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TURKCE OZET

Normoksik ve Iskemik Kosullarda Inkiibe Edilen Sican Kortikal Dilimlerinin

TTC ile Boyanmas: inkiibasyon Kosullarinin Boyanma Uzerine Etkisi

Amag: Deneysel iskemi ve benzeri durumlarda meydana gelen beyin hasarinin
biiyiikliigiiniin dogru bir sekilde gdsterilmesi, hasar mekanizmasinin agiklanmasi ve
yeni terapotik yaklasimlar gelistirilmesi agisindan oldukca 6nemlidir. Infarkt alaninin
belirlenmesi amaci ile en fazla tercih edilen yontemlerden biri beyin kesitlerinin 2,3,5-
trifeniltetrazolium kloriir (TTC) ile boyanmasidir. Ancak, degisik deneysel
prosediirler kullanilmasi ile bu boyamada farkli sonuglar elde edildigi literatiirde
goriilmektedir. Biz bu ¢alismayi; inkiibasyon ortamindaki dilim sayismin TTC
boyama yogunlugu iizerine etkisini ve bunun hasarlanma ile ilgili diger parametreler

icin de s6z konusu olup olmadigini incelemek amaciyla planlandik.

Metod: Disi Sprague Dawley siganlardan hazirlanan kortikal dilimler (0,4 mm) 2 ml
inkiibasyon ortamina 1,3,6 dilim olacak sekilde yerlestirildiler. 60 dakikalik
preinkiibasyon periyodundan sonra dilimler normoksik kosullar yaninda, in vitro
iskemi, H202 (1 mM), FeSO4 (0,1 mM) + askorbik asid veya menadion (1 mM) igeren
4 farkl oksidatif stres modellerinde inkiibe edildiler. Inkiibasyon sonunda dilimler
%0,5 TTC ile boyandi. Doku hasarinin tespiti i¢in ayni deney kosullarinda, ortama
saliverilen LDH yaninda, doku MDA ve ROS diizeyleri 6lgiildii.

Bulgular: Normoksik kosullarda inkiibe edilen dilimlerin TTC boyanma
yogunlugunun ortamdaki dilim sayis1 arttikga fazlalastigi gozlendi. Benzer sekilde
hasarlanma ile ilgili diger parametreler de dilim sayisi artisindan olumlu etkilendi.
Dort farkli oksidatif stres modeli ile indiiklenen TTC boyanma yogunlugundaki
azalma, 1 dilim inkiibe edilen grupta en yiiksek iken 6 dilim igeren grupta bu azalma
anlamlilik diizeyine ulagsmadi. Doku MDA ve ROS diizeyleri ile ortama salinan LDH
diizeylerindeki degisikliklerin de, TTC boyanma yogunlugundaki degisikliklerle
yiiksek derece korelasyon gdsterdigini tespit edildi.

Sonug¢: Bu caligmadan elde edilen sonuglar, inkiibasyon ortamindaki dilim sayisinin,
normoksik ve oksidatif stres kosullarda deney sonuglarini etkileyebilecegini agikca

gostermektedir. Bu etkinin mekanizmasini tez calismasi kapsaminda g¢alisilmamis
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olmakla birlikte, etkinin inkiilbasyon ortamina salinan endojen ndroprotektif

maddelerin konsanstrasyonlarindaki degisiklik ile iliskili oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar sézciikler: In vitro iskemi, H20,, Menadion, TTC boyamasi, ROS
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INGILIiZCE OZET

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
H20-, (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.



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, H202, menadione, TTC staining, ROS



1. GIRIS

Deneysel iskemi ve benzeri durumlarda meydana gelen beyin hasarinin
blyiikligliniin dogru bir sekilde gdsterilmesi, hasar mekanizmasinin agiklanmasi ve
bu hasara karsi yeni terapotik yaklagimlar gelistirilmesi agisindan son derece
onemlidir. Infarkt alaninin belirlenmesi amaci ile en fazla tercih edilen yontemlerden
bir tanesi beyin kesitlerinin 2, 3, 5-trifeniltetrazolium kloriir (TTC) ile boyanmasidir.
Normalde renksiz olan TTC canli dokudaki mitokondrilerde siiksinat dehidrogenaz
enzimi tarafindan kirmizi-pembe renkli formazan’a doniistiiriilmektedir. Kesitlerin
fotograflanmasi ve degisik analiz yontemleri ile boyanan alanlarin biiytikligiiniin
belirlenmesi ile veya kirmizi formazan bilesiginin dokudan geri alinip yogunlugunun

dansitometrik olarak dlciilmesi ile infarkt alaninin biiyiikliigii saptanabilmektedir.

Iskemi ve benzeri kosullar beyin dilimlerinde dopamin, glutamat ve diger
aminoasitlerin saliverilmesi ve LDH c¢ikisi {izerine olan etkileri anabilim dalimizda
uzun zamandir ¢alisilan konularin basinda gelmektedir. Son olarak yaptigimiz ve
yayinladigimiz bir calismada da iskeminin neden oldugu doku hasart iizerine alfa keto
asitlerin ve glutamatin koruyucu etkileri TTC boyama yontemi kullanilarak
karsilastirilmistir (Demircan ve ark., 2013). Bu galismalar esnasinda gozledigimiz
“inkiibasyon ortamindaki dilim sayisi arttik¢a dilimlerin TTC ile boyanabilirliklerinin

artt1g1” yoniindeki 6n bulgularimiz bu tez ¢alismasinin ¢ikis noktasini olusturmustur.
Bu c¢alisma yukarida belirtilen bu 6n bulgulardan hareketle;

1) In vitro beyin dilimleri inkiibasyon g¢alismalarinda TTC boyanabilirligi

acisindan optimum deney kosullarini ortaya koymalk,

2) TTC boyanma yogunlugu ile; a) doku hasarinin bir gostergesi olan
dilimlerden LDH g¢ikis1 arasinda, b) doku hasarlanmasindan 6ncelikle sorumlu tutulan
serbest oksijen radikallerinin (ROS) diizeyleri arasinda ve c¢) lipid peoksidasyon iiriinii
olan malondialdehid (MDA) diizeyleri arasinda bir korelasyon olup olmadiginm

gostermek,

3) TTC ile boyanma yogunlugu onlarin yasayabilirligini veya mitokondrial

enerji tretiminin siirdiirildiigiinii gosteren bir parametre olduguna gore, ortamdaki



dilim sayist artisinin farkli oksidatif stres modellerinin neden oldugu hasar
biyiikliigiinii degistirip degistirmedigini gostermek ve bu degisikligin biyokimyasal

bulgularla paralel olup olmadigini ortaya koymak amaci ile planlanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Deneysel Bir Model Olarak Beyin Dilimlerinin Kullamlmasi

Beyin dilimlerinin in vitro deneysel ¢alismalarda kullanimi yaklagik 75 yil
once anaerobik glikolizisin neden oldugu doku fosfat dagilimindaki degisikliklerin
tavsan beyin dilimlerinde incelendigi ¢alisma ile baslamistir (Giffen Macfarlane and
Weil-Malherbe, 1940). Takip eden yillarda, beyin dilimlerinin hazirlanmasinda
kullanilan dilimleyiciye de adin1 veren Mcllwain tarafindan beyin dilimleri tizerinde
santral sinir sisteminin metabolizmasina yonelik ¢aligmalar yapilmigtir (Buchel ve
Mcllwain, 1950; Mcllwain ve Cheshire, 1950). Hipokampustan elde edilen dilimlerin
normal sinaptik aktivitelerini siirdiirebildiklerinin gosterilmesinden sonra, beyinin
cesitli bolgelerinden elde edilen dilimlerin in vitro deneysel bir model olarak
kullanilmasi giderek yayginlagsmistir (Nagerl ve ark., 2004; Galimberti ve ark., 2006).
Norotransmitter sentez ve saliverilmesinin incelenmesinden, reseptor sonrast olaylarin
kantite edilmesine, enzim aktivitesi ve protein sentez hizlarinin dl¢limiinden, yapisal
degisiklerin saptanabilmesine kadar hemen biitiin biyokimyasal, farmakolojik,
fizyolojik, morfolojik ve histopatolojik degisikliklerin bu model {izerinde
caligilabilmesi miimkiindiir (Pringle ve ark., 1996; Ray ve ark., 2000; Cho ve ark.,
2004;).

Beyin dilimlerinde oldugu gibi, viicut digina ¢ikartilan ve uygun bir fizyolojik
ortam i¢ine alinarak lizerinde ¢alisilan doku veya organlarin kullanildigr in vitro
yontemlerin, in vivo yontemlerle kiyaslandiginda bazi dezavantajlar1 yaninda,
listiinliikleri de s6z konusudur (Lein ve ark., 2011). In vitro ydntemlerin baslica

dezavantajlar1 sunlardir:

1) Fizyolojik-sinirsel-hormonal baglantilarinin kesilmis olmasi.

2) Doku biitiinliigiiniin bozulmasi.

3) Dekapitasyon ve dokunun dilimlenmesi esnasinda meydana gelen olasi
hasarlanma ve bu hasarlanmanin ¢alisma sonuglarina etkisinin tam olarak

kestirilememesi.



4) Dolasimda bulunan bir¢ok endojen madde veya faktoriin dilimlerin igine
alindig1 ve deneyin siirdiirtildiigii fizyolojik siv1 iginde bulunmamasi ve dilimlerin bu
endojen maddelerin olas1 faydali/zararli etkilerinden yoksun birakilmis olmasi.

Yukarida 6zetlenmeye calisilan bu dezavantajlara karsin, in vitro yontemlerin
in vivo yontemlerle karsilastirildiginda istiinliikleri de s6z konusudur (De Simoni ve

Yu, 2006). Bu ustiinliikler;

1) Kullanilan fizyolojik sivinin kimyasal-gaz karisimmin ve sicakliginin
tamamen aragtiricinin kontroliinde olmasi.

2) Kan-beyin bariyerinin olmamasi nedeni ile dilimlerin bulundugu ortama
eklenen ilaglarin direkt doku ile temas etmesi.

3) In vivo kosullarda oldugu gibi direkt etkiyi baskilayacak refleks mekanizma
veya aktivasyonlarin bulunmamasi.

4) In vivo calismalarda kullanilan anestezik maddelerin olasi olumsuz
etkilerinin s6z konusu olmamasi.

5) Kisa siirede fazla sayida veri elde edilmesine olanak saglamasi.

Beyin dilimlerinin hazirlanmas1 ve kullanilmas: ile ilgili iki farkli yontem soz
konusudur; bunlardan bir tanesi “acute brain slices” olarak nitelendirilen ve yetiskin
deney hayvani beyinlerinden hazirlanan dilimlerin kullanildig1 yontemdir. S6z konusu
bu yontemde dilimler, perfiizyon ve/veya inkiibasyon kosullarinda 6-8 saat kadar
yapisal biitiinliiklerini koruyabildikleri i¢in, ancak bu siirelerle sinirli deneysel
caligmalarda kullanilmaya olanak saglarlar (Fukuda ve ark., 1995). Hiicre kiiltiir
caligmalarinda oldugu gibi beyin dilimi kiiltiirlerinin kullanildigi model ise
(organotypic brain slice culture), 3-9 giinliikk deney hayvanlarinin beyinlerinden elde
edilen dilimlerin uygun ortamlarda giinlerce, bazen haftalarca kiiltiir edilmesine
olanak saglayan deneysel bir modeldir (Buchs ve ark., 1993; Bahr, 1995). S6z konusu
modelde yetiskin olmayan beyin kullanilmasinin nedeni, hazirlanan dilimlerdeki
ndronal plastisite hizinin ¢ok yiiksek olmasi yaninda, gelisimini tamamlamamis beyin
dokusunun dilimlemenin neden oldugu travmatik hasara karsi daha fazla direng

gostermesidir (Del Rio ve ark., 1991; Muller ve ark., 1993).



Akut beyin dilimleri modelinin en 6nemli avantaji, hazirlanmasimin kolay
olmasi, deneysel islemin saatler iginde bitirilebilmesi, elektrofizyolojik calismalara
uygun olmasi ve kisa siire siirede fazla veri elde edilebilmesine olanak saglamasidir
(Colbert, 2006). Diger taraftan, noronal plastisite hizinin yiiksek olmasi, degisik
isaretleme teknikleri sonras1 ndronal ve glial hiicre goriintiilerinin elde edilebilmesi,
ozellikle norodejenaratif ve noro-gelisimsel alanda beyin dilimleri kiiltiirlerinin
kullanilmasimi yaygilastirmistir (Buskila ve Amitai, 2010; Khurana ve Li, 2013).
Iskemik hasarlanma, Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1, amyotrofik lateral skleroz
(ALS) gibi norodejeneratif hastaliklarin mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve bunlara
kars1 yeni terapotik yaklasimlar gelistirilmesi amaci ile beyin dilimleri siklikla
kullanilan deneysel modeller arasinda énemli bir yer almaktadir (Corse ve ark., 1999;
Hsia ve ark., 1999; Sherer ve ark., 2003).

Yukarida belirtildigi gibi, akut beyin dilimlerinin hazirlanmas: yiiksek bir
teknoloji gerektirmemekle birlikte, elde edilen sonuglarin tutarliligi veya tekrar
edilebilirligi agisindan dikkat edilmesi gereken bazi 6nemli noktalar da s6z konusudur.
Asagida maddeler halinde siralanan bu noktalar tezin son boliimiinde daha etrafli bir

sekilde tartisilacaktir.

1) Kullanilan deney hayvaninin dekapite edilmesi ve beyin dilimlerinin
hazirlanarak oksijenlendirilmis ve sogutulmus fizyolojik sivi i¢ine alinmast

arasinda gegen siire,
2) Hazirlanan beyin dilimlerinin kalinligi,
3) Dilimlerin perfiize veya inkiibe edildigi ortamin sicaklig,

4) Deneysel prosediire baglamadan 6nce hazirlanan dilimlerin preinkiibasyon

donemine alinmasi,

5) Dilimlerin perfiizyonu mu, yoksa inkiibasyonu mu? Birbirlerine

ustiinlikleri?



2.2. Beyin Dilimleri Uzerinde Doku Hasar1 Olusturmak Amaci ile Kullanilan

Deneysel Modeller

Doku hasarlanmasina neden olan mekanizmalar1 aydinlatmak ve hasarlanmaya
karst yeni terapdtik yaklasimlar gelistirmek amaci ile farkli deneysel modeller
kullanilmaktadir (Elliot ve Wolfe, 1962; Lipton 1999). Burada sadece bu tez
kapsaminda kullanilan deneysel modellerden ve hasarlanma ile ilgili ileri siiriilen

mekanizmalarindan kisaca bahsedilmistir.

2.2.1. iskemi-Reperfiizyon Modeli

Iskemi, kanlanmanin bozulmasina bagli olarak bir doku veya organin oksijen,
glikoz ve diger metabolitlere olan gereksiniminin dolagim tarafindan saglanamamasi
ve bu siiregte olusan atik tirlinlerin yine dolagim tarafindan uzaklastirilamamasi olarak
tanimlanir (Grace, 1994). Beyin iskemisi tromboz, emboli veya diger nedenlerle kan
akimiin azalmasi ya da tamamen kesilmesi sonucu meydana gelir. Kan akiminin
azalmasi veya tamamen kesilmesi sonucu oksijen ve glikoz gibi enerji kaynaklarinin
tikenmesi ile baslayan ve noronlarda zedelenmeyle sonucglanan bir seri olaylar
gerceklesir (Woolf, 1992). Iskemi siiresinin uzamas: ile hiicredeki hasar geri

doniistimsiiz olur ve hiicrelerin biitiinliigii kaybolarak hiicresel 6liim gelisir.

