınarak 30 dakika daha inkübe edildi. . Kontrol dilimler ise her iki inkübasyon dönemindede 

normoksik koşullarda inkübe edildi. İkinci 30 dakikalık inkübasyon sonrası ortama salıverilen LDH mikarları materyal ve Metod 
kısmında belirtildiği şekilde ölçüldü. (Şekil A için,  *p˂0,05 ve ***p˂0,001, kontrol veya menadion grubundaki bir dilim 

değerlerinden anlamlı derecede farklı; Şekil B de ise, **p˂0,01 ve ***p˂0,001, menadionun neden olduğu % artış anlamlı 

derecede farklı).   
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Beyin dilimleri, in vitro koşullarda çalışılan beyin bölgesindeki sinaptik 

aralıkları içermesi yanında, ekstraselüler çevreyi kapsayarak temel yapıyı koruduğu 

için nörodejeneratif ve nöro-gelişimsel alanda sıklıkla kullanılan deneysel modeller 

arasında önemli bir yer almaktadır. Hazırlanmasının kolay olması, deneysel işlemin 

saatler içinde bitirilebilmesi, elektrofizyolojik çalışmalara uygun olması gibi 

avantajları nedeni sıklıkla kullanılan bu yöntemin optimizasyonu, elde edilen 

sonuçların tutarlılığı ve/veya güvenilirliği açısından son derece önemlidir. 

Konu ile ilgili çalışmalara bakıldığında, yöntemin optimize edilmesi ile ilgili 

yapılan çalışmaların 5 ana başlık altında toplandığı görülmektedir. Bunlar; 1) beyin 

dilimlerinin kalınlığı, 2) deney hayvanının dekapite edilmesi ve beyin dilimlerinin 

hazırlanarak oksijenlendirilmiş ve soğutulmuş fizyolojik sıvı içine alınması arasında 

geçen süre, 3) preinkübasyon koşulları ve süresi, 4) inkübasyon ortam sıcaklığı, 5)  

dilimlerin inkübe edildiği ortamın kompozisyonudur.  

Yapılan çalışmalar hazırlanan beyin dilimlerinin her iki yüzeyinde, yaklaşık 50 

µm derinliğe kadar olan doku bölgesi içinde dilimlemeye bağlı hasarlanmanın en fazla 

olduğunu göstermiştir (Lipton ve Whittingham, 1984). Dolayısı ile beyin dilimlerinin 

inceliğinin azaltılması, hasarlı doku oranının artmasına neden olurken, kalınlığının 

artması, fizyolojik sıvı içindeki çözünmüş maddelerin ve iyonların dokunun derin 

tabakalarına difüzyonunu zorlaştıran bir durumdur (Newman ve ark., 1988).  Örneğin 

540 mikrondan daha kalın dilimlerde yetersiz glukoz difüzyonundan dolayı, glikoz 

tüketiminin azaldığı, buna bağlı olarak laktat düzeylerinin arttığı gösterilmiştir 

(Newman ve ark., 1988). Benzer şekilde kalın dilimlerde, özellikle yüzeyden uzak iç 

kısımlarda iskemi benzeri bir tablo gözlenlendiği ve 2 saatlik inkübasyon sonucu 50 

µm derinliğe kadar olan doku bölgelerinin hasarlandığı çalışmalarla ortaya konmuştur 

(Lipton and Whittingham, 1984). Ancak, yeni geliştirilen yöntemlerle, dilimlerin 

yüzeyinden uzak bölgelerinde iskemi benzeri tablo oluşmadan 1 mm‘ye kadar kalın 

dilimler kullanılabilmektedir (Wu ve ark., 2005). Çok sayıda, çeşitli hücre katmanı ve 

sinaptik bağlantı içermesi nedeni ile bazı araştırıcılar tarafından kalın beyin 

dilimlerinin kullanılması özellikle tercih edilmektedir. Örneğin hipokampal beyin 
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dilimlerinin kullanıldığı araştırmalarda, 500 mikrondan ince ve kalın beyin dilimleri 

ile yapılan elekrofizyolojik çalışmaların farklı sonuçlar doğurduğu gözlenmiştir 

(Ishizuka ve ark., 1990; Li ve ark., 1994). Bu sonucun, ince dilimlerin hipokampustaki 

