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SEREBRAL ISKEMI MODELINDE GINKGO BILOBA’NIN ETKILERI
Bir Elektron Mikroskop Calismas:
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ZET
Gegici on-beyin iskemisi sigan modelinde, Ginkgo biloba’'in tek bagina ve nikardipin ile birlikte kullaniminda
ultrastriiktiirel degigiklikler iizerine olan etkilerini elektron mikroskop ile deferlendirdik. 1skemi Gncesi ve scnrasi
donemleri kapsayarak Ginkgo biloba‘yinikardipin ile birlikte alan hayvanlarda néiral elemanlar hemen tamamen normaldi.
Aktifilag verilmeyen kontrol gruplannda ve Ginkgo biloba’y: sadece iskemi dncesinde tek veya nikardipin ile birlikte alan
gruplarda ise cesitli derecelerde ultrastriiktiirel degisiklikler vardi. Ginkgo biloba‘nin nikardipinle birlikte iskemik beyin
hasarna karsg, &zellikle iskemi-sonras: dénemde etkili oldugu ve bu etkinin iskemi-tncesi uygulama ile desteklenebildigi
dilgfiniiimtigtir.
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THE EFFECT OF GINKGO BILOBA IN A RAT MODEL OF CEREBRAL ISCHEMIA
An Electron Microscopic Study

We evaluated the effect of Ginkgo biloba extract alone and in combination with nicardipine on ultrastructural changes in
a rat model of transient forebrain ischemia by using electron microscope. The appearence of neural elements was fairly
normal in the animals which received Ginkgo biloba in combination with nicardipine in both pre- and post-ischemic periods.
Non-treated control groups and the groups which Gingko biloba was given alone or combined with nicardipine only in
pre-ischemic period showed various degrees of ultrastructural ischemic changes. It can be suggested that Ginkgo biloba
is effective against ischemic cerebral damage, particularly in post-ischemic period, and this effect might be supported by
pte-ischemic co-administration of nicardipine.
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GIRIS

Iskeminin neden oldugu geriye-doniigsiiz néronal

hasarin mekanizmalar: heniiz btiin yonleri ile tam
olarak anlagilamamighr.  1skemi'ye  maruz
kalmasma ragmen yagamakta olan beyin
bolgelerinin iglevsellifini korumak icin gegitli
tedavi stratejileri &ne siiriilmektedir. Bu stratejiler
igcinde en etkili girinenler, serebral kan akiminm
arthrmak [1], eksitatdor nérotransmitter salinimina
neden olan olaylan inhibe etmek [23] ve
enerji-bafimli  membran pompalannin iflasi
sonucunda  bozulan  hiicresel  homeostazi
saflamaktir [4]. Iskemi ve onu izleyen fizyolojik,
biyokimyasal ve histolojik olaylar arasindaki
etkilegimin karmagiklifi nedeni ile basit ya da tek
ilagh tedavi yaklagimlarinin iskemik nd&ron
oliimiinit énlemede yeterli olamayacag agiktir, Bu
durumda; yararl oldugu diigiiniilen bazi ilaglarin
birlikte uygulanmas1 iyi bir seqenek gibi
goriinmektedir.
Ginkgo biloba agacinin yapraklarindan hazirlanan
Ginkgo biloba ekstresi (EGh 761), farkl birgok aktif
kimyasal bilegik icerir [5]. Son yillarda, ekstrenin ve
igindeki  maddelerden  bazilarinin  deney
hayvanlarinda post-iskemik néronal hasart [6] ve
serebral 6demi [7,8] azalttigr gosterilmistir.

Digter taraftan, hiicre i¢ine patolojik kalsiyum iyonu
(Ca2+) girigi, iskemiyl izleyen hiicre dlimiinde
Gnemlibir faktor olarak diigiiniildiiglinden, serebral
iskemi ile baglantli hastabklarin tedavisinde,
dikkatler ~gegitli kalsiyumn antagonistlerinin
potansiyel yararina gevrilmistir {9-12].

Bu elektron mikroskopik ¢aligmanin amaci,
sicanda bir serebral iskemi modelinde EGb 761’in
tek bagina ya da Dihidropiridin grubundan bir
kalsiyum antagonisti olan nikardipin ile kombine
verildigindeki etkilerini incelemektir.

GEREG VE YONTEMLER

Caligmada kullanlan ve agirhklar 190 - 250 gram
arasinda degisen 48 adet Swiss-albino sicanlar,
herbiri 8 hayvandan olugan 6 gruba rastgele ayrildi.
Serebral iskemi { 6n-beyin iskemisi ) modeli olarak,
daha 6nceki bircok caliymada [13,14] kullaniimig
olan bir model segildi. Bu modelde dzetle, ketamin
(30 mg/kg, I. M.} ve eter anestezisi altinda, kommon
karotid arterler iki tarafli olarak 15 dakika
klemplenip bu stire boyunca kan basinc: 50 mm Hg
civarinda tutularak 6n-beyin iskernisi
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olugturulmaktadir. Karotid arterler deklampe
edildikten sonra, hayvanlar, 7 giin ( grup 1, grup 111
ve kontrol I ) veya 4 saat ( group II, group IV and
kontrol II ) yasatildi. Konsantre toz halinde
hazirlanmig olan EGb 761 ve nikardipine HCI suda
coziilerek, sirasi ile 25 mg /kg and 0.5 mg /kg glinliik
dozlarda periton igine verildi. Uygulamalar,
asagidaki deney grubu tanimlamalarina gore
yapildi :

Grup I: EGb 761 iskemiden 2 giin dnce bagland:
(onctil tedavi periyodu =pretreatment period) ve 7
glinliik post-iskemik yasamsal periyodu boyunca
stirdtiriildi. Total olarak 9 doz verildi.

Grup II: Sadece onciil tedavi aldi. Reperfiizyonun
4. saatinde dekapite edildi. Total olarak 2 doz EGb
761 verildi.

Grup III: EGb 761 veriligi grup I “deki gibi, ancak
her bir EGb 761 dozundan 2 saat sonra nikardipin
de verildi.

Grup IV: EGb 761 veriligi grup II “deki gibi, ancak
her bir EGb 761 dozundan 2 saat sonra nikardipin
de verildi.

Kontrol grubu I ( grup Ivelll igin kontroller ): Aktif
ila¢ verilmedi, deney prosediirleri grup | ve I1I'teki
ile ayni.

Kontrol grubu II ( grup IT ve IV igin kontroller ):
Aktif ilag verilmedi, deney prosediirleri grup 1l ve
[V'teki ile aynu.

Sham-operasyon grubu: llag verilmeyen ve iskemi
olugturulmaksizin diger iglemlerin aynen yapildig:
srup.

- DI::ka pitasyondan once hayvanlar, transkardiyak
%2 paraformaldehid ve fosfat buffer icinde %2.5
glutaraldehid  perfiizyonu ile  oldiirildiler.
Dekapitasyon sonrasinda, beyinler ¢ikarilarak
striatum, paramedian korteks ve hippokampus’tan
alinan ve fiksatif soliisyona yerlestirilen pargalar
epon’a gomiildi. Epondaki dokular %1 osmium
tetroksid ile postfikse edilerek