Iskemi ile hiicrede ilk etkilenen olay mitokondrial oksidatif fosforilasyondur
ve bunun sonucunda adenozin trifosfat (ATP) ve fosfokreatinin sentezinde azalma
meydana gelir. Ancak iskemide, hem metabolit yetersizligi hem de atik iiriin birikimi
nedeniyle, glikoliz metabolizmas1 hipoksiye oranla daha erken sonlanir ve hasar ¢cok
daha erken olusur (De Groot ve Rauen, 2007). iskeminin devam etmesi, hipoksantin
ve anaerobik glikoliz tiriinlerinin (laktik asit, hidrojen iyonu, inorganik fosfatlar) hiicre
iginde birikmesine, asidozda artisa ve enzim ve proteinlerin hasarlanmasina yol agar
(Grace, 1994; De Groot ve Rauen, 2007).

ATP diizeyineki azalma, ATP bagimli hiicre zar1 pompalarinda fonksiyon
bozukluguna neden olarak, hiicre dis1 potasyum kaybi ve hiicre i¢i ani sodyum-

kalsiyum- kloriir artigina ikincil hiicresel sismeyle sonuglanir (Kumar ve ark., 1994).



Mitokondrilerde asir1 vakuolizasyon, hiicre zarinda asir1 zedelenme, lizozomlarda
sisme ve Ozellikle iskemik alanin yeniden kanlanmasi durumunda hiicre i¢i asiri
kalsiyum (Ca™) tutulumu ile birlikte geri doniisiimsiiz hasar kaskad:i aktive olur.
Proteinler, temel koenzimler, ribontikleik asitler asir1 gecirgen zarlardan siirekli
kaybedilir. Hiicreler ATP’nin yeniden olusumunda kullanacaklar1 metabolitleri
kaybeder ve pH’1n diismesi lizozom zarlarinin zedelenmesine ve lizozomal enzimlerin
sitoplazmaya gegmesine yol agar (Hearse ve ark., 1978, Kristian ve Seisjo, 1998). Bu
enzimler sitoplazma ve g¢ekirdek i¢i yapilarin sindirimine neden olur. Sonugta &lii
hiicreler myelin bigimler ve fosfolipidlerden olusan biiyiik kitlelere doniisiirler. Bunlar
daha sonra diger hiicreler tarafindan fagosite edilir veya yag asitlerine pargalanirlar

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

Doku iskemisi sirasinda baska birgok mekanizma da aktive olur. Niikleer
faktor-kappaB (NF-xB) aktivasyonu sonucu inflamasyon aracilarinin ve adezyon
molekiillerinin (6zellikle ICAM-1 ve E-selektin) sentezinde artis olur ve bu artis,
16kosit adezyonunu arttirir (Vinten-Johansen, 2004; Frangogiannis, 2007). Oksijen
nitrik oksid (NO) sentezi i¢in de gerekli oldugundan, iskemik dokuda NO seviyesinde
azalma goriiliir. Endotel tarafindan sentezlenen NO miktarindaki bu azalma
vazokonstriksiyona neden olur. Bunlara ek olarak kompleman sistem aktivasyonu ve
platelet aktive edici faktor (PAF) sentez artist gergeklesir. Sonug olarak iskemi,
dokuyu reperflizyon hasarina karsi daha hassas bir duruma getirir (Seekamp ve ark.,
1993; Dambrosio ve ark., 2001).

Iskemik dokuya kesilmis olan kan akimmin yeniden saglanmast (reperfiizyon),
hiicre hasar kaskadinin aktive olmasina bagli olarak paradoksal olarak doku hasarina
yol acar. Iskemi/reperfiizyon (I/R), 6zellikle myokardiyal ve serebral infarktiislerde
doku hasarma katkida bulunmasi agisindan olduk¢a &nemlidir. I/R hasarinin
fizyopatolojik mekanizmalar1 tam olarak agiklanamamis olmakla beraber, reperfiizyon
sirasinda dokuda diizeyi artan serbest oksijen radikallerinin (ROS), I/R hasarindan
onemli dl¢iide sorumlu oldugu genellikle kabil edilmektedir. Siiperoksit anyonlar (O
2), hidroksil radikalleri (OH"), hipoklorik asit (HOCI), hidrojen peroksit (H20,) ve
nitrik oksitten tiireyen peroksinitrit, reperfiizyon esnasinda meydana gelen baslica
ROS iirtinleridir (Li ve Jackson, 2002; Rodrigo ve ark., 2005). Meydana gelen ROS



tiriinleri, hiicre membraninda lipid peroksidasyonuna, DNA parcalanmasina, siilfidril
aracilt protein capraz baglar1 olusturarak protein parcalanmasinin artmasima ve
enzimatik aktivite kaybina yol agarlar. Bu hiicrelerde oksidan ve antioksidan savunma
mekanizmalar1 arasindaki dengenin bozulmus olmasi da, artan ROS olusumunun

neden oldugu hiicresel hasar1 daha da artirir (Neumar, 2000; Miki ve ark., 2003).

In vivo beyin I/R hasar1 modellerinde, beynin o bolgesindeki orta serebral
arterde belirli siire okllizyon yapilarak bolgenin kanlanmasi kesilir ve sonrasinda bu
okliizyon ortadan kaldirilarak bolgenin kanlanmasi yeniden saglanarak reperfiizyon
olusturulur. Beyin dilimlerinin kullanildig: in vitro beyin I/R modelinde ise, beyin
dilimleri preinkiibasyon periyodu sonrasinda oksijen ve glikoz icermeyen fizyolojik
ortama aliarak iskemi olusturulur. Bu dénem sonunda dilimlerin tekrar oksijen ve

glikoz igeren ortama alinmasi ile reperfiizyon gergeklestirilir (Lipton, 1999).

2.2.2. Hidrojen Peroksid Modeli

Elektronlar atom veya molekiilde genellikle eslenik olarak bulunmalar
nedeniyle molekiiller stabildir ve reaktif degildir. Ancak, molekiile bir elektron ilavesi
ya da bir elektron kayb1 onu reaktif hale getirir. Bu 6zellikleri nedeniyle serbest
radikaller kolaylikla hiicre bilesenleri ile reaksiyona girebilir ve onlarin kimyasal
yapilarini degistirerek bu yapilarda hasar olusturabilirler (Slater, 1984; Nakamura ve
ark., 2001). Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda, santral sinir sistemi hastaliklarindan
epilepsi, Alzheimer ve Parkinson gibi pek ¢ok hastaligin olusumunda rol oynadiklar

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

Serbest radikaller organizmada metabolizma sirasinda endojen olarak siirekli
olusabildigi gibi radyasyon, ilaclar ve zararli kimyasallar ile eksojen olarak da ortaya
cikabilirler. Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile O radikali, iki elektron
alarak indirgenmesi ile H2O, radikali olusur. Ugiincii elektron ilavesi ile yiiksek
derecede reaktif OH" radikali olusur. Dordiincii elektron ilavesi ile de su olusmaktadir
(Slater, 1984; Philips, 1994).



H20, giiglii bir radikal oldugu ig¢in, in vitro ¢alismalarda ROS modellemesi
amaci ile siklikla kullanilmaktadir (Desagher ve ark., 1997; Gul ve ark., 2016).
Yapilan ¢alismalarda in vitro beyin dilimleri inkiibasyon sisteminde 0,05 — 1 mM
dozlar1 arasinda inkiibasyon ortamina eklenen H2O2’nin, doku ROS diizeyi ile lipid
peroksidasyonun gostergesi olan doku malondialdehid (MDA) diizeyini doza bagh
olarak arttirdig1 ve doku canliliginin gostergesi olan TTC boyanma yogunlugunu ise
azalttig1 gosterilmistir (Wang ve ark., 2006; Fatehi-Hassanabad ve Tasker, 2011; Gul
ve ark., 2016).

2.2.3. FeSO4 + Askorbik Asit Modeli

Serbest radikaller organizmada mitokondrinin yani sira hiicrelerin hemen tiim
kisimlarinda membrana bagli veya serbest halde bulunan bir¢ok enzimin katalizledigi
reaksiyonlar sirasinda olugsmaktadir. Bunlar arasinda mikrozomal karma fonksiyonlu
oksidaz sistemi, sitoplazmada ksantin oksidaz, hiicre membranina bagli NADPH
oksidaz ve lipoksigenazlar gibi enzimlerin kataliz ettigi reaksiyonlar sayilabilir (Slater,
1984; Philips, 1994).

ROS’lar, molekiiliin yapisina gore, oksijen merkezli (siiperoksit radikali,
peroksit radikali, hidroksil radikali, vb.), karbon merkezli (karbon tetrakloriir,
aromatik hidrokarbonlar) veya siilfiir merkezli (glutatyon radikali) olarak

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

O radikali en gabuk ve en kolay olusan radikaldir. Aktivitesi kismen diisiik
olmasina karsin diger radikalleri olusturdugu i¢in 6nemlidir. OH" radikali bu grupta en
glicli ROS’dur ve olugmasi igin ortamda demir veya bakir gibi gecis metallerinin
varligi gerekmektedir. Gegis metalleri tarafindan katalizlenen bu reaksiyonlar Fenton

reaksiyonlar1 olarak bilinir (Freeman ve Crapo, 1982; Philips, 1994; Slater, 1984).
H202 + Fe™* — Fe™ + OH + OH

H,0, + Cu* —— Cu™ + OH + OH"



02 radikali, bir ge¢is metalinin varliginda H2O; ile tepkimeye girerek OH"
radikalini olusturur. Bu da Haber-Weiss reaksiyonu olarak bilinir (Freeman ve Crapo,
1982; Philips, 1994).

Fet**+ 02 — Fe'*+ O
Fe™ + H:O, — Fe™™" + OH + OH"
H>O2 + O —» OH + OH"

Hidroksil radikali biiyiik molekiil yapisi ve elektronegativitesi nedeni ile DNA,
protein, karbonhidrat ve lipitler gibi makromolekiillerle reaksiyona girerek bu
yapilarda oksidatif hasara neden olur. Makromolekiiller hiicrelerde kisitli miktarlarda

bulunduklarindan bu yapilarda olusan hasar olduk¢a 6dnemlidir.

Beyin dilimleri inkiibasyon sisteminde veya hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, bu
reaksiyonlar ile ROS olusturmak i¢in “FeSO4 + askorbik asit” karigimi siklikla
kullanilan bir modeldir. Askorbik asit, inkiibasyon ortamina eklenen demirin +2
degerlikli iyon halinde kalmasimi saglayarak, Fenton reaksiyonu ile doku veya
hiicrelerde OH" radikali olusmasina neden olur (Samokyszyn ve ark., 1989; Thomas
ve ark., 1985).

2.2.4. Menadion Modeli

Beyin dilimleri inkiibasyon sisteminde ROS’un etkisini test etmek i¢in
kullanilan diger bir madde de menadiondur. ROS olusturucu etkisi olan ve bu amacla
sik¢a kullanilan menadion (2-metil-1,4-naftakinon, menafton, K3 vitamini), sentetik
olarak elde edilen ve yagda ¢oziinen en basit yapili K vitamini tiridiir (Abe ve Saito,
1996; Criddle ve ark., 2006; Kossenjans ve ark., 1996).

Menadionun metabolizmasi sirasinda, 1 elektron indirgeyici enzimler, dnce
stabil olmayan bir semikinon radikali olugturur ve bunu daha sonra stabil hidrokinona
indirgerler; molekiiler oksijen varliginda ise semikinon ve hidrokinon metabolitlerinin
yeniden oksidasyonu ROS olusmasina neden olur (Criddle ve ark., 2006; Nath ve ark.,

1995). Bu nedenle menadionla inkiibe edilen dilimlerin daha sonra menadionsuz
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normoksik ortama nakledilmesi ROS {iretimine yol agabilir. Gergekten de Desagher
ve arkadaslari (1997), menadionun H20- olusturdugunu, hatta bu bilesigin inkubasyon
ortamindan uzaklastirilmasi sonrasinda bile H202 olusumunun devam ettigini
gostermislerdir. Benzer sekilde, endotel hiicrelerinde yapilan in vitro bir ¢alismada,
menadion ile olusturulan oksidatif stres hasar modelinde, menadiona maruz kalmakla
superoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerinin arttigi gosterilmistir
(Kossenjans ve ark., 1996). Anabilim Dalimizda yapilan bir diger in vitro ¢alismada
da, beyin dilimlerinin menadion ile inkiibe edilmesinin herhangi bir etkiye neden
olmadigi, ancak bu dilimlerin menadion igcermeyen oksijenlendirilmis fizyolojik
ortama alinmalar1 sonrasi, dilimlerden protein S100B ve LDH ¢ikislarinin arttig1 ve

TTC boyanmasinin azaldigi bulunmustur (Demircan ve ark., 2014).

G NAD(P)H NAD(P)" o’
"" En[mm'i l I Me
Samixinon
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Sekil 1. Menadionun reaktif oksijen radikalleri olusumundaki olasi mekanizmas: (Nath ve ark., 1995).

2.3. Beyin Dilimleri Inkiibasyon Modelinde Hasar Biiyiikliigiinii Olcmek Amaci

ile Siklikla Kullanilan Parametreler
2.3.1 TTC Boyamasi

In vivo veya in vitro iskemi-reoksijenasyon modellerinde meydana gelen
hasarin biiytikliiglinii kantite etmek amaci ile degisik histopatalojik boyama yontemleri
kullanilmaktadir. Bu amagla siklikla kullanilan yontemleri basinda, dokularin
hematoksilen-eozin (H&E) ile veya 2, 3, 5-trifenil tetrazolium kloriir (TTC) ile
boyanmasi gelmektedir (Goldlust ve ark, 1996; Isayama ve ark, 1991; Yang ve ark.,
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1998). Bederson (1986) ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, hasar alani tespiti
acisSindan, TTC ve H&E boyamasinin yakin korelasyon gosterdigi bildirilmistir. H&E
boyamasina gore, olduk¢a ucuz ve kolay olan, fakat ayni zamanda hizli sonug
alinabilen TTC boyama yontemi, serebral hasar alanin belirlenmeSinin yani Sira,
myokard ve diger dokulardaki hasar biiyiikligiiniin tespitinde de siklikla
kullanilmaktadir (Denizot ve Lang, 1986; Hussain ve ark., 1993; Varming ve ark.,
1996).

Suda kolay ¢o6ziinen ve normalde renksiz olan TTC, canli dokudaki
mitokondrilerde, bir proton alicist gibi davranarak siiksinat dehidrogenaz enzimi
tarafindan kirmizi-pembe renkli formazan’a doniismektedir (Altman, 1974; Bederson
ve ark., 1986; Bednar ve ark., 1994; Belayev ve ark., 1999; Cole ve ark., 1990).
Kesitlerin fotograflanmasi ve degisik analiz yontemleri ile boyanan alanlarin
biiytikligiiniin belirlenmesi ile (Huang ve ark., 2008; Swarnkar ve ark., 2010) veya
kirmiz1 formazan bilesiginin dokudan geri alinip yogunlugunun dansitometrik olarak
Olgiilmesi ile (Gul ve ark., 2016; Xue ve ark., 2004) infarkt alaninin biiytkligii
saptanabilmektedir.