CA1 ve C3 bölgelerini birlikte içermemesi ve bu iki bölge arasındaki iletişim 

eksikliğinden kaynaklandığı rapor edilmiştir (Wu ve ark., 2002). İnce ve kalın 

hazırlanmış dilimlerin yukarıda belirtilen sakıncalarını en aza indirmek adına, 300-500 

µm kalınlığındaki dilimlerin kullanılması genellikle tercih edilmektedir. 

Beyin dilimlerinin kalınlığı yanında, deney hayvanının dekapite edilmesi ve 

beyin dilimlerinin hazırlanarak oksijenlendirilmiş ve soğutulmuş fizyolojik sıvı içine 

alınması arasında geçen sürenin de optimize edilmesi sonuçların tutarlılığı açısından 

önemlidir. Birçok araştırmacı bu sürenin mümkün olduğu kadar kısa olması 

gerektiğini vurgulamışsa da, hipokampusun CA1 bölgesinden elde edilen eksitatör 

sinaptik potansiyelin, dekapitasyondan 30 dakika sonra hazırlanan dilimlerden bile 

hemen hemen tamamen elde edilebildiği rapor edilmiştir  (Shurr ve ark., 1984). Bu 

sürenin kısalığının dokuda meydana gelecek iskemik hasarın en aza indirilmesi 

açısından önemli olduğu genel kabul gören bir görüş olduğu için, bunu en aza indirmek 

amacı ile değişik uygulamalar da geliştirilmiştir; dekapitasyon öncesi hayvanın 

anestezi edilmesi, anestezi altındaki hayvanın soğuk fizyoloji sıvı ile trans-kardiyal 

perfüzyonu (Edwards ve ark., 1989: Mayor ve Brown, 2002), dekapitasyon sonrası 

çıkartılan beynin içine alındığı veya beyin dilimlerinin hazırlandığı fizyolojik ortamın 

kompozisyonunun değiştirilmesi (Ca+2’un azaltılarak Mg+2’un arttırılması, NaCl 

yerine sukroz kullanılması, glutamat eksitotoksisitesini azaltmak adına 

antagonistlerinin kullanılması gibi) (Aitken ve ark., 1995; Kass ve ark., 1992) 

başvurulan stratejiler arasında sayılabilir.  

İzole doku veya organların kullanıldığı hemen bütün in vitro çalışmalarda, 

vücut dışına çıkartılıp organ banyosuna yerleştirilen dokunun, bu koşullara adapte 

olması için belirli bir süre preinkübasyon periyoduna alınması, mutlaka uygulanması 

gereken bir işlemdir. Benzer durum beyin dilimleri için de geçerlidir. Beyin 

dilimlerinin kullanıldığı deneylerde de, dekapitasyon sonrası beynin çıkartılması, 

çalışılacak beyin bölgesinin diseksiyonu ve ardından dilimlenmesi maksimum hız ve 

uygun koşullarda yapılsa bile, bu işlemlerin dokuda bir hasarlanmaya ve ATP dahil 
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bir çok endojen maddenin doku seviyelerinde azalmaya neden olması kaçınılmazdır. 

Dokuda meydana gelmiş geri dönüşümlü hasarın en aza indirilmesi ve boşalmış 

endojen depoların yeniden dolmasının sağlanması için dilimlerin deneysel prosedüre 

başlamadan önce mutlaka preinkübasyon dönemine alınması gereklidir. Bu dönemin 

süresi için de bir görüş birliği olmamakla birlikte genellikle 30–60 dakikalık bir 

preinkübasyon periyodu uygulanmaktadır.  

Preinkübasyon döneminin süresi ile ilgili yapılan bir çalışmada, ATP gibi 

düzeyi azalan metabolik parametrelerin dilimler hazırlandıktan 2-4 saat sonra en üst 

düzeyine ulaştığı gösterilmiştir (Alger ve ark., 1984). Benzer şekilde, hazırlanan beyin 

dilimlerindeki hemen bütün metabolik parametrelerin en kararlı duruma 1 saatlik 

preinkübasyon periyodu sonunda ulaştığı belirtilmiştir (Alger ve ark., 1984). Konu ile 

ilgili olarak bölümümüzde yapılan bir çalışmada, beyin dilimlerinden ortama 

salıverilen laktat dehidrogenaz enzim seviyesinin preinkübasyon dönemi boyunca 

azalma gösterdiği ve yaklaşık 90 dakikada minimum seviyeye ulaştığı gözlenmiştir 

(Buyukuysal, 2015). Yine bölümümüzde yapılan diğer bir çalışmada da, dokunun 

diseksiyonu, dilimlenmesi ve dilimlerin birbirlerinden ayrılması aşamalarında azalan 

doku dopamin miktarlarının preinkübasyon dönemi boyunca arttığı ve yaklaşık 60-90 

dakikada en üst düzeyine ulaştığı bulunmuştur (Buyukuysal ve Moğol, 2000).   

 

Araştırmacıların dilimlerin canlılığını arttırmak veya canlı kalma süresini 

uzatmak adına farklı preinkübasyon protokolleri uyguladıklarına da sıkça rastlanabilir. 

Bu farklılıklardan bir tanesi, dilimlerin inkübe edildiği fizyolojik çözeltinin 

kompozisyonunun değiştirilmesidir. Beyin dilimleri hazırlanması ve inkübasyonu 

sırasında, en önemli hasar mekanizmalarından birinin glutamat ekzositozu olduğuna 

inanılmaktadır (Moyer ve Brown, 2002). Dilimleri bu hasara karşı korumak için  bazı 

araştırmacılar preinkübasyon döneminde kullanılan  çözelti içine  kaynurenik asit 

(Clark ve Rothman, 1987) veya ketamin (Aitken ve ark., 1995) gibi iyonik glutamat 

reseptör blokörleri veya sinaptik transmisyonu tamamen engelleyen genel blokörler 

kullanmışlardır. Diğer taraftan glutamatın neden olduğu bu hasarlanma hücre içine 

aşırı miktarda Ca+2 girişi ile yakından ilgili olduğu için (Choi, 1994; Lehmann ve 

Jacobson, 1990) inkübasyon çözeltisinden başlangıçta bu iyonun çıkartılması veya 
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miktarının azaltılması da kullanılan yöntemler arasındadır (Feig ve Lipton, 1990). 

Preinkübasyon döneminin en az 1/3’lük kısmının oda ısısında yürütülmesi de farklı 

uygulamalardan bir diğeridir (Leybaert , 1996; Lipton ve ark., 1995). 

Beyin dilimlerinin inkübasyon veya perfüzyonu için genellikle fizyolojik 

Krebs çözeltisi veya benzeri çözeltiler sıklıkla kullanılsa da, dilimleri inkübasyon 

koşullarının verebileceği hasara karşı korumak adına, içeriği değiştirilmiş farklı 

fizyolojik çözeltilerin kullanıldığı çalışmalara rastlamak da mümkündür. Dilimleri 

inkübasyon ortamındaki fazla oksijen ve türevlerinin neden olabileceği oksidatif 

hasara karşı korumak için  fizyolojik çözelti içine askorbat eklenmesi (Rice, 1999), 

metabolizmayı destelemek için pirüvat (Matthews ve ark., 2003) veya laktat içeren 

çözelti kullanılması (Schurr ve ark., 1997), dokuların su almasını azaltmak ve lizisini 

engellemek adına sodyum klorür yerine kolin klorür (Magee ve ark., 1996) 

kullanılması sıkça başvurulan uygulamalar arasında sayılabilir.  