Iskemide, hasar kaskadinin mitokondrilerde enerji metabolizmasmin
bozulmaya baglamasiyla indiiklendigi bir¢ok arastirmaci tarafindan 6ne siirtilmektedir.
TTC, mitokondriyal disfonksiyonu ortaya koyan bir boyama oldugundan primer hasari
gosteren bu parametre ile, doku hasarmi gosteren diger parametreler arasindaki
korelasyon olduk¢a oOnemlidir. Bu konu ile ilgili yapilan c¢aligmalarda, TTC
boyamasinin, kristal viyole (Tureyen ve ark., 2004) ve oldukg¢a sik kullanilan
hematoksilen-eozin (Mathews ve ark., 1999; Okuno ve ark., 2001) boyamasiyla
paralel sonuglar ortaya koydugu ve doku hasarini géstermede en az bu parametreler
kadar spesifik bir boyama oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur. Sadece
hasarl1 hiicre zarna sahip hiicreleri boyayan propidium iyodiir boyamasi ile TTC
boyamasinin doku hasarini gésterme konusunda paralel sonuglar gosterdigi bilgisi de
literatliirde mevcuttur (Swarnkar ve ark., 2010). Ayrica hasarin bir bagka gostergesi
olan dokudan LDH g¢ikisi ile TTC boyamasi arasinda yakin bir korelasyon oldugu
aragtirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Huang ve ark., 2008; Xue
ve ark., 2004).
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Sekil 2: TTC’nin hiicre i¢ine alindiktan sonra renkli formazon bilesigine doniistiiriilmesi (Bederson ve ark., 1986).

Konu ile ilgili ¢aligmalara bakildiginda, hasar biiyiikliigiinii saptamak amaci ile
kullanilan TTC ¢dzelti yogunlugunun biiyiik farkliliklar gosterdigi ve yogunlugu %]1-
%05 arasinda degisen TTC ¢ozeltilerinin siklikla kullanildig1 goriilmektedir (Bederson
ve ark., 1986; Bose ve ark., 1988; Goldhust ve ark., 1996). Joshi (2004) ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada, %0,05’lik TTC ¢6zeltisinin, hasarli ve normal
dokular arasinda en iyi kontrasti olusturdugu ve boylece hasarin tespit edilmesinde en
uygun c¢ozelti olabilecegi ortaya konmustur. TTC yogunlugunda oldugu gibi,
¢ozeltinin hazirlanmasinda hangi ¢oziicliniin kullanilacagi konusunda da bir goriis
birligi s6z konusu degildir. 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 sik kullanhan ¢oziiciilerin baginda gelmektedir. Yine Joshi
(2004) ve arkadaglarinin yaptigi ¢aligmada, fosfat tamponun, dokularin TTC ile

boyanmast i¢in en uygun ¢6ziicii oldugu vurgulanmistir.

2.3.2. Malondialdehid (MDA)

Hiicre membraninda akigkanlig1 saglamak icin, diisiik dansiteli lipoproteinler
(LDL) igerisinde ¢oklu doymamis yag asidleri fazla miktarda bulunur (Dekkers, 1996;
Gotes ve ark., 1990). Serbest radikaller, hiicrenin lipid membranindan elektron
yakalayarak lipid peroksidasyonu olarak adlandirilan serbest radikal atagini baslatirlar.
Coklu doymamis yag asidlerinin karbon-karbon ¢ift bagin1 hedef alan radikaller,
karbon ve hidrojen arasindaki bagi zayiflatarak lipid hidroperoksitlerinin olusmasina

neden olur. Peroksidize olmus ¢oklu doymamis yag asitlerinin en 6nemli ikincil
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oksidasyon flirtiniinden biri MDA’dir (Blokhina ve ark., 2003; Suttnar ve ark., 1997).
Cesitli hastaliklarda goriilen MDA artisinin, serbest radikallerin verdigi hasar ile
iliskili oldugu bir¢cok c¢alisma ile ortaya konmustur ve lipid peroksidasyonun
degerlendirilmesinde ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir (GuttarLidge, 1995; Suttnar
ve ark., 1997).

MDA’nin 100 °C de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyonu sonrasi olusan
tiyobarbitiirik asit-reaktif maddeler (TBARS) genellikle spektrofotometrik yontemle
oOlgiiliirler (GuttarLidge, 1995). Ancak, TBA’nin MDA’nin yani sira karbonhidratlar,
pigmentler, aminoasitler ve piridinler gibi bir¢ok bilesikle de reaksiyona girebilmesi
nedeniyle bu metod fazla giivenilir bulunmamaktadir (Chirico,1994; Guillen-Sans ve
Guzman-Chozas, 1998). Diger taraftan, 2TBA-MDA kompleksinin fluoresans (Volpi
ve Tarugi, 1998) veya UV-vis dedektor (Mateos ve ark., 2005) baglantili yiiksek
basingli sivi kromatografisi yontemleri ile de 0lgiilebilmesi miimkiindiir. Ancak,
MDA ile TBA nin reaksiyonu igin gerekli olan yiiksek sicaklik (95-100 °C) ve kuvvetli
asidik kosullar (pH 1,5-3,5) o&rneklerde bulunabilen antioksidanlarin  da
peroksidasyona ugramalarina neden olur. Bu olumsuzluklarina ragmen giiniimiizde
TBARS o6l¢iimii, hala insan (Sjodin ve ark., 1990; 54-56) ve hayvan (Mateos ve ark.,
2005; Sans ve ark., 1995) caligmalarinda plazma, karaciger, akciger ve bobrek gibi
dokulardaki MDA diizeylerinin 6l¢iilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Alternatif olarak, MDA’ nin 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile inkiibasyonu
sonucu meydana gelen hidrazon tiirevinin yiikksek basingli sivi kromatografisi ile
6lglilmesinin, MDA i¢in ¢ok daha spesifik oldugu ileri siiriilmiistiir. (Mateos ve ark.,
2004; Zelzer ve ark., 2013; Blokhina ve ark., 2003; Mateos ve ark., 2004; Moreira ve
ark., 2010). Bu tez galismasinda doku MDA diizeyleri s6z konusu bu yontem

kullanilarak 6lgiilmiistiir.
2.3.3. ROS

ROS, genellikle kullanilan molekiiler probun serbest radikaller tarafindan
yiikseltgenmesi esasina dayanan metotlarla 6l¢iilmektedir. Oksijen radikal absorbans
kapasitesi (ORAC) (Ghiselli ve ark., 1995; Glazer, 1990), toplam radikal yakalayict
parametre (TRAP) (Delange ve ark., 1989; Wayner ve ark., 1985) gibi bu esasa
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dayanan metodlarda, peroksil radikali ROO™ ve hedef molekiil arasindaki reaksiyon
sonucu prob yiikseltgenir ve yiikseltgenmis prob, 6zelligine gore spektrofotometrik
veya florimetrik yontemlerle 6l¢iilir (Huang ve ark., 2005; Ou ve ark., 2001). Bu
calismada, temel prensibi ayni olan, Valkonen ve Kuusi (1997) tarafindan gelistirilen
ve peroksi radikalleri i¢in yiikseltgenebilir bir prob olan 2,7- diklorofloresin-
diasetat’in (DCFH-DA) kullanildigi yontem kullanilmistir. DCFH-DA floresans
Ozelligi olmayan bir maddedir. Ancak hiicre i¢ine girdiginde buradaki esterazlar
tarafindan  diasetat bag1 koparilarak  2,7-diklorodihidrofloresin’e  (DCFH)
doniistiiriiliir. Meydana gelen bu iiriin de peroksi radikalleri tarafindan yiikseltgenerek
2,7-diklorofloresin’e (DCF) doniistiiriiliir. DCF yiiksek floresans 6zellik gosteren bir
bilesiktir (Aeksitasyon=480 nm ve Aemisyon= 526 nm), fakat ayni1 zamanda 504 nm’de
absorbansa da sahiptir. Bu yiizden meydana gelen DCF, ya florimetrik olarak ya da

spektrofotometrik olarak dlgiilebilir. (Hammes ve ark., 2005).
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Sekil 3: DCFH-DA’1n hiicre igine alindiktan sonra floresans 6zellige sahip DCF- bilesigine dontistiiriilmesi (Valkonen ve Kuusi,

1997) .

2.3.4. Laktat dehidrogenaz (LDH)

LDH, glikolitik yolakta rolii olan sitoplazmik bir enzim olup laktat ve piruvatin

birbirlerine doniismesini katalize eder (Skillen, 1984). Hipoksi, iskemi, nekroz,
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neoplastik hastaliklar, bakteryel toksinlere maruziyet, dehidratasyon, hemoliz,
kimyasal maddelerle zehirlenmeler gibi hiicre hasar1 veya oOliimiine yol agan
durumlarda, permeabilitesi bozulmus hiicre membranindan gegerck stoplazmadan
ekstraselliiler araliga ¢ikar. Bu nedenle hiicre hasar1 veya 6liimiiniiniin biiytikliigiini

ortaya koymak amaci ile siklikla kullanilir (Skillen, 1984; Valentovic ve Ball, 1998).

LDH aktivitesinin belirlenmesinde laktatin priivata donlisiim reaksiyonu
kullanilmaktadir. Bu reaksiyonda LDH, L-laktatin piriivata g¢evrilmesini, NAD+
molekiiliiniin hizla NADH molekiiliine indirgenmesiyle birlikte katalizler. LDH
aktivitesi, NAD+ molekiiliiniin NADH molekiiliine ¢evrilmesi sirasinda zamana baglh

olarak absorbansta gozlenen degisiklikle orantilidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Materyaller

TTC boyamasinda kullanilan 2, 3, 5-trifenil-tetrazolyum, MDA 6l¢iimiinde
tirevlendirme i¢in kullanilan dinitrofenilhidrazin, ROS o6l¢tiimiinde kullanilan 2,7
diklorofloresin-diasetat ve albumin Sigma Chem Co firmasindan (St. Louis, MO,
USA), LDH kiti Biolabo Sa (Maizy, France) firmasindan temin edilmistir. Krebs
soliisyonu hazirlamada kullanilan kimyasallar ile diger kimyasallar Carlo Erba

Reagents (Val de Reuil, FR) veya Merck firmalarindan temin edilimistir.
3.2 Beyin dilimlerinin hazirlanmasi ve inkiibasyonu

Bu ¢alismada Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edilen 3 aylik, agirligi 250-300 gr olan
disi Sprague Dawley siganlar kullanildi. Tiim deneysel protokol i¢in Uludag
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alind1 (Karar no: 2013-
17/06). Calisma sirasinda hayvan etik kurallarina uygun olarak deneyde kullanilan
hayvan sayisin1 azaltmak ve hayvanlarin aci ¢ekmesini en aza indirmek i¢in azami

caba gosterildi.

Deney Biiyiikuysal’in (2005) beyin dilimlerinde, daha 6nceden kullandigi
iskemi-reoksijenasyon modeline goére yapildi. Sicanlar dekapite edildikten sonra
beyinleri hizla ¢ikartildi ve 6nceden sogutulmus, %95 O2 ve %5 CO: ile gazlandirilmig
fizyolojik Krebs ¢ozeltisi i¢ine alindi (Krebs ¢6zeltisinin kompozisyonu: 120 mmol/L
NaCl, 1,3 mmol/L CaClz, 1.2 mmol/L MgSOa, 1.2 mmol/L NaH2PO4, 3.5 mmol/L
KCI, 25 mmol/L NaHCOs3 ve 10 mmol/L glikoz). Daha sonra hizli bir sekilde korteks
disseke edildi ve doku dilimleyicisine (Mcllwain) yerlestirilerek 0,4 mm kalinliginda
dilimlendi. Dilimlenmis doku, i¢inde soguk ve oksijenlenmis fizyolojik sivi bulunan
petri kabina alinarak dilimler firga yardimiyla birbirinden ayrildi. Dilimler firca
yardimiyla oksijenlenmis fizyolojik c¢ozelti iceren inkiibasyon odaciklarina
yerlestirildi. Odaciklardaki inkiibasyon hacmi ve dilim sayis1 deney protokoliine gore
ayarland1. Inkiibasyon odaciklar1 37°C’deki su banyosuna yerlestirildi ve dilimler 60

dakika siiresince denge periyoduna alindi (preinkiibasyon donemi). Bu donem
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boyunca, 10 dakikada bir dilimlerin inkiibe edildikleri ortam, 6nceden 1sitilmig ve
oksijenlendirilmis taze Krebs ¢ozeltisi ile degistirildi. Deney plani ve preinkiibasyon
donemi ardindan uygulanan deneysel prosediirler asagida maddeler halinde

siralanmustir:
1: Inkiibasyon ortam hacmi sabit, ancak dilim sayisi farkly inkiibasyon kosulu:

Hazirlanan kortikal dilimler 2 ml’lik inkiibasyon ortamlarina, her bir ortamda
artan sayida dilim olacak sekilde (1, 3 ve 6 dilim) yerlestirildi. Preinkiibasyon donemi
ardindan biitiin dilimler, 37 °C’de 30 dakika siire ile inkiibasyona birakildi. Bu donem
sonunda dilimler odaciklardan alind1 ve TTC boyamasi, doku MDA, ROS ve total
protein diizeylerinin 6l¢iimii icin kullanildi. Inkiibasyon ortamlari ise dilimlerden

saliverilen LDH diizeylerinin 6l¢iimii i¢in kullanildi.

2: Ortamdaki dilim sayisimin iskemi- reoksijenasyonun neden oldugu doku

hasart biiyiikliigiine etkisi:

Inkiibasyon ortamlarina (2 m) artan sayilarda (1, 3 ve 6) yerlestirilen dilimler
60 dakikalik preinkiibasyon donemi ardindan oksijen ve glikoz igermeyen ortama
alind1 ve bu ortamda 30 dakika inkiibe edildi (iskemik donem). Bu donemin sonunda
biitiin dilimler oksijen ve glikoz igeren ortama alinarak 30 dakika daha inkiibe edildi
(reoksijenizasyon donemi; REQO). REO donemi sonunda inkiibasyon ortamlar
dilimlerden saliverilen LDH miktarin1 6lgmek igin kullanilirken, dilimler ise TTC

boyamasi, doku MDA, ROS ve protein diizeylerinin 6l¢timii i¢in kullanildu.

3: Dilimlerin TTC ile boyanmast iizerine inkiibasyon hacmindeki artisin veya

inkiibasyon siiresinin etkisi:

Inkiibasyon hacmi ile ilgili ¢aligmalarda, kortikal dilimler 2, 6 veya 12 ml
Krebs igeren inkiibasyon odaciklarina, her odada 3 dilim olacak sekilde yerlestirildi.
Preinkiibasyon donemi ardindan dilimler 30 dakika kontrol veya oksijen ve glikoz
icermeyen ortamda inkiibe edildi. Bu donemin sonunda biitiin dilimler 30 dakika daha
normoksik kosullarda inkiibasyona birakildi. Bu dénemin sonunda biitiin dilimler

TTC boyamasi i¢in kullanildi.
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Inkiibasyon siiresinin TTC boyanmas! iizerine etkisi ile ilgili calismalarda ise,
kortikal dilimler 2 ml Krebs i¢eren inkiibasyon odaciklarina 1, 3 veya 6 dilim olacak
sekilde yerlestirildi. Preinkiibasyon dénemi ardindan dilimler, 15, 30 veya 60 dakika
boyunca kontrol veya oksijen ve glikoz igermeyen ortamda inkiibasyona birakildu.
Ardindan dilimler 15, 30 veya 60 dakika daha normoksik kosullarda imkiibe edildi.