Beyin dilimlerinin kullanıldığı in vitro çalışmalar arasında görüş birliğinin en 

az olduğu konuların başında inkübasyon/perfüzyon ortamının sıcaklığı gelmektedir. 

Genellikle normal fizyolojik sıcaklık (36–37 oC) tercih edilse de, bunun çok daha 

altında, hatta oda sıcaklığında (21–23 oC gibi) yapılmış çalışmalara da sıkça rastlamak 

mümkündür (Espanol ve ark., 1994; Larkman ve ark., 1988; Leybaert ve Hemptinne, 

1996).  

Düşük sıcaklıkta metabolizmanın yavaşladığı, dilimlerin canlılıklarını daha 

uzun süre devam ettirdikleri bilinmektedir. Gerçekten de, yapılan çalışmalarda 

inkübasyon ortamındaki 1 derecelik sıcaklık değişikliğinin bile, özellikle iskemi ve 

benzeri koşullarda ölçülen parametrelerde çok büyük değişikliklere neden olabildiği 

gösterilmiştir. Anabilim Dalımızda yapılan bir çalışmada, ortam sıcaklığının 37oC’den 

36 oC’ye düşürülmesinin striatal dilimleri anoksinin neden olduğu dopamin 

salıverilmesine karşı önemli ölçüde koruduğu gösterilmiştir. (Buyukuysal and Mete, 

1999). Benzer şekilde,  inkübasyon ortam sıcaklığındaki birer derecelik farkın bile 

doku canlılığını değiştirdiği ve bunun iyonik glutamaterjik reseptörlerle ilişkili olduğu 

rapor edilmiştir (Anatoly ve ark., 2014). Bu nedenle, inkübasyon veya perfüzyon 

odacıklarının yerleştirildiği su banyosunun sıcaklığı istenen dereceye ayarlanmış olsa 
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bile, odacıkların içindeki fizyolojik ortamın sıcaklığının kontrol edilmesi, sonuçların 

tutarlılığı açısından son derece önemlidir.   

Beyin dilimlerinin kullanıldığı çalışmalarda sonuçların tutarlılığı açısından 

optimize edilmesi gereken bir diğer önemli nokta, perfüzyon ve inkübasyon 

tekniklerinden hangisinin tercih edileceğidir. Perfüzyon tekniği,  dilimlerin içine 

yerleştirileceği perfüzyon odacıkları (0,5–1 cm3) içinden, ısıtılmış ve  %95 O2 + %5 

CO2 ile gazlandırılan fizyolojik sıvının peristaltik pompa yardımı ile geçirilmesi 

esasına dayanır. Perfüzyon hızı, odacıkların hacmine, içine yerleştirilen dilimlerin 

miktarına göre değişebilir (0,3–1 ml/dakika gibi). Kullanılacak pompanın, pulsasyon 

yapmayan ve sabit hızda sıvı akışına olanak veren özellikte olması önemlidir (Hajos 

ve ark., 2009). Söz konusu pompaların 2, 4 veya 8 kanallı olması, aynı anda kanal 

sayısı kadar odacık perfüze edilebilmesine olanak verir. Deneye başlamadan önce 

bütün kanalların akış hızlarının eşit olup olmadığının kontrol edilmesi, sonuçların 

tutarlılığı açısından önemlidir. Perfüzyon tekniğinin en önemli üstünlüğü, dilimlerin 

devamlı fizyolojik sıvı ile yıkanması ve ortama salıverilen yararlı veya zararlı bütün 

endojen maddelerin sürekli bir şekilde uzaklaştırılmasıdır. Tekniğin en önemli 

sakıncalarından biri ise, perfüzyon odacıkları içinde biriken hava kabarcıklarının 

dilimlerin fizyolojik sıvı ile temasını engellemesi ve bu durumun dilimleri anoksi 

benzeri bir ortama sokabilmesidir (Hajos ve Mody, 2009). Bu nedenle perfüzyon 

odacıkları içinde hava kabarcıkları birikmesinin önlenmesi sonuçların tutarlılığı 

açısından son derece önemlidir.  

İnkübasyon tekniği ise, gazlandırılmış fizyolojik çözelti içeren inkübasyon tüp 

veya odacıklarına dilimlerin yerleştirilmesi ve dilimlerin bunların içinde inkübasyona 

bırakılması esasına dayanır. Yöntemin en önemli sakıncası, dilimlerden salıverilen 

endojen maddelerin ortamda birikmeleridir. Ancak bu sorun, inkübasyon ortamının 

belirli aralıklarla değiştirilmesi ile giderilebilir. Bu esnada dilimleri uyaracak veya 

onlara zarar verecek mekanik travma oluşturmamaya dikkat edilmelidir. 

Perfüzyon olsun, inkübasyon olsun, kullanılan her iki yöntemde de, ortamdaki 

dilim sayısının gözlenen sonuçların tutarlılığına etkisi bilinmemektedir.   Yukarıda 

ifade edildiği gibi, perfüzyon tekniğinin üstünlüğü dilimlerden salıverilen endojen 

maddelerin süratle ortamdan uzaklaştırılmaları iken, inkübasyon tekniğinin sakıncası 
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bu endojen maddelerin ortamda zaman içinde birikmeleridir. Dilimlerden birçok 

nörotansmitter, büyüme faktörü, protein, aminoasitler ve diğer endojen maddelerin 

salıverildiği düşünüldüğünde, bunların neden olabileceği olumlu veya olumsuz etkiler 

açısından perfüzyon tekniğinde perfüzyon hızı ve ortamdaki dilim sayısı, inkübasyon 

tekniğinde ise inkübasyon hacmi yanında ortamdaki dilim sayısının sonuçlar üzerine 

etkisinin bilinmesi, kullanılacak yöntemin optimize edilmesi açısından önemlidir. 

Bu tez kapsamında sunulan ilk bulgu, eşit hacimde (2 ml) oksijenlendirilmiş 

fizyolojik çözelti içeren bir ortamda inkübasyona bırakılan kortikal dilimlerin TTC ile 

boyanabilirlikleri üzerine ortamdaki dilim sayısının etkisi ile ilgilidir. Şekil 4’de 

görüldüğü gibi, normoksik koşullarda 1 saat boyunca inkübasyona bırakılan dilimlerin 

boyanma yoğunluğu, ortamdaki dilim sayısı arttıkça anlamlı bir şekilde artmaktadır. 

Dokuların TTC ile boyanma yoğunluğunun, onların canlılığını gösteren bir parametre 

olduğu düşünülürse (Altman, 1974; Bederson ve ark., 1986; Bednar ve ark., 1994; 

Belayev ve ark., 1999; Cole ve ark., 1990), inkübasyon ortamına yerleştirilen dilim 

sayısının arttırılmasının dokuların canlılığı üzerine olumlu bir etki gösterdiği 

söylenebilir. Gözlenen bu etkinin mekanizması bu tez kapsamında incelenmemiş 

olmakla birlikte, olası mekanizmaları etraflı bir şekilde tartışılacaktır. 

Beyin dilimleri ile ilgili 1995’te yapılan ve araştırmacıların beyanlarının 

Neuroscience Methods dergisinde yayınlandığı toplantıda benzer bir durumdan Tim 

Teyler ‘ın bahsettiğini görmekteyiz (Aitken ve ark., 1995). Teyler ve arkadaşlarının 

yaptığı çalışmalarda; inkübe edilen dilimlerin, perfüzyona oranla daha iyi doku 

fizyolojisine sahip olduklarını gözlemlenmiştir. Bu durumun inkübe edilen 

dilimlerden inkübasyon ortamına salınan ve ortamda biriken endojen maddelerin etki 

veya etkilerine bağlı olabileceği yorumunu yapmışlardır. Bunun üzerine yaptıkları bir 

diğer çalışmada, inkübasyon ortam çözeltisi olarak on sıçan beyninden sukroz ile 

ekstrakte ettikleri ekstraselüler ortamı kullanmışlar ve bu çözelti ile inkübe edilen 

dilimlerin daha önce gözlemlenemeyen mükemmel fizyolojiye sahip olduklarını ifade 

etmişlerdir (Aitken ve ark., 1995).  