Bu dénem sonunda biitiin dilimler TTC boyamasi i¢in kullanildi.

4: Ortamdaki dilim sayisimin H202, FeSO4+ askorbik asit veya menadion ile

indiiklenen oksidatif stres hasarmmin biiyiikliigiine etkisi:

Inkiibasyon ortamlarina artan sayilarda (1, 3 ve 6) dagitilan dilimler 60
dakikalik preinkiibasyon dénemi ardindan 1mM H20> veya 0,1 mM FeSOs+ askorbik
asit (20 uM ) iceren ortama alindi bu kosullarda 60 dakika inkiibe edildi. Bu
inkiibasyon dénemi sonunda ortam dilimlerden saliverilen LDH miktarini 6lgmek igin
kullanilirken, dilimler ise TTC boyamasi, doku ROS, MDA ve total protein

diizeylerinin 6l¢timii i¢in kullanildi.

Menadionun neden oldugu oksidatif stres hasart menadion sonrast donemde
¢ok daha belirgin oldugu i¢in (Demircan ve ark., 2004; Kossenjans ve ark., 1996),
menadion ¢alismasinda dilimler 6nce 30 dakika siire ile 0,1 mM menadion igeren
ortamda inkiibasyona birakildi. Ardindan biitiin dilimler menadion icermeyen
oksijenlenmis ortama alinarak 30 dakika daha inkiibe edildi. Bu donemin sonunda
inkiibasyon ortami dilimlerden saliverilen LDH miktarin1 6lgmek i¢in kullanildi.
Dilimler ise TTC boyamasi, doku ROS, MDA ve total protein diizeylerinin 6l¢timii
i¢in kullanildi.

3.3 TTC Boyamasi

Inkiibasyon sonunda dilimler 2 ml %0,5 TTC ¢ozeltisi (0,1 M sodyum fosfat
tamponu i¢inde; pH 7,4) i¢ine alind1 ve 60 dakika 37°C’de karanlik su banyosunda
inkiibasyona birakildi. Boyanma sonrast TTC ¢o6zeltisi ortamdan uzaklastirildi ve
dilimler soguk Krebs ile yikandi. Bazi deneylerde, boyama islemi ardindan,

fotograflarint ¢ekmek amaci ile dilimler %4’liikk formaldehid igine alinirken,
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deneylerin biiyiik bir kisminda dilimlerdeki boyanma yogunlugu spektrofotometrik
yontemle Olgiildii (Joshi ve ark., 2004). Bu amagla boyanmig dilimler 2 ml etanol-
DMSO (1/1; v/v) igine alind1 ve 24 saat boyunca karanlikta bekletildi. Bu siirenin
sonunda etanol-DMSO igine gegen dokudaki kirmizi formazan bilesiginin yogunlugu
490 nm dalga boyunda okutuldu ve bu degerler dilimlerde Olgiilen total protein
degerlerine gore diizeltildi. Dilimlerdeki TTC boyanma yogunlugu optik dansite
(OD)/mg protein seklinde verildi.

3.4 LDH él¢iimii

Dilimlerden inkiibasyon ortamina saliverilen LDH miktar1 ticari bir kit
kullanilarak (Biolabo Sa, Maizy, France) spektrofotometrik yontemle o6l¢iildii.
Inkiibasyon ortami (50 pl) 0,6 ml LDH reaksiyon ¢dzeltisiyle karistirild1 ve karigimin
absorbansi 37°C’de, birer dakika ara ile iki defa 340 nm’de ol¢iildi. LDH aktivitesi
bu iki absorbans degeri arasindaki farka gore hesaplandi ve daha sonra dilimlerin
protein diizeylerine gore diizeltildi. Dilimlerden saliverilen LDH miktarit AOD/mg
protein seklinde verildi. Absorbans Olglimlerini etkiledigi igin H20. ve FeSO4

modellerinde, LDH 6l¢iimii yapilamada.
3.5 MDA Ol¢iimii

Dilimlerdeki MDA diizeyleri dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile tiirevlendirme
sonrast yiiksek basingli s1vi kromatografisi (HPLC) yontemi ile dl¢iildii (Mateos ve
ark., 2004; Zelzer ve ark., 2013). Dilimler 0,5 ml %]1’lik siilfiirik asid iginde
homojenize edildikten sonra, 200 pul homojenata 20 pl DNPH (5 mM; 2M HCI ile
hazirlandi) ilave edildi. Tiirevlendirme amaci ile 6rnekler 24 saat oda sicakliginda ve
karanlikta inkiibasyona birakildi. Orneklerin 10,000 rpm’de 10 dakika santrifiij

edilmesi sonrasi, 10 pl siipernatant HPLC sistemine enjekte edildi.

HPLC sisteminde analitik ayirirm ODS 2 Cig kolon kullanilarak yapildi (5 pm
partikiil biiytikliigii, kolon uzunlugu ve ¢ap1 125 x 4 mm). Sistemde mobil faz olarak
%0,2 (v/v) asetik asid igeren asetonitril-distile su (38: 62; v/v) karisimi kullanildi.
Sistemin akis hizz HP 1100 series pompa kullanilarak 1 ml/dakikaya ayarlandi.
Orneklerdeki MDA’ nin hidrazon tiirevi 310 nM dalga boyunda Jasco UV-975 UV
dedektor kullanilarak saptandi. Orneklerin pik boylart MDA standartlarmnin pik boylari
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ile kagilastirilarak hidrazon tiirevinin miktar1 hesaplandi. MDA standarti olarak, 0,1 M
HCI iginde hazirlanan 1.1.3.3 tetraetoksipropan c¢ozeltisi kullanildi. Dilimlerdeki
MDA degerleri total protein diizeylerine gore diizeltildi ve pmol/mg protein seklinde
verildi. DNFH ile MDA 6l¢iimiinii etkiledigi icin Menadion modelinde, MDA 6l¢iimii

yapilamadi.

3.6 ROS Ol¢iimii

Doku ROS diizeyleri 2,7 diklorofloresin-diasetat (DCFH-DA) kullanilarak
olgiildiic (Hammes ve ark., 2005). DCFH-DA, iskemi-reoksijenasyon modelinde
reoksijenasyon doneminde, H20O2 ve FeSO4 modellerinde ise bu maddeler ile birlikte
ortama eklendi (DCFH-DA son konsantrasyonu 5 upM). Menadion ¢alismasinda ise,
menadion inkiibasyonunu takip eden menadionsuz 30 dakikalik donemde ortama
DCFH-DA eklendi. Inkiibasyon dénemleri sonunda dilimler soguk distile su igine
alinarak homojenize edildi. Orneklerin 10.000 rpm’de santrifiij edilmesi sonrasi {ist
fazlardaki floresans yogunlugu Jasco FP-750 spektofluorometre kullanilarak 6l¢iildi
(eksitasyon: 488 nm; emisyon: 525 nm). Olgiilen yogunluk degerleri doku protein
diizeylerine gore diizeltildi ve doku ROS diizeyleri floresans indeks (FI)/mg protein

seklinde verildi.
3.7 Total protein dl¢iimii

Calismalarda Olgiilen biitiin parametreler total doku proteinine oranlanarak
verildi. Total doku protein diizeyi 6lgiilecek 6rnekler 0,4 N HCIOg iginde sonikator
yardimiyla homojenize edildi. Doku protein diizeyleri Lowry (1951) ve arkadaslarinin
yontemine gore, 50 ul’lik doku homojenati kullanilarak 6l¢iildii. Protein standartlari
koyun serum albiimini kullanilarak 0,4 N HCIO4 i¢inde hazirland1 ve doku 6rnekleriyle

birlikte calisildi.
3.7. Veri analizi

Calismada elde edilen degerler ortalama + standart hata seklinde verildi ve
sonuclarin anlamlilig1 one-way ANOVA varyans analizi sonrast Tukey-Kramer ¢oklu
karsilastirma testi kullanilarak degerlendirildi. p<0.05 degeri anlamli farklilik olarak
kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1  Inkiibasyon ortam hacmi sabit, ancak dilim sayis1 farkh normoksik
inkiibasyon kosullarinin TTC boyanmasi, dilimlerden LDH saliverilmesi, doku

MDA ve ROS diizeyleri iizerine etkisi

Oksijen ve glikoz igeren normoksik (kontrol) bir ortamda 30 dakika boyunca
inkiibe edilen dilimlerin TTC ile boyanma yogunlugu, inkiibasyon ortamindaki dilim
sayisina bagli olarak artma gosterdi. Inkiibasyon ortaminda 1 dilim varken elde edilen
boyanma yogunlugu 0,087 = 0,008 A/mg protein olgiiliirken, bu deger 3 dilim varken
0.155 +0.026 A/mg proteine p<0,05), 6 dilim varken ise 0.334 + 0.026 A/mg proteine
yiikseldi (p<0,001; Sekil 1). Dokularin TTC ile boyanma yogunlugu doku hasarinin
bir gostergesi veya dilimleri canliligin1 gosterdigine gore, elde edilen bu bulgular,
inkiibasyon ortamindaki dilim sayis1 artiginin, 30 dakikalik inkiibasyon siiresince doku
hasarin1 azalttigin1 veya dilimlerin canliligi iizerine olumlu etki gosterdigini ifade

etmektedir.
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Sekil 4: Normoksik kosullarda inkiibasyon ortamindaki dilim sayisinin TTC boyanma yogunlugu iizerine etkisi. Kortikal dilimler
2 ml’lik inkiibasyon ortami igine 1, 3 ve 6 dilim olacak sekilde yerlestirildiler. 60 dakikalik preinkiibasyon dénemi ardindan
dilimler 30 dakika boyunca 37°C’de inkiibasyona birakildilar. Bu dénemin sonunda dilimler TTC ile boyandi. Boyama islemi
sonrasi dilimlerin bir kismi, fotograflarinin ¢ekilmesi amaci ile %5°lik formaldehid i¢ine alindr (Sekil 4A). Dilimlerin kalan
kisminda ise TTC boyanma yogunlugu Materyal ve Metod kisminda belirtildigi sekilde dlgiildii (Sekil 4B; * p<0,05; *** p<0,001,

bir dilme gore anlamli derecede farkl).
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Doku hasarmin diger bir gostergesi olan ve bu amagla siklikla kullanilan lipid
peroksidasyon tiirtinii olan doku MDA diizeylerinin de, inkiibasyon ortamindaki dilim
sayisi arttikea anlamli derecede diistiigii gozlendi (Sekil 5A). 30 dakika boyunca 2
ml’lik ortamda tek dilim olacak sekilde inkiibe edilen dilimlerdeki MDA degeri 135,4
+ 11,3 pmol/mg protein bulunurken, dilim sayis1 altiya ¢iktiginda bu degerin 90,5 +
5,7’ye diistiigii gozlendi (p<0,01). MDA diizeylerindeki azalmada oldugu gibi, hasarli
dokulardan inkiibasyon ortamina saliverilen LDH miktar1 da, ortamdaki dilim
sayisindaki artisa paralel olarak azaldi (Sekil 5B). TTC boyanma yogunlugu, MDA ve
LDH degisiklikleri ile uyumlu olarak, hasarlanmadan sorumlu olabilecek
parametrelerden biri olan doku ROS diizeylerinin, inkiibasyon ortamindaki dilim
sayist arttikca azaldigi gozlendi; boylece ortamda tek bir dilim varken doku ROS
diizeyi 15,71 £ 1,3 FI/mg protein iken, bu deger ortamda 3 veya 6 dilim varken sirasi
ile 13,84 + 0,9 ve 10,79 + 0,7 FI/mg protein diizeylerine diistii (sirast ile p>0,05 ve
p<0,01; Sekil 5C).

200 15
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MDA (pmol/mg protein)
3
> 3
LDH (AOD/mg protein)

1 3 6 (dilim) 1 3 6 (dilim)

E

ROS (Fl/mg protein)
>
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Sekil 5: Normoksik kosullarda inkiibasyon ortamindaki dilim sayisinin doku MDA diizeyi, dilimlerden LDH ¢ikisi1 ve doku ROS
diizeyi iizerine etkisi (** p<0,01; *** p<0,001, bir dilime gore anlaml1 derecede farkl).

4.2 Ortamdaki dilim sayisimin iskemi ve REO hasar biiyiikliigiine etkisi

Materyal ve Metod kisminda belirtildigi gibi in vitro iskemi ve REO,
preinkiibasyon donemi sonrasinda kortikal dilimlerin 30 dakika boyunca glikoz ve

oksijen icermeyen ortamda inkiibasyona birakilmalar1 (iskemi) ve ardindan bu
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dilimlerin yine 30 dakika siire ile oksijen ve glikoz igeren bir ortamda inkiibe
edilmeleri ile gergeklestirildi (reoksijenizasyon REO). inkiibasyon ortaminda tek dilim
olacak sekilde inkiibe edilen dilimlerde 30 dakikalik iskemi-REO sonrasinda TTC
boyanma yogunlugu %47,58 + 6,0 oraninda azaldi (p<0,001). inkiibasyon ortamidaki
dilim sayisi iige ¢ikartildiginda bu deger %38,64 + 4,2’ye diiserken (p<0,01), dilim
sayisinin altiya ¢ikartilmasi kortikal dilimleri hemen tamamen iskemi-REO’nun neden
oldugu TTC boyanma yogunlugundaki azalmaya kars1 korudu (azalma oran1 %8,12 +
2,3; p>0,05). Iskemi-REO sonrasi kortikal dilimlerdeki TTC boyanma yogunluklar1 ve
dilim sayisinin boyanma yogunlugu tizerine etkisi ile ilgili bulgular Sekil 6A ve Sekil

6B’de verilmistir.
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Sekil 6. In vitro iskemi-REO uygulamasi sonras1 kortikal dilimlerin TTC ile boyanma yogunluklari (Sekil 6A) ve ortamdaki dilim
sayisinin boyanma yogunlugundaki azalma iizerine etkisi (Sekil 6B). Inkiibasyon ortamina 1, 3 ve 6 dilim olacak sekilde
yerlestirilen kortikal dilimler preinkiibasyon dénemi sonrast 30 dakika boyunca iskemik ortamda ve bunu takip eden 30 dakika
boyunca da oksijen ve glikoz igeren ortamda inkiibasyona birakildilar. Kontrol dilimler ise her iki donemde de oksijen ve glikoz
iceren ortamda inkiibe edildiler. kinci 30 dakikahk inkiibasyon sonrasi dilimler TTC ile boyandi ve boyanma yogunluklari
Materyal ve Metod kisminda belirtildigi sekilde olgiildii. (Sekil A i¢in, *p<0,05; ***p<0,001 kontrol veya iskemi gruplarindaki
bir dilim degerlerinden anlamli derece farkls; Sekil B de ise, **p<0,01, ***p<0,001, iskemi-REO’nun neden oldugu %azalmalar
anlamli derecede farkli)

TTC boyanma yogunlugundaki azalmanin aksine, kortikal dilimlerin 30
dakikalik iskemi-REO sonrast doku MDA diizeylerindeki degisikliklerin ortamdaki
dilim sayisindan ¢ok daha fazla etkilendigi gdzlendi. inkiibasyon ortaminda tek dilim
olacak sekilde iskemi-REQO’ya alinan dilimlerde doku MDA diizeyi %16,40 = 3,3
oraninda artarken (p<0,05), dilim sayisinin iige ¢ikartilmasi bu artis1 %2,54 + 0,6’
diisiirdii (p>0,05). Ortamdaki dilim sayisi1 altiya c¢ikartildiginda ise, 30 dakikalik
iskemi-REO doku MDA diizeylerinde herhangi bir atisa neden olmadi. Iskemi-REO
sonrast kortikal dilimlerdeki MDA diizeyleri ve iskemi-REO sonras: oransal

degisiklikleri Sekil 7A ve 7B’de gosterilmistir.
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Sekil 7. In vitro iskemi-REO uygulamas: sonrasi kortikal dilimlerdeki MDA diizeyleri (Sekil 7A) ve ortamdaki dilim sayisina
gore bu diizeylerdeki oransal degisiklikler (Sekil 7B). inkiibasyon ortamma 1, 3 ve 6 dilim olacak sekilde yerlestirilen kortikal
dilimler preinkiibasyon dénemi sonrast 30 dakika boyunca iskemik ortamda ve bunu takip eden 30 dakika boyunca da oksijen ve
glikoz igeren ortamda inkiibasyona birakildilar. Kontrol dilimler ise her iki donemde de oksijen ve glukoz igeren ortamda inkiibe
edildiler. ikinci 30 dakikalik inkiibasyon sonras1 doku MDA diizeyleri Materyal ve Metod kisminda belirtildigi sekilde lgiildii
(Sekil A’da *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, kontrol veya iskemi gruplarindaki bir dilim degerlerinden anlamh derecede farkls;
Sekil B de ise *p<0,05, iskemi-REO nun neden oldugu % artis anlamli derecede farklr).

REO doneminde ortama salman LDH diizeylerindeki degisikliklerin de
ortamdaki dilim sayisindan ¢ok fazla etkilendigi gozlendi. Inkiibasyon ortaminda tek
dilim olacak sekilde iskemi-REO’ya alinan dilimlerde saliverilen LDH diizeyi %72,81
+ 3,3 oraninda artarken (p<0,001), dilim sayisinin {ige ¢ikartilmasi bu artis1 %59,43 +
2,4 (p<0,01), altiya g¢ikarilmasi ise %38,67 + 2,1’e, disiirdii (p<0,01). Iskemi-REO
sonrast kortikal dilimlerdeki LDH diizeyleri ve iskemi-REO sonrasi oransal

degisiklikleri Sekil 8A ve 8B’de gosterilmistir.

A B
25+ © 1004
-y £
£ £
S 20 << 804 she
2 *
a o o
o 159 . 3 60 —
£ =
= = *k
a N ) ShE
o 101 - Q % 40
=l \ N
T 5- \ 3 204
5 \ 2
- o
0 = - 0
1 3 6 1 3 6 (dilim) 1 3 6 (dilim)

Kontrol Iskemi

Sekil 8. In vitro iskemi-REO uygulamasi sonrasi kortikal dilimlerden reoksijenasyon déneminde salinan LDH diizeyleri (Sekil
8A) ve ortamdaki dilim sayisina gore bu diizeylerdeki oransal degisiklikler (Sekil 8B). Inkiibasyon ortamma 1, 3 ve 6 dilim
olacak sekilde yerlestirilen kortikal dilimler preinkiibasyon donemi sonrasi 30 dakika boyunca iskemik ortamda ve bunu takip
eden 30 dakika boyunca da oksijen ve glikoz igeren ortamda inkiibasyona birakildilar. Kontrol dilimler ise her iki donemde de
oksijen ve glukoz iceren ortamda inkiibe edildiler. ikinci 30 dakikalik inkiibasyon déneminde kortikal dilimlerden ortama salinan
LDH diizeyleri Materyal ve Metod kisminda belirtildigi sekilde olguldii (Sekil A igin, **p<0,01, kontrol veya iskemi
gruplarindaki bir dilim degerlerine gore anlamli derecede farkli; Sekil B de ise, **p<0,01, ***p<0,001, iskemi-REO’nun neden
oldugu % artis anlamli derecede farkli).
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Kortikal dilimlere uygulanan 30 dakikalik iskemi-reoksijenasyon sonrasi doku
ROS diizeylerindeki degisikliklerde ise, inkiibasyon ortaminda tek dilim olacak
sekilde iskemi-REQ’ya alinan dilimlerde doku ROS diizeyi %10,01 + 0,4 oraninda
artmis olarak bulundu (p<0,05). Ortamdaki dilim sayisi {i¢ veya altiya ¢ikartildiginda
ise, 30 dakikalik iskemi-REO doku ROS diizeylerinde herhangi bir artisa neden
olmadi. iskemi-REO sonras1 kortikal dilimlerdeki ROS diizeyleri ve iskemi-REO

sonrasi oransal degisiklikleri Sekil 9A ve 9B’de gosterilmistir.
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Sekil 9. In vitro iskemi-REO uygulamas: sonras1 kortikal dilimlerdeki ROS diizeyleri (Sekil 9A) ve ortamdaki dilim sayisina
gore bu diizeylerdeki oransal degisiklikler (Sekil 9B). Inkiibasyon ortamma 1, 3 ve 6 dilim olacak sekilde yerlestirilen kortikal
dilimler preinkiibasyon dénemi sonrasi 30 dakika boyunca iskemik ortamda ve bunu takip eden 30 dakika boyunca da oksijen ve
glukoz igeren ortamda inkiibasyona birakildilar. Kontrol dilimler ise her iki donemde de oksijen ve glukoz igeren ortamda inkiibe
edildiler. DCFH-DA, 30 dakikalik reoksijenasyon déneminde ortama eklendi (son konsantrasyonu 5 uM). Doku ROS diizeyleri
Materyal ve Metod kisminda belirtildigi sekilde olgiildi (Sekil A igin, *p<0,05; ***p<0,001, kontrol veya iskemi gruplarindaki
bir dilim degerlerine gére anlamli derecede farkli; Sekil B de ise, *p<0,05**, iskemi-REO’nun neden oldugu % artig anlamli
derecede farkli).

4.3  Dilimlerin TTC ile boyanmasi iizerine inkiibasyon hacmindeki artisin

veya inkiibasyon siiresinin etkisi:

Materyal ve Metod kisminda belirtildigi inkiibasyon hacmi ile ilgili
caligmalarda kortikal dilimler, her odacikta 3’er dilim olacak sekilde, 2, 6 veya 12 ml
Krebs i¢eren odaciklara yerlestirildi. Preinkiibasyon dénemi ardindan dilimler 30
dakika kontrol veya oksijen ve glikoz icermeyen ortamda, ardindan da normoksik
kosullarda 30 dakika inkiibasyona birakildi. Bu dénemin sonunda biitiin dilimler TTC
boyamasi i¢in kullanildi. Oksijen ve glikoz i¢eren normoksik (kontrol) bir ortamda 30
dakika boyunca inkiibe edilen dilimlerin TTC ile boyanma yogunlugu, inkiibasyon
ortam hacminin artisina bagl olarak azalma gosterdi. Inkiibasyon ortami 2 ml iken

elde edilen boyanma yogunlugu 0,216 + 0,03 A/mg protein olgiliirken, hacim 6
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ml’ye ¢ikarildiginda 0,116 + 0,04 A/mg proteine (p>0,05), 12 ml’de ise 0,084 + 0.02
A/mg proteine diistii (p<0,05; Sekil 10A ). Iki ml iginde inkiibe edilen dilimlerde 30
dakikalik iskemi-REO sonrasinda TTC boyanma yogunlugu 0,142 + 0,02 A/mg
protein 6l¢iildii. Inkiibasyon ortam hacminin 6 ml’ye ¢ikartilmasi bu degeri 0,075 +
0,02’¢ diisiirtirken (p<0,05), 12 ml’ye ¢ikartilmasi ise 0,072 + 0,01 A/mg proteine
diistirdii (p<0,01; Sekil 10B).
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Sekil 10. In vitro inkiibasyon ortam hacminin normoksi (A) ve iskemi-REO (B) uygulamasi sonras1 kortikal dilimlerin TTC ile
boyanma yogunluklart iizerine etkisi. 2, 6 ve 12 ml inkiibasyon ortamina 3’er dilim olacak sekilde yerlestirilen kortikal dilimler
preinkiibasyon donemi sonrast 30 dakika boyunca iskemik ortamda ve bunu takip eden 30 dakika boyunca da oksijen ve glikoz
iceren ortamda inkiibasyona birakildilar. Kontrol dilimler ise her iki dénemde de oksijen ve glikoz i¢eren ortamda inkiibe edildiler.
Ikinci 30 dakikalik inkiibasyon sonrasi dilimler TTC ile boyand1 ve boyanma yogunluklari Materyal ve Metod kisminda

belirtildigi sekilde 6lgiildii (*p<0,05, **p<0,01, normoksi veya iskemi gruplarindaki 2 ml degerinden anlamli derecede farkli).

Inkiibasyon siiresi ile ilgili ¢aligmalarda ise, kortikal dilimler 2 ml Krebs iceren
inkiibasyon odaciklarina 1, 3 veya 6 dilim olacak sekilde yerlestirildi. Preinkiibasyon
donemi ardindan dilimler, 15, 30 veya 60 dakika boyunca kontrol veya oksijen ve
glikoz icermeyen ortamda inkiibasyona birakildi. Ardindan dilimler 15, 30 veya 60
dakika daha normoksik kosullarda imkiibe edildi. Bu donem sonunda biitiin dilimler
TTC boyamasi i¢in kullanildi. Sekil 11°de goriildiigii gibi, iskemi-REO siiresinin
uzamasi dilimlerin TTC ile boyanabilirliklerinde belirgin bir azalmaya neden olurken,

dilim sayisinin arttirilmast da boyanma iizerine olumlu etki gosterdi.
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Sekil 11. in vitro inkiibasyon ortamindaki dilim say1sinin, iskemi-REO siiresi ile degisen TTC boyanma yogunlugu iizerine etkisi.
1, 3 ve 6 dilim olacak sekilde inkiibasyon ortamina yerlestirilen kortikal dilimler preinkiibasyon dénemi sonrast 15, 30 ve 60
dakika boyunca iskemik ortamda ve bunu takip eden 15,30 ve 60 dakika boyunca da oksijen ve glukoz igeren ortamda
inkiibasyona birakildilar. Inkiibasyon sonras1 dilimler TTC ile boyandi. Boyama islemi sonras1 dilimler, fotograflarmin gekilmesi
amact ile %5’lik formaldehid i¢ine alindi.

4.4  Ortamdaki dilim sayisinin farkh oksidatif stres modellerinin neden oldugu

hasar biiyiikliigiine etkisi:

4.4.1 Ortamdaki dilim sayisimmn H20: ile indiiklenen oksidatif stres hasari

biiyiikliigiine etkisi:

Beyin dilimleri inkiibasyon sisteminde oksidatif stress hasari olusturmak i¢in
siklikla kullanilan metodlardan bir tanesi, dilimlerin H202 i¢eren bir ortamda inkiibe
edilmeleridir. Bu ¢aligmada dilimler, preinkiibasyon dénemi ardindan 60 dakika siire
ile 1 mM H20; iceren Krebs icinde inkiibe edildi. Inkiibasyon ortaminda tek dilim
olacak sekilde inkiibe edilen dilimlerde 1 mM H202 TTC boyanma yogunlugunda
%51,54 + 5,43 oraninda azalmaya neden oldu (p<0,001). inkiibasyon ortamindaki
dilim sayisi iice ¢ikartildiginda bu deger %38,86 + 4,31°e diiserken (p<0,05), dilim
sayisinin altiya ¢ikartilmasi kortikal dilimleri hemen tamamen H20O2’nin neden oldugu
TTC boyanma yogunlugundaki azalmaya kars1 korudu (azalma oran1 %12,24 + 1,82,
p>0,05). Iskemi-REO sonras1 kortikal dilimlerdeki TTC boyanma yogunluklari ve
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dilim sayisinin boyanma yogunlugu iizerine etkisi ile ilgili bulgular Sekil 12A ve Sekil

12B’de verilmistir.
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Sekil 12. 60 dakikalik 1 mM H,0O; inkiibasyonu sonrasi kortikal dilimlerin TTC ile boyanma yogunluklari (Sekil 12A) ve
ortamdaki dilim sayisinin boyanma yogunlugundaki azalma iizerine etkisi (Sekil 12B). Inkiibasyon ortamma 1, 3 ve 6 dilim olacak
sekilde yerlestirilen kortikal dilimler preinkiibasyon dénemi sonrasi 60 dakika boyunca 1 mM H,0,igeren ortamda inkiibasyona
birakildilar. Kontrol dilimler ise H,O, eklenmemis Krebs icinde inkiibe edildiler. inkiibasyon sonras: dilimler TTC ile boyand:
ve boyanma yogunluklar: Materyal ve Metod kisminda belirtildigi sekilde 6lgiildii (Sekil A icin, ***p<0,001, konrol veya iskemi
gruplarindaki bir dilim degerlerinden anlamli derecede farkly; Sekil B de ise, *p<0,05, ***p<0,001, H,O,’nin neden oldugu %
azalma anlamli derecede farkli).

TTC boyanma yogunlugundaki azalmaya benzer sekilde, kortikal dilimlerin 1
mM H202 ile 60 dakikalik inkiibasyonu sonrasi doku MDA diizeylerindeki
degisikliklerin ortamdaki dilim sayisindan ¢ok fazla etkilendigi gézlendi. Ortamda tek
dilim olacak sekilde inkiibe edilen dilimlerde 1 mM H202 doku MDA diizeyini %50,30
+ 6,29 oraninda arttirirken (p<0,01), dilim sayisinin tige ¢ikartilmasi bu artis1 %36,24
+ 7,08’¢ diistirdii (p<0,01). Dilim sayisinin altiya ¢ikartilmasi kosullarinda ise doku
MDA diizeyi artist %20,12 + 2,22 diizeyinde kald1 (p<0,05). 1 mM H20: ile 60
dakikalik inkiibasyon sonrasi kortikal dilimlerdeki MDA diizeyleri ve oransal
degisiklikleri Sekil 13A ve 13B’de gdsterilmistir.
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Sekil 13. 60 dakikalik 1 mM H.0, inkiibasyonu sonrasi kortikal dilimlerdeki MDA diizeyleri (Sekil 13A) ve ortamdaki dilim
sayisina gére bu diizeylerdeki oransal degisiklikler (Sekil 13B). Inkiibasyon ortamina 1, 3 ve 6 dilim olacak sekilde yerlestirilen
kortikal dilimler preinkiibasyon donemi sonrasi 60 dakika boyunca 1 mM H,0O; igeren ortamda inkiibasyona birakildilar. Kontrol
dilimler H,0, eklenmemis Krebs icinde inkiibe edildiler. Inkiibasyon sonrasi sonras: doku MDA diizeyleri Materyal ve Metod
kisminda belirtildigi sekilde olgiildi (Sekil A igin, *p<0,05; ***p<0,001, kontrol veya H,0, gruplarindaki bir dilim degerlerinden
anlamli derecede farkli; Sekil B de ise, *p<0,05; **p<0,01, H,O’nin neden oldugu % artis anamli derecede farkli).