Teyler ve arkadaşlarının yukarıda ifade edilen ve belki de bu konuda tek olan 

bu gözlemleri, normoksik koşullarda inkübe edilen dilimlerin TTC ile boyanma 

yoğunluğunun ortamdaki dilim sayısına bağlı olarak artmasının olası nedenini ifade 
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eder niteliktedir. Dolayısı ile Şekil 4’de gözlenen etkinin,  dilimlerden salıverilen ve 

ortamda konsantrasyonu giderek artan bu endojen maddelerden bazılarına bağlı olması 

olasıdır. Bu tez kapsamında, TTC boyanması açısından söz konusu olasılık, tek bir 

dilimin artan miktarlarda fizyolojik çözelti içeren koşullarda inkübe edimesi ile de test 

edilmiştir. Böylece, inkübasyon hacmi arttırılarak, tek bir dilimden 1 saat boyunca 

ortama salıverilen endojen maddelerin konsantrasyonlarının azaltılması 

amaçlanmıştır. Tek bir dilimin inkübe edildiği hacmin 2 ml’den 12 ml’ye çıkartılması, 

TTC boyanma yoğunluğunda yaklaşık %61,1 azalmaya neden olmuştur. Bu bulgu da 

yukarıda ifade edilen olasılığı destekler niteliktedir. 

TTC boyanmasına ek olarak, normoksik koşullarda inkübe edilen dilimlerden 

inkübasyon ortamına salıverilen ve doku hasarının bir göstergesi olan LDH enzim 

miktarı ile yine doku hasar çalışmalarında sıklıkla kullanılan doku MDA miktarının 

da, ortamdaki dilim sayısından etkilendiği gözlendi. Özellikle ortamdaki dilim 

sayısının altıya çıkartıldığı koşullarda, LDH çıkışı ve doku MDA düzeyleri, tek olacak 

şekilde inkübe edilen dilimlerden anlamlı derecede düşük bulundu (p<0.01).   

MDA’nın özellikle serbest oksijen radikallerinin neden olduğu lipid peroksidasyon 

ürünü olduğu bilinmektedir (GuttarLidge, 1995; Suttnar ve ark., 1997). Dolayısı ile 

normoksik koşullarda inkübe edilen kortikal dilimlerde, ortamdaki dilim sayısına göre 

TTC boyanma yoğunluğunda, LDH çıkışında ve doku MDA düzeylerinde gözlenen 

farklılıkların, ortamdaki dilim sayısına göre düzeyi değişen ROS ile ilişkili olma 

olasılığını düşündürdü. Söz konusu bu olasılık da, dilimlerde ROS düzeyinin 

ölçülmesi ile test edildi. Gerçekten de, inkübasyon ortamında tek bir dilim varken doku 

ROS düzeyi 15,71 ± 1,28 FI/mg protein bulunurken, bu değer ortamda 3 veya 6 dilim 

varken sırası ile 13,84 ± 0,85 ve 10,79 ± 0,69 FI/mg protein düzeylerinde bulundu 

(sırası ile p˃0,05 ve p<0,01; Şekil 5C). 

Normoksik koşullarda gözlenen bütün bu bulgular, inkübasyon ortamındaki 

dilim sayısının arttırılmasının, hasarlanmadan önemli ölçüde sorumlu tutulan ROS 

düzeyinin azalmasına neden olduğu ve bunun da dilimlerin canlılığı üzerine olumlu 

etki gösterdiğini ifade etmektedir. Eğer bu olasılık doğru ise, inkübasyon ortamında 

ROS düzeyinin artmasına neden olarak doku hasarı oluşturan deneysel modellerden 

elde edilen sonuçların da ortamdaki dilim sayısından özellikle etkilenmesi gerekir. 
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Diğer bir ifade ile ortamdaki dilim sayısının arttırılmasının, dokuları ROS 

oluşumuna neden olan koşullardan koruması beklenir. Söz konusu olasılık, bu tez 

kapsamında ROS oluşumuna neden olarak doku hasarına yol açan dört farklı deneysel 

model kullanılarak test edildi; bunlar sırası ile iskemi-REO, H2O2, FeS04 + askorbik 

asit ve menadion modelleridir. 