Kortikal dilimlerin 1 mM HO; ile 60 dakikalik inkiibasyonu doku ROS
diizeylerini de anlamli bir sekilde arttirdi. Ortamda tek dilim olacak sekilde inkiibe
edilen dilimlerde doku ROS diizeyi %72,88 + 8,15 (p<0,001) oraninda artarken,
ortamdaki dilim sayisi iice ve altiya ¢ikartildiginda doku ROS diizeyindeki artislar
sirastyla %19,43 + 4,32 ve %11,37 + 4,22 oraninda bulundu (p>0,05). 1 mM H20-
inkiibasyonu sonrasi kortikal dilimlerdeki ROS diizeyleri ve ortamdaki dilim sayisina

gore oransal degisiklikleri Sekil 14A ve 14B’de gosterilmistir.
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Sekil 14. 60 dakikalik 1 mm HO, inkiibasyonu sonrasi kortikal dilimlerdeki ROS diizeyleri (Sekil 14A) ve ortamdaki dilim
sayisina gore bu diizeylerdeki oransal degisiklikler (Sekil 14B). Inkiibasyon ortamina 1, 3 ve 6 dilim olacak sekilde yerlestirilen
kortikal dilimler preinkiibasyon dénemi sonrast 60 dakika boyunca 1 mM H,0O;igeren ortamda inkiibasyona birakildilar. Kontrol
dilimler ise H,O, eklenmemis Krebs i¢inde inkiibe edildiler. DCFH-DA, 1mM H,0; ile birlikte inkiibasyon déneminde ortama
eklendi (son konsantrasyonu 5 pM). Inkiibasyon sonrasi sonras1 doku ROS diizeyleri Materyal ve Metod kisminda belirtildigi
sekilde olgtldi (Sekil A igin, ***p<0,001, H,O, grubundaki bir dilim degerinden anlamli derecede farkli; Sekil B de ise,
***p<(0,001, H,02 nin neden oldugu % artig anlamli derecede farkli).
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4.4.2 Ortamdaki dilim sayisinin FeSOs+ Askorbik asit ile indiiklenen oksidatif

stres hasarimin biiyiikliigiine etkisi:

In vitro kosullarda oksidatif hasar olusturmak icin sikca kullanilan bir diger
model FeSOs + askorbik asit modelidir. Bu amagla beyin dilimleri 0.1 mM FeSOg4 +
20 uM askorbik asit iceren Krebs i¢inde 60 dakika siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon
ortaminda tek dilim olacak sekilde inkiibe edilen dilimlerde FeSO4 + askorbik asit TTC
boyanma yogunlugunda %38,28 + 6,12 oraninda azalmaya neden oldu (p<0,05).
Inkiibasyon ortamindaki dilim sayisi iice ¢ikartildiginda bu deger %29,03 + 4,14’
diiserken (p<0,05), dilim sayisinin altiya ¢ikartilmasi ise kortikal dilimleri hemen
tamamem FeSO4 + askorbik asit inkiibasyonunun neden oldugu TTC boyanma
yogunlugundaki azalmaya kars1 korudu (azalma oran1 %13,10 £ 1,92; p>0,05). FeSO4
+ askorbik asit inkiibasyonu sonrast TTC boyanma yogunluklar1 ve dilim sayisinin

boyanma yogunlugu lizerine etkisi ile ilgili bulgular Sekil 15A ve Sekil 15B’de

verilmistir.
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Sekil 15. 60 dakikalik 1 mm FeSO, + Askorbik asit inkiibasyon sonrasi kortikal dilimlerin TTC ile boyanma yogunluklar (Sekil
15A) ve ortamdaki dilim sayisinin boyanma yogunlugundaki azalma iizerine etkisi (Sekil 15B). Inkiibasyon ortamma 1, 3 ve 6
dilim olacak sekilde yerlestirilen kortikal dilimler preinkiibasyon dénemi sonras1 60 dakika boyunca 0,1 mM FeSO, + 20 pM
askorbik asitigeren veya icermeyen (kontrol) ortamda inkiibasyona birakildilar. . Inkiibasyon sonrast dilimler TTC ile boyandi ve
boyanma yogunluklar1 Materyal ve Metod kisminda belirtildigi sekilde olgiildii (Sekil A igin, ***p<0,001, kontrol veya FeSO,
gruplarindaki bir dilim degerlerine gore anlamli derecede farkli; Sekil B de ise, *p<0,05, FeSO, ‘in neden oldugu % artis anlamlt
derecede farkl).

TTC boyanma yogunlugundaki azalmanin aksine, kortikal dilimlerin 0.1 mM
FeSOs + askorbik asit ile 60 dakikalik inkiibasyonu sonrast doku MDA diizeylerindeki
degisikliklerin ortamdaki dilim sayisindan ¢ok fazla etkilenmedigi gozlendi.
Inkiibasyon ortaminda tek dilimin bulundugu kosullarda doku MDA diizeyi %217,20
+ 10,49 oraninda artarken (p<0,001), dilim sayisi1 ii¢ oldugunda bu artis %212,14 +
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6,57 bulundu (p<0,001), Dilim sayisinin altiya ¢ikartilmasi ise, MDA diizeyindeki
artig1 ¢ok fazla etkilemedi (artis oran1 %202,02 + 6,32; p<0,001). FeSO4 + askorbik
asit inkiibasyonu sonrasi kortikal dilimlerdeki MDA diizeyleri ve ortamdaki dilim
sayisina gore MDA diizeyindeki oransal degisiklikler Sekil 16A ve 16B’de

gosterilmistir.

MDA (pmol/mg protein)

3 6 (dilim)

Sekil 16. 60 dakikalik FeSO, + askorbik asit inkiibasyonu sonrasi kortikal dilimlerdeki MDA diizeyleri (Sekil 16A) ve ortamdaki
dilim sayisma gore bu diizeylerdeki oransal degisiklikler (Sekil 16B). inkiibasyon ortamma 1, 3 ve 6 dilim olacak sekilde
yerlestirilen kortikal dilimler preinkiibasyon dénemi sonrast 60 dakika boyunca 0.1 mM FeSO, + askorbik asit igeren veya
icermeyen (kontrol) ortamda inkiibasyona birakildilar. inkiibasyon sonrasi sonras1 doku MDA diizeyleri Materyal ve Metod
kisminda belirtildigi sekilde ol¢tildii (Sekil A igin, *p<0,05, FeSO4 grubundaki bir dilim degerinden anlamh derecede farkli; Sekil
B de ise, ***p<0,001, FeSO,’iin neden oldugu % artig anlaml derecede farkli).

MDA diizeylerinin aksine, FeSO4 + askorbik asit inkiibasyonu sonras1 dokuda
meydana gelen ROS artis1 ortamdaki dilim sayisindan fazlaca etkilendigi gézlendi.
Inkiibasyon ortaminda tek dilim varken doku ROS diizeyi %98,39 = 6,35 (p<0,001)
oraninda artarken, dilim sayisi iige ve altiya ¢ikartildiginda bu artig sirasiyla %35,09
+ 3,83 ve %27,27 + 2,05 diizeylerinde kald1 (p>0,05). FeSOs + askorbik asit ile 60
dakikalik inkiibasyon sonras1 kortikal dilimlerdeki ROS diizeyleri ve ortamdaki dilim

sayisina gore oransal degisiklikleri Sekil 17A ve 17B’de gosterilmistir.
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Sekil 17. 60 dakikalik FeSO,4+ askorbik asit ile inkiibasyon sonrasi kortikal dilimlerdeki ROS diizeyleri (Sekil 17A) ve ortamdaki
dilim sayisina gore bu diizeylerdeki oransal degisiklikler (Sekil 17B). inkiibasyon ortamma 1, 3 ve 6 dilim olacak sekilde
yerlestirilen kortikal dilimler preinkiibasyon dénemi sonrast 60 dakika boyunca 0.1 Mm FeSO, + askorbik asit igeren veya
icermeyen (kontrol) ortamda inkiibasyona birakildilar. DCFH-DA, FeSO, modeli i¢in 0,1 mM FeSO,+ askorbik asit (20 uM ) ile
birlikte ortama eklendi (son konsantrasyonu 5 uM). Inkiibasyon sonrasi sonrasi doku ROS diizeyleri Materyal ve Metod kisminda
belirtildigi sekilde olgiildii. (Sekil A i¢in, ***p<0,001, FeSO, grubundaki bir dilim degerinden anlamli derecede farkli; Sekil B
de ise, ***p<0,001, FeSO,’iin neden oldugu % artis anlamli derecede farkli).

443 Ortamdaki dilim sayisinin Menadion ile indiiklenen oksidatif stres

hasarmin biiyiikliigiine etkisi:

Ortamdaki dilim sayisinin oksidatif hasar diizeyini etkileyebilirligini test etmek
icin kullandigimiz bir diger yontem menadion yontemidir. Burada dilimler 30 dakika
stire ile 1 mM menadion igeren Krebs iginde inkiibe edildiler. Daha sonra biitiin
dilimler menadionsuz ortama alinarak inkiibasyonlar1 30 dakika daha siirdiiriildii.
Inkiibasyon ortaminda tek dilim olacak sekilde inkiibe edilen dilimlerde menadion
TTC boyanma yogunlugunda %44,78 + 5,93 oraninda azalmaya neden oldu (p<0,05).
Ortamindaki dilim sayis1 lige c¢ikartilmast menadionun neden oldugu azalmayi
etkilemezken (%48,31 + 6,20; p<0,05), dilim sayisinin altiya g¢ikartilmasi kortikal
dilimleri menadion inkiibasyonunun neden oldugu TTC boyanma yogunlugundaki
azalmaya kars1 korudu (azalma oran1 %11,35 + 2,11; p>0,05). Kortikal dilimlerin
menadion ile inkiibasyonunu sonrast TTC boyanma yogunluklart ve dilim sayisinin
boyanma yogunlugu iizerine etkisi ile ilgili bulgular Sekil 18A ve Sekil 18B’de

verilmistir.
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Sekil 18. Menadion inkiibasyonu sonrasi kortikal dilimlerin TTC ile boyanma yogunluklari (Sekil 18A) ve ortamdaki dilim
sayisimin boyanma yogunlugundaki azalma iizerine etkisi (Sekil 18B). Inkiibasyon ortamma 1, 3 ve 6 dilim olacak sekilde
yerlestirilen kortikal dilimler preinkiibasyon donemi sonrasi 30 dakika boyunca 1 mM menadion igeren ortamda inkiibasyona
birakildi. Ardindan biitiin dilimler menadionsuz normoksik ortama alinarak 30 dakika daha inkiibe edildi. . Kontrol dilimler ise
her iki inkiibasyon dénemindede normoksik kosullarda inkiibe edildi. ikinci 30 dakikalik inkiibasyon sonrasi dilimler TTC ile
boyandi ve boyanma yogunluklart Materyal ve Metod kisminda belirtildigi sekilde olgiildi (Sekil A igin, **p<0,01 ve
***p<0,001; kontrol ve menadion grubundaki bir dilim degerlerinden anlamli derecede farkli;; Sekil B de ise, *p<0,05**,
menadionun neden oldugu % azalma anlamli derecede farklr).

Menadion, inkiibasyon ortaminda bir dilim olacak sekilde yerlestirilen kortikal
dilimlerde ROS diizeyini %48,01 + 5,31 oraninda arttirdi. Ortamdaki dilim sayist lice
veya altiya ¢ikartildiginda ise ROS diizeylerinde sirasiyla %31,04 + 1,23 (p<0,01),
%28,12 + 3,04 seviyelerinde kaldi (p<0,05). Menadion inkiibasyonu sonrasi doku
ROS diizeyleri ve ortamdaki dilim sayisinin ROS artis1 iizerine oransal etkisi Sekil

19A ve 19B’de gosterilmistir.
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Sekil 19. Menadion inkiibasyonu sonrasi kortikal dilimlerdeki ROS diizeyleri (Sekil 19A) ve ortamdaki dilim sayisinin ROS artist
iizerine etkisi (Sekil 19B). Inkiibasyon ortamma 1, 3 ve 6 dilim olacak sekilde yerlestirilen kortikal dilimler preinkiibasyon
donemi sonras1 30 dakika boyunca 1 mM menadion igeren ortamda inkiibasyona birakildi. Ardindan biitiin dilimler menadionsuz
normoksik ortama alinarak 30 dakika daha inkiibe edildi. . Kontrol dilimler ise her iki inkiibasyon dénemindede normoksik
kosullarda inkiibe edildi. Tkinci 30 dakikalik inkiibasyon sonrasi dilimlerdeki ROS diizeyi materyal ve Metod kisminda belirtildigi
sekilde ol¢tldi (Sekil A igim, ***p<0,001, menadion grunundaki bir dilim degerinden anlamli derecede farkls; Sekil B de ise,
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, menadionun neden oldugu % artis anlamh derecede farkl).

Menadion inkiibasyonu, TTC boyanma yogunlugu, doku MDA ve ROS
diizeylerinde oldugu gibi kortikal dilimlerden LDH ¢ikisinda da anlamli artiglara

neden oldu. Menadion, inkiibasyon ortamina tek dilim olacak sekilde yerlestirilen
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dilimlerde LDH ¢ikisint %74,02+7,03 oraninda arttirirken (p<0,001), dilim sayisinin
tice cikartilmasi bu artigt anlamli bir sekilde etkilemedi (%71,27+5,54; p<0,01).
Ortamdaki dilim sayisinin, altiya ¢ikarilmasi ise %omenadionun neden oldugu bu artisi
%43,61+2,04’e disirdi  (p>0,05). Menadion inkiibasyonu sonrasi kortikal
dilimlerdeki LDH diizeyleri ve sonrasi oransal degisiklikleri Sekil 20A ve 20B’de

gosterilmistir.
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Sekil 20. Menadion inkiibasyonu sonrasi kortikal dilimlerden saliverilen LDH miktarlari (Sekil 20A) ve ortamdaki dilim sayisinin
LDH ¢ikist iizerine etkisi (Sekil 21B). Inkiibasyon ortamimna 1, 3 ve 6 dilim olacak sekilde yerlestirilen kortikal dilimler
preinkiibasyon donemi sonrasi 30 dakika boyunca 1 mM menadion igeren ortamda inkiibasyona birakildi. Ardindan biitiin dilimler
menadionsuz normoksik ortama alinarak 30 dakika daha inkiibe edildi. . Kontrol dilimler ise her iki inkiibasyon dénemindede
normoksik kosullarda inkiibe edildi. Tkinci 30 dakikalik inkiibasyon sonrasi ortama saliverilen LDH mikarlar1 materyal ve Metod
kisminda belirtildigi sekilde olgildi. (Sekil A igin, *p<0,05 ve ***p<0,001, kontrol veya menadion grubundaki bir dilim
degerlerinden anlamli derecede farkli; Sekil B de ise, **p<0,01 ve ***p<0,001, menadionun neden oldugu % artig anlamli
derecede farkl).
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5. TARTISMA VE SONUC

Beyin dilimleri, in vitro kosullarda calisilan beyin boélgesindeki sinaptik
araliklar icermesi yaninda, ekstraseliiler ¢cevreyi kapsayarak temel yapiy1r korudugu
icin norodejeneratif ve noro-gelisimsel alanda siklikla kullanilan deneysel modeller
arasinda onemli bir yer almaktadir. Hazirlanmasinin kolay olmasi, deneysel islemin
saatler i¢inde bitirilebilmesi, elektrofizyolojik c¢aligsmalara uygun olmasi gibi
avantajlart nedeni siklikla kullanilan bu yontemin optimizasyonu, elde edilen

sonuclarin tutarliligl ve/veya giivenilirligi acisindan son derece dnemlidir.

Konu ile ilgili ¢aligmalara bakildiginda, yontemin optimize edilmesi ile ilgili
yapilan ¢alismalarin 5 ana baglik altinda toplandig1 goriilmektedir. Bunlar; 1) beyin
dilimlerinin kalinligi, 2) deney hayvaninin dekapite edilmesi ve beyin dilimlerinin
hazirlanarak oksijenlendirilmis ve sogutulmus fizyolojik siv1 i¢ine alinmasi arasinda
gegen siire, 3) preinkiibasyon kosullar1 ve siiresi, 4) inkiibasyon ortam sicakligi, 5)

dilimlerin inkiibe edildigi ortamin kompozisyonudur.

Yapilan ¢alismalar hazirlanan beyin dilimlerinin her iki ylizeyinde, yaklasik 50
um derinlige kadar olan doku bolgesi i¢cinde dilimlemeye bagli hasarlanmanin en fazla
oldugunu gostermistir (Lipton ve Whittingham, 1984). Dolayisi ile beyin dilimlerinin
inceliginin azaltilmasi, hasarli doku oraninin artmasina neden olurken, kalinliginin
artmasi, fizyolojik siv1 i¢indeki ¢ozlinmiis maddelerin ve iyonlarin dokunun derin
tabakalarma difiizyonunu zorlastiran bir durumdur (Newman ve ark., 1988). Ornegin
540 mikrondan daha kalin dilimlerde yetersiz glukoz difiizyonundan dolay1, glikoz
tiketiminin azaldigi, buna bagli olarak laktat diizeylerinin arttigi gosterilmistir
(Newman ve ark., 1988). Benzer sekilde kalin dilimlerde, 6zellikle yiizeyden uzak i¢
kisimlarda iskemi benzeri bir tablo gozlenlendigi ve 2 saatlik inkiibasyon sonucu 50
pum derinlige kadar olan doku bdlgelerinin hasarlandig: ¢calismalarla ortaya konmustur
(Lipton and Whittingham, 1984). Ancak, yeni gelistirilen yontemlerle, dilimlerin
yiizeyinden uzak bolgelerinde iskemi benzeri tablo olusmadan 1 mm‘ye kadar kalin
dilimler kullanilabilmektedir (Wu ve ark., 2005). Cok sayida, ¢esitli hiicre katmani ve
sinaptik baglant1 icermesi nedeni ile bazi1 arastiricilar tarafindan kalin beyin

dilimlerinin kullanilmas1 6zellikle tercih edilmektedir. Ornegin hipokampal beyin

36



dilimlerinin kullanildig1 aragtirmalarda, 500 mikrondan ince ve kalin beyin dilimleri
ile yapilan elekrofizyolojik calismalarin farkli sonuglar dogurdugu goézlenmistir
(Ishizuka ve ark., 1990; Li ve ark., 1994). Bu sonucun, ince dilimlerin hipokampustaki
CA1l ve C3 bolgelerini birlikte igermemesi ve bu iki bolge arasindaki iletisim
eksikliginden kaynaklandig1 rapor edilmistir (Wu ve ark., 2002). Ince ve kalin
hazirlanmis dilimlerin yukarida belirtilen sakincalarini en aza indirmek adina, 300-500

um kalinligindaki dilimlerin kullanilmasi genellikle tercih edilmektedir.

Beyin dilimlerinin kalinlig1 yaninda, deney hayvaninin dekapite edilmesi ve
beyin dilimlerinin hazirlanarak oksijenlendirilmis ve sogutulmus fizyolojik sivi1 igine
alinmasi arasinda gecen siirenin de optimize edilmesi sonuglarin tutarliligi a¢isindan
onemlidir. Bir¢cok arastirmaci bu siirenin miimkiin oldugu kadar kisa olmasi
gerektigini vurgulamigsa da, hipokampusun CA1 bolgesinden elde edilen eksitator
sinaptik potansiyelin, dekapitasyondan 30 dakika sonra hazirlanan dilimlerden bile
hemen hemen tamamen elde edilebildigi rapor edilmistir (Shurr ve ark., 1984). Bu
stirenin kisaligimin dokuda meydana gelecek iskemik hasarin en aza indirilmesi
acisindan 6nemli oldugu genel kabul goren bir goriis oldugu icin, bunu en aza indirmek
amact ile degisik uygulamalar da gelistirilmistir; dekapitasyon Oncesi hayvanin
anestezi edilmesi, anestezi altindaki hayvanin soguk fizyoloji siv1 ile trans-kardiyal
perfiizyonu (Edwards ve ark., 1989: Mayor ve Brown, 2002), dekapitasyon sonrasi

c¢ikartilan beynin i¢ine alindig1 veya beyin dilimlerinin hazirlandig: fizyolojik ortamin

+2> +25

kompozisyonunun degistirilmesi (Ca™’un azaltilarak Mg “’un arttirilmasi, NaCl
yerine sukroz kullanilmasi, glutamat eksitotoksisitesini azaltmak adina
antagonistlerinin kullanilmas1 gibi) (Aitken ve ark., 1995; Kass ve ark., 1992)

basvurulan stratejiler arasinda sayilabilir.

Izole doku veya organlarin kullanildig1 hemen biitiin in vitro ¢alismalarda,
viicut disina ¢ikartilip organ banyosuna yerlestirilen dokunun, bu kosullara adapte
olmasi i¢in belirli bir siire preinkiibasyon periyoduna alinmasi, mutlaka uygulanmasi
gereken bir iglemdir. Benzer durum beyin dilimleri i¢in de gegerlidir. Beyin
dilimlerinin kullanildig1 deneylerde de, dekapitasyon sonrasi beynin ¢ikartilmasi,
calisilacak beyin bolgesinin diseksiyonu ve ardindan dilimlenmesi maksimum hiz ve

uygun kosullarda yapilsa bile, bu islemlerin dokuda bir hasarlanmaya ve ATP dahil
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bir ¢ok endojen maddenin doku seviyelerinde azalmaya neden olmasi kaginilmazdir.
Dokuda meydana gelmis geri doniisiimlii hasarin en aza indirilmesi ve bosalmis
endojen depolarin yeniden dolmasinin saglanmasi i¢in dilimlerin deneysel prosediire
baslamadan 6nce mutlaka preinkiibasyon donemine alinmasi gereklidir. Bu dénemin
stiresi i¢in de bir gorlis birligi olmamakla birlikte genellikle 30-60 dakikalik bir
preinkiibasyon periyodu uygulanmaktadir.

Preinkiibasyon doneminin siiresi ile ilgili yapilan bir ¢aligmada, ATP gibi
diizeyi azalan metabolik parametrelerin dilimler hazirlandiktan 2-4 saat sonra en {iist
diizeyine ulastig1 gosterilmistir (Alger ve ark., 1984). Benzer sekilde, hazirlanan beyin
dilimlerindeki hemen biitiin metabolik parametrelerin en kararli duruma 1 saatlik
preinkiibasyon periyodu sonunda ulastigi belirtilmistir (Alger ve ark., 1984). Konu ile
ilgili olarak boliimiimiizde yapilan bir caligmada, beyin dilimlerinden ortama
saliverilen laktat dehidrogenaz enzim seviyesinin preinkiibasyon dénemi boyunca
azalma gosterdigi ve yaklasik 90 dakikada minimum seviyeye ulastigi gézlenmistir
(Buyukuysal, 2015). Yine boliimiimiizde yapilan diger bir ¢alismada da, dokunun
diseksiyonu, dilimlenmesi ve dilimlerin birbirlerinden ayrilmasi asamalarinda azalan
doku dopamin miktarlarinin preinkiibasyon donemi boyunca arttig1 ve yaklasik 60-90

dakikada en iist diizeyine ulastigi bulunmustur (Buyukuysal ve Mogol, 2000).

Arastirmacilarin dilimlerin canliligini arttirmak veya canli kalma siiresini
uzatmak adina farkli preinkiibasyon protokolleri uyguladiklarina da sik¢a rastlanabilir.
Bu farkliliklardan bir tanesi, dilimlerin inkiibe edildigi fizyolojik c¢ozeltinin
kompozisyonunun degistirilmesidir. Beyin dilimleri hazirlanmas1 ve inkiibasyonu
sirasinda, en 6nemli hasar mekanizmalarindan birinin glutamat ekzositozu olduguna
inanilmaktadir (Moyer ve Brown, 2002). Dilimleri bu hasara kars1 korumak i¢in bazi
aragtirmacilar preinkiibasyon doneminde kullanilan ¢ozelti igine kaynurenik asit
(Clark ve Rothman, 1987) veya ketamin (Aitken ve ark., 1995) gibi iyonik glutamat
reseptor blokorleri veya sinaptik transmisyonu tamamen engelleyen genel blokorler
kullanmislardir. Diger taraftan glutamatin neden oldugu bu hasarlanma hiicre i¢ine
asir1 miktarda Ca*? girisi ile yakindan ilgili oldugu igin (Choi, 1994; Lehmann ve

Jacobson, 1990) inkiibasyon ¢ozeltisinden baslangicta bu iyonun ¢ikartilmasi veya
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miktarinin azaltilmas: da kullanilan yontemler arasindadir (Feig ve Lipton, 1990).
Preinkiibasyon doneminin en az 1/3’liik kisminin oda 1sisinda yiiriitiilmesi de farkli

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

Beyin dilimlerinin inkiibasyon veya perflizyonu i¢in genellikle fizyolojik
Krebs ¢ozeltisi veya benzeri c¢ozeltiler siklikla kullanilsa da, dilimleri inkiibasyon
kosullariin verebilecegi hasara karsi korumak adina, igerigi degistirilmis farkli
fizyolojik ¢ozeltilerin kullanildigi calismalara rastlamak da miimkiindiir. Dilimleri
inkiibasyon ortamindaki fazla oksijen ve tiirevlerinin neden olabilecegi oksidatif
hasara kars1 korumak i¢in fizyolojik ¢6zelti i¢ine askorbat eklenmesi (Rice, 1999),
metabolizmay1 destelemek i¢in piriivat (Matthews ve ark., 2003) veya laktat iceren
¢ozelti kullanilmasi (Schurr ve ark., 1997), dokularin su almasini azaltmak ve lizisini
engellemek adina sodyum kloriir yerine kolin kloriir (Magee ve ark., 1996)

kullanilmasi sik¢a bagvurulan uygulamalar arasinda sayilabilir.

Beyin dilimlerinin kullanildig in vitro ¢calismalar arasinda goriis birliginin en
az oldugu konularin basinda inkiibasyon/perfiizyon ortaminin sicakligi gelmektedir.
Genellikle normal fizyolojik sicaklik (36-37 °C) tercih edilse de, bunun ¢ok daha
altinda, hatta oda sicakliginda (21-23 °C gibi) yapilmis ¢alismalara da sikga rastlamak
miimkiindiir (Espanol ve ark., 1994; Larkman ve ark., 1988; Leybaert ve Hemptinne,
1996).

Diisiik sicaklikta metabolizmanin yavasladigi, dilimlerin canliliklarini daha
uzun silire devam ettirdikleri bilinmektedir. Gergekten de, yapilan g¢aligmalarda
inkiibasyon ortamindaki 1 derecelik sicaklik degisikliginin bile, 6zellikle iskemi ve
benzeri kosullarda 6l¢iilen parametrelerde ¢ok biiylik degisikliklere neden olabildigi
gosterilmistir. Anabilim Dalimizda yapilan bir ¢alismada, ortam sicakliginin 37°C’den
36 °C’ye disliriilmesinin striatal dilimleri anoksinin neden oldugu dopamin
saliverilmesine karsi 6nemli 6l¢iide korudugu gosterilmistir. (Buyukuysal and Mete,
1999). Benzer sekilde, inkiibasyon ortam sicakligindaki birer derecelik farkin bile
doku canliligin1 degistirdigi ve bunun iyonik glutamaterjik reseptorlerle iligkili oldugu
rapor edilmistir (Anatoly ve ark., 2014). Bu nedenle, inkiibasyon veya perfiizyon

odaciklarmin yerlestirildigi su banyosunun sicakligi istenen dereceye ayarlanmis olsa
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bile, odaciklarin i¢indeki fizyolojik ortamin sicakliginin kontrol edilmesi, sonuglarin

tutarlilig1 agisindan son derece dnemlidir.

Beyin dilimlerinin kullanildig1 ¢aligmalarda sonuglarin tutarliligi agisindan
optimize edilmesi gereken bir diger Onemli nokta, perfiizyon ve inkiibasyon
tekniklerinden hangisinin tercih edilecegidir. Perflizyon teknigi, dilimlerin igine
yerlestirilecegi perfiizyon odaciklari (0,5-1 cm®) iginden, 1sitilmis ve %95 Oz + %5
COg: ile gazlandirilan fizyolojik sivinin peristaltik pompa yardimi ile gegirilmesi
esasina dayanir. Perflizyon hizi, odaciklarin hacmine, igine yerlestirilen dilimlerin
miktaria gore degisebilir (0,3—1 ml/dakika gibi). Kullanilacak pompanin, pulsasyon
yapmayan ve sabit hizda sivi akisina olanak veren 6zellikte olmas1 dnemlidir (Hajos
ve ark., 2009). S6z konusu pompalarin 2, 4 veya 8 kanalli olmasi, ayn1 anda kanal
sayist kadar odacik perfiize edilebilmesine olanak verir. Deneye baslamadan Once
biitiin kanallarin akis hizlarinin esit olup olmadiginin kontrol edilmesi, sonuglarin
tutarlilig1 acisindan 6nemlidir. Perfiizyon tekniginin en 6dnemli stiinliigi, dilimlerin
devamli fizyolojik siv1 ile yikanmasi ve ortama saliverilen yararli veya zararli biitiin
endojen maddelerin siirekli bir sekilde uzaklastirllmasidir. Teknigin en OSnemli
sakincalarindan biri ise, perflizyon odaciklari icinde biriken hava kabarciklarinin
dilimlerin fizyolojik sivi ile temasini engellemesi ve bu durumun dilimleri anoksi
benzeri bir ortama sokabilmesidir (Hajos ve Mody, 2009). Bu nedenle perfiizyon
odaciklar1 icinde hava kabarciklari birikmesinin Onlenmesi sonuglarin tutarlilig

agisindan son derece onemlidir.