Ortamda tek dilim olacak şekilde inkübe edilen kortikal dilimlerin 30 dakika 

iskemi ve ardından 30 dakika normoksik koşullarda (REO) bırakılmaları TTC 

boyanma yoğunluğunda %47,58 ± 6,03 oranında azalmaya neden olurken, diğer 3 

deneysel modelde de benzer oranlarda azalma gözlendi. İnkübasyon ortamındaki dilim 

sayısının üçe çıkartılması boyanmadaki azalmayı kısmen geriye çevirirken (H2O2 

deneysel modeli için p˃0,05), özellikle altıya çıkartılması durumunda dört modelde de 

gözlenen azalma hemen tamamen ortadan kalktı (p<0,001). 

Kortikal dilimlerin TTC ile boyanma yoğunluklarında gözlenen azalmada 

olduğu gibi, kullanılan 4 deneysel model de dokuda ROS ve lipid peoksidasyon ürünü 

olan MDA düzeylerinde artmaya neden oldu. Ancak TTC boyanmasındaki azalmanın 

aksine, ROS ve MDA düzeylerindeki artış oranları ve ortamdaki dilim sayısının bu 

artış üzerine etkileri kullanılan deneysel modeller arasında belirgin farklılıklar 

gösterdi. Tek dilim olacak şekilde inkübe edilen dilimlerde iskemi-REO doku ROS 

düzeyini %10 ± 0,4,  MDA düzeyini ise %16,4 ± 3 arttırıken, bu artış H2O2 ve 

menadion modellerinde çok daha yüksek oranlarda bulundu (sırası ile %50,3 ± 6,3 ve 

%48 ± 5,3). Ortamdaki dilim sayısının üçe veya altıya çıkartılması durumunda iskemi-

REO ne doku ROS ve ne de MDA düzeylerini anlamlı bir şekilde etkilemedi. H2O2 ve 

menadion modellerinde ise ortamdaki dilim sayısının arttırılması bu parametrelerde 

belirgin azalmalara neden oldu. Bu üç modelin aksine FeSO4 + askorbik asit modeli, 

ortamdaki dilim sayısından etkilenmeyen bir şekilde doku MDA düzeylerine çok daha 

belirgin bir artışa neden; ortamda tek dilim varken doku MDA düzeyinin %217 ± 10,  

altı dilimin bulunduğu koşullarda ise %202 ± 6 oranında arttığı gözlendi.  Buna karşın 

bu model, doku ROS düzeyinde en fazla artışa neden olurken (ortamda tek dilim 

olduğu koşullarda %98,4 ± 6), gözlenen bu artışın, doku MDA düzeylerindeki artışın 

aksine, ortamdaki dilim sayısından anlamlı bir şekilde etkilendiği gözlendi.  
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Dokuda meydana gelen hasarlanmanın büyüklüğünü göstermek adına sıkça 

kullanılan bir diğer parametre, hasarlanmış hücrelerden inkübasyon ortamına 

salıverilen LDH miktarının ölçülmesidir. H2O2 ve FeSO4 + askorbik asit modellerinde, 

inkübasyon ortamına salıverilen LDH miktarları, söz konusu yöntemlerde kullanılan 

H2O2 ve FeSO4’ın spektrofotometrik olarak yapılan LDH ölçümünü olumsuz 

etkilemesi nedeni ile değerlendirilemedi. Buna karşın, ortamda tek dilimin bulunduğu 

inkübasyon koşullarında iskemi-REO ve menadion modelleri LDH çıkışlarında benzer 

oranlarda artışa neden olurken (sırası ile %72,8 ± 3 ve %74 ± 7), bu artışların, özellikle 

ortamda altı dilimim bulunduğu koşullarda anlamlı olarak azaldığı gözlendi.  