Inkiibasyon teknigi ise, gazlandirilmus fizyolojik ¢ozelti igeren inkiibasyon tiip
veya odaciklarina dilimlerin yerlestirilmesi ve dilimlerin bunlarin i¢inde inkiibasyona
birakilmasi esasina dayanir. Yontemin en dnemli sakincasi, dilimlerden saliverilen
endojen maddelerin ortamda birikmeleridir. Ancak bu sorun, inkiibasyon ortaminin
belirli araliklarla degistirilmesi ile giderilebilir. Bu esnada dilimleri uyaracak veya

onlara zarar verecek mekanik travma olusturmamaya dikkat edilmelidir.

Perfilizyon olsun, inkiibasyon olsun, kullanilan her iki yontemde de, ortamdaki
dilim sayisinin gozlenen sonuglarin tutarliligina etkisi bilinmemektedir.  Yukarida
ifade edildigi gibi, perfiizyon tekniginin istiinliigli dilimlerden saliverilen endojen

maddelerin siiratle ortamdan uzaklastirilmalar: iken, inkiibasyon tekniginin sakincasi
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bu endojen maddelerin ortamda zaman iginde birikmeleridir. Dilimlerden birgok
ndrotansmitter, biiylime faktorii, protein, aminoasitler ve diger endojen maddelerin
saliverildigi diistiniildiigiinde, bunlarin neden olabilecegi olumlu veya olumsuz etkiler
acisindan perflizyon tekniginde perfiizyon hizi ve ortamdaki dilim sayisi, inkiibasyon
tekniginde ise inkiibasyon hacmi yaninda ortamdaki dilim sayisinin sonuglar tizerine

etkisinin bilinmesi, kullanilacak yontemin optimize edilmesi agisindan énemlidir.

Bu tez kapsaminda sunulan ilk bulgu, esit hacimde (2 ml) oksijenlendirilmis
fizyolojik ¢ozelti igeren bir ortamda inkiibasyona birakilan kortikal dilimlerin TTC ile
boyanabilirlikleri tizerine ortamdaki dilim sayisiin etkisi ile ilgilidir. Sekil 4’de
goriildiigi gibi, normoksik kosullarda 1 saat boyunca inkiibasyona birakilan dilimlerin
boyanma yogunlugu, ortamdaki dilim sayis1 arttikca anlamli bir sekilde artmaktadir.
Dokularin TTC ile boyanma yogunlugunun, onlarin canliligini gésteren bir parametre
oldugu dusiiniilirse (Altman, 1974; Bederson ve ark., 1986; Bednar ve ark., 1994;
Belayev ve ark., 1999; Cole ve ark., 1990), inkiibasyon ortamina yerlestirilen dilim
sayisinin arttirtlmasinin  dokularin canliligi {izerine olumlu bir etki gosterdigi
sOylenebilir. Gozlenen bu etkinin mekanizmasi bu tez kapsaminda incelenmemis

olmakla birlikte, olas1t mekanizmalar1 etrafli bir sekilde tartisilacaktir.

Beyin dilimleri ile ilgili 1995’te yapilan ve arastirmacilarin beyanlarinin
Neuroscience Methods dergisinde yayinlandig toplantida benzer bir durumdan Tim
Teyler ‘in bahsettigini gormekteyiz (Aitken ve ark., 1995). Teyler ve arkadaslarinin
yaptig1 calismalarda; inkiibe edilen dilimlerin, perfiizyona oranla daha iyi doku
fizyolojisine sahip olduklarini goézlemlenmistir. Bu durumun inkiibe edilen
dilimlerden inkiibasyon ortamina salinan ve ortamda biriken endojen maddelerin etki
veya etkilerine bagli olabilecegi yorumunu yapmislardir. Bunun tlizerine yaptiklari bir
diger calismada, inkiibasyon ortam ¢ozeltisi olarak on sican beyninden sukroz ile
ekstrakte ettikleri ekstraseliiler ortami kullanmislar ve bu ¢ozelti ile inkiibe edilen
dilimlerin daha dnce gézlemlenemeyen mitkemmel fizyolojiye sahip olduklarini ifade

etmislerdir (Aitken ve ark., 1995).

Teyler ve arkadaslarinin yukarida ifade edilen ve belki de bu konuda tek olan
bu goézlemleri, normoksik kosullarda inkiibe edilen dilimlerin TTC ile boyanma

yogunlugunun ortamdaki dilim sayisina bagli olarak artmasinin olasi nedenini ifade
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eder niteliktedir. Dolayist ile Sekil 4’de gozlenen etkinin, dilimlerden saliverilen ve
ortamda konsantrasyonu giderek artan bu endojen maddelerden bazilarina bagli olmasi
olasidir. Bu tez kapsaminda, TTC boyanmasi agisindan séz konusu olasilik, tek bir
dilimin artan miktarlarda fizyolojik ¢6zelti igeren kosullarda inkiibe edimesi ile de test
edilmistir. Boylece, inkiibasyon hacmi arttirilarak, tek bir dilimden 1 saat boyunca
ortama  saliverilen endojen maddelerin  konsantrasyonlarmmin  azaltilmasi
amaglanmustir. Tek bir dilimin inkiibe edildigi hacmin 2 ml’den 12 ml’ye ¢ikartilmasi,
TTC boyanma yogunlugunda yaklasik %61,1 azalmaya neden olmustur. Bu bulgu da
yukarida ifade edilen olasilig1 destekler niteliktedir.

TTC boyanmasina ek olarak, normoksik kosullarda inkiibe edilen dilimlerden
inkiibasyon ortamina saliverilen ve doku hasarmin bir gostergesi olan LDH enzim
miktari ile yine doku hasar ¢aligmalarinda siklikla kullanilan doku MDA miktarinin
da, ortamdaki dilim sayisindan etkilendigi gozlendi. Ozellikle ortamdaki dilim
sayisinin altiya ¢ikartildigi kosullarda, LDH ¢ikis1 ve doku MDA diizeyleri, tek olacak
sekilde inkiibe edilen dilimlerden anlamli derecede diisiikk bulundu (p<0.01).
MDA’nin 6zellikle serbest oksijen radikallerinin neden oldugu lipid peroksidasyon
tirtinii oldugu bilinmektedir (GuttarLidge, 1995; Suttnar ve ark., 1997). Dolayisi ile
normoksik kosullarda inkiibe edilen kortikal dilimlerde, ortamdaki dilim sayisina gore
TTC boyanma yogunlugunda, LDH c¢ikisinda ve doku MDA diizeylerinde g6zlenen
farkliliklarin, ortamdaki dilim sayisina gore diizeyi degisen ROS ile iligkili olma
olasiligin1 disiindiirdii. S6z konusu bu olasilik da, dilimlerde ROS diizeyinin
Olciilmesi ile test edildi. Gergekten de, inkiibasyon ortaminda tek bir dilim varken doku
ROS diizeyi 15,71 + 1,28 FI/mg protein bulunurken, bu deger ortamda 3 veya 6 dilim
varken siras1 ile 13,84 £ 0,85 ve 10,79 + 0,69 FI/mg protein diizeylerinde bulundu
(sirast ile p>0,05 ve p<0,01; Sekil 5C).

Normoksik kosullarda gozlenen biitiin bu bulgular, inkiibasyon ortamindaki
dilim sayisinin arttirilmasinin, hasarlanmadan 6nemli dl¢tide sorumlu tutulan ROS
diizeyinin azalmasina neden oldugu ve bunun da dilimlerin canlilig1 iizerine olumlu
etki gosterdigini ifade etmektedir. Eger bu olasilik dogru ise, inkiibasyon ortaminda
ROS diizeyinin artmasina neden olarak doku hasari olusturan deneysel modellerden

elde edilen sonuclarin da ortamdaki dilim sayisindan 6zellikle etkilenmesi gerekir.
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Diger bir ifade ile ortamdaki dilim sayisinin arttirilmasinin, dokulart ROS
olusumuna neden olan kosullardan korumasi beklenir. S6z konusu olasilik, bu tez
kapsaminda ROS olusumuna neden olarak doku hasarina yol agan dort farkli deneysel
model kullanilarak test edildi; bunlar sirasi ile iskemi-REO, H20,, FeS04 + askorbik

asit ve menadion modelleridir.

Ortamda tek dilim olacak sekilde inkiibe edilen kortikal dilimlerin 30 dakika
iskemi ve ardindan 30 dakika normoksik kosullarda (REO) birakilmalar1 TTC
boyanma yogunlugunda %47,58 £+ 6,03 oraninda azalmaya neden olurken, diger 3
deneysel modelde de benzer oranlarda azalma gdzlendi. Inkiibasyon ortamindaki dilim
sayisiin iice cikartilmasi boyanmadaki azalmayi kismen geriye ceviritken (H202
deneysel modeli i¢cin p>0,05), 6zellikle altiya ¢ikartilmasi durumunda dort modelde de

gozlenen azalma hemen tamamen ortadan kalkt1 (p<0,001).

Kortikal dilimlerin TTC ile boyanma yogunluklarinda gbzlenen azalmada
oldugu gibi, kullanilan 4 deneysel model de dokuda ROS ve lipid peoksidasyon iiriinii
olan MDA diizeylerinde artmaya neden oldu. Ancak TTC boyanmasindaki azalmanin
aksine, ROS ve MDA diizeylerindeki artis oranlar1 ve ortamdaki dilim sayisinin bu
artis Uzerine etkileri kullanilan deneysel modeller arasinda belirgin farkliliklar
gosterdi. Tek dilim olacak sekilde inkiibe edilen dilimlerde iskemi-REO doku ROS
diizeyini %10 £ 0,4, MDA diizeyini ise %16,4 £ 3 arttiriken, bu artis H2O2 ve
menadion modellerinde ¢ok daha yiiksek oranlarda bulundu (sirasi ile %50,3 + 6,3 ve
%48 £+ 5,3). Ortamdaki dilim sayisinin ii¢e veya altiya ¢ikartilmasi durumunda iskemi-
REO ne doku ROS ve ne de MDA diizeylerini anlamli bir sekilde etkilemedi. H20> ve
menadion modellerinde ise ortamdaki dilim sayisinin arttiritlmasi bu parametrelerde
belirgin azalmalara neden oldu. Bu ii¢ modelin aksine FeSO4 + askorbik asit modeli,
ortamdaki dilim sayisindan etkilenmeyen bir sekilde doku MDA diizeylerine ¢ok daha
belirgin bir artisa neden; ortamda tek dilim varken doku MDA diizeyinin %217 + 10,
alt1 dilimin bulundugu kosullarda ise %202 + 6 oraninda arttig1 gézlendi. Buna karsin
bu model, doku ROS diizeyinde en fazla artisa neden olurken (ortamda tek dilim
oldugu kosullarda %98,4 £ 6), gbzlenen bu artisin, doku MDA diizeylerindeki artigin

aksine, ortamdaki dilim sayisindan anlamli bir sekilde etkilendigi gozlendi.
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Dokuda meydana gelen hasarlanmanin biyiikliigiinii gostermek adina sikga
kullanilan bir diger parametre, hasarlanmis hiicrelerden inkiibasyon ortamina
saliverilen LDH miktarinin 6l¢iilmesidir. H2O2 ve FeSO4 + askorbik asit modellerinde,
inkiibasyon ortamina saliverilen LDH miktarlari, s6z konusu yontemlerde kullanilan
H20. ve FeSOs’in spektrofotometrik olarak yapilan LDH o6lgiimiinii olumsuz
etkilemesi nedeni ile degerlendirilemedi. Buna karsin, ortamda tek dilimin bulundugu
inkiibasyon kosullarinda iskemi-REO ve menadion modelleri LDH ¢ikislarinda benzer
oranlarda artisa neden olurken (sirasi ile %72,8 + 3 ve %74 + 7), bu artislarin, 6zellikle

ortamda alt1 dilimim bulundugu kosullarda anlamli olarak azaldig1 gozlendi.

Dokuda hasarlanmaya neden olan dort farkli modelin kullanilmasi sonucu elde
edilen hemen biitiin bulgular, normoksik kosullarda gozlendigi gibi, inkiibasyon
ortamindaki dilim sayisinin arttirllmasinin dokular1 oksidatif stres hasarina karsi
korudugunu goéstermektedir. Bunun nedeni bu tez kapsaminda ¢alisilmamis olmakla
birlikte, dilim sayisinin artisina bagl olarak inkiibasyon ortaminda konsantrasyonu
artan birgok endojen molekiiliin bunda roliiniin olmasi olasidir. Ornegin kortikal
dilimlerde bol miktarda bulunan ve inkiibasyon ortamina kolayca saliverilen ve
inkiibasyon siiresince konsantrasyonu giderek artan laktat, alfa-ketoglutarat gibi alfa-
keto asitlerin, glutamat, taurin gibi amino asitlerin oksidatif stress hasarina karsi
koruyucu etkileri oldugu bilinmektedir (Demircan ve ark., 2013; Grzesiak ve ark.,
2016; Satpute ve ark., 2013; Zhu ve ark., 2016 ). Bunlar akla gelen ilk olasiliklardir.
Bunlar gibi bir¢ok endojen molekiilin zaman iginde inkiibasyon ortamindaki
konsantrasyonunun  artmasinin  gozlenen etkilerdeki rollerinin  olabilecegi

distiniilebilir.

Sonug olarak beyin dilimleri sinir bilim alaninda siklikla kullanilan deneysel
modeller arasinda 6nemli bir yer almaktadir. Hazirlanmasinin kolay olmasi, deneysel
islemin saatler iginde bitirilebilmesi, elektrofizyolojik ¢aligmalara uygun olmasi gibi
avantajlar1 nedeni siklikla kullanilan bu yOntemin optimizasyonu elde edilen
sonuglarin tutarliligi ve/veya gilivenilirligi acisindan son derece onemlidir. Yontemin
optimize edilmesi agisindan Onemli olan ortam sicakligi, dilimlerin kalinhigs,
preinkiibasyon kosullar1 gibi noktalar disinda, bu tez kapsaminda ortaya konan bir

diger 6nemli nokta ortamdaki dilim sayisinin ¢alisma sonuglarini etkileyebilecegidir.
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Bu nedenle, beyin dilimleri inkiibasyon yontemi kullanilacaksa inkiibasyon hacmi ve
ortamdaki dilim sayisinin standardize edilmesi, beyin dilimleri perfiizyon yontemi
kullanilacak ise, perfiizyon odaciklarina yerlestirilen dilim sayis1 yaninda perfiizyon
hizinin standardize edilmesinin ¢alisma sonuglarinin tutarliligi ve tekrar edilebilirligi

acisindan 6nemli oldugu kanisindayiz.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

ATP: Adenozin trifosfat

DCF: 2,7-diklorofloresin

DCFH-DA: 2,7- diklorofloresin-diasetat
DMSO

DNPH: 2,4-dinitrofenilhidrazin

H&E: Hematoksilen-eozin

H>0>: Hidrojen peroksit

HPLC: Yiiksek basingl s1vi kromatografisi
I/R: Iskemi/reperfiizyon

LDH: Laktat dehidrojenaz

LDL: Diisiik dansiteli lipoproteinler

MDA: Malondialdehid

NF-xB: Niikleer faktor-kappaB

NO: Nitrik oksid

ORAC: Oksijen radikal absorbans kapasitesi
PAF: Platelet aktive edici faktor

ROS: Serbest oksijen radikalleri

TBARS: Tiyobarbitiirik asit-reaktif maddeler
TBA: Tiyobarbitiirik asit

TRAP: Toplam radikal yakalayic1 parametre

TTC: 2, 3, 5-trifeniltetrazolium klorir
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