Dokuda hasarlanmaya neden olan dört farklı modelin kullanılması sonucu elde 

edilen hemen bütün bulgular, normoksik koşullarda gözlendiği gibi, inkübasyon 

ortamındaki dilim sayısının arttırılmasının dokuları oksidatif stres hasarına karşı 

koruduğunu göstermektedir. Bunun nedeni bu tez kapsamında çalışılmamış olmakla 

birlikte, dilim sayısının artışına bağlı olarak inkübasyon ortamında konsantrasyonu 

artan birçok endojen molekülün bunda rolünün olması olasıdır. Örneğin kortikal 

dilimlerde bol miktarda bulunan ve inkübasyon ortamına kolayca salıverilen ve 

inkübasyon süresince konsantrasyonu giderek artan laktat, alfa-ketoglutarat gibi alfa-

keto asitlerin, glutamat, taurin gibi amino asitlerin oksidatif stress hasarına karşı 

koruyucu etkileri olduğu bilinmektedir (Demircan ve ark., 2013; Grzesiak ve ark., 

2016; Satpute ve ark., 2013; Zhu ve ark., 2016 ). Bunlar akla gelen ilk olasılıklardır. 

Bunlar gibi birçok endojen molekülün zaman içinde inkübasyon ortamındaki 

konsantrasyonunun artmasının gözlenen etkilerdeki rollerinin olabileceği 

düşünülebilir. 

Sonuç olarak beyin dilimleri sinir bilim alanında sıklıkla kullanılan deneysel 

modeller arasında önemli bir yer almaktadır. Hazırlanmasının kolay olması, deneysel 

işlemin saatler içinde bitirilebilmesi, elektrofizyolojik çalışmalara uygun olması gibi 

avantajları nedeni sıklıkla kullanılan bu yöntemin optimizasyonu elde edilen 

sonuçların tutarlılığı ve/veya güvenilirliği açısından son derece önemlidir. Yöntemin 

optimize edilmesi açısından önemli olan ortam sıcaklığı, dilimlerin kalınlığı, 

preinkübasyon koşulları gibi noktalar dışında, bu tez kapsamında ortaya konan bir 

diğer önemli nokta ortamdaki dilim sayısının çalışma sonuçlarını etkileyebileceğidir. 
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Bu nedenle, beyin dilimleri inkübasyon yöntemi kullanılacaksa inkübasyon hacmi ve 

ortamdaki dilim sayısının standardize edilmesi, beyin dilimleri perfüzyon yöntemi 

kullanılacak ise, perfüzyon odacıklarına yerleştirilen dilim sayısı yanında perfüzyon 

hızının standardize edilmesinin çalışma sonuçlarının tutarlılığı ve tekrar edilebilirliği 

açısından önemli olduğu kanısındayız. 
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7. SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

ATP:  Adenozin trifosfat  

DCF: 2,7-diklorofloresin 

DCFH-DA: 2,7- diklorofloresin-diasetat 

DMSO 

DNPH: 2,4-dinitrofenilhidrazin 

H&E: Hematoksilen-eozin  

H2O2: Hidrojen peroksit 

HPLC: Yüksek basınçlı sıvı kromatografisi  

İ/R:  İskemi/reperfüzyon  

LDH: Laktat dehidrojenaz 

LDL: Düşük dansiteli lipoproteinler  

MDA: Malondialdehid   

NF-κB: Nükleer faktör-kappaB  

NO: Nitrik oksid  

ORAC: Oksijen radikal absorbans kapasitesi 

PAF: Platelet aktive edici faktör  

ROS: Serbest oksijen radikalleri  

TBARS: Tiyobarbitürik asit-reaktif maddeler 

TBA: Tiyobarbitürik asit 

TRAP: Toplam radikal yakalayıcı parametre 

TTC: 2, 3, 5-trifeniltetrazolium klorür  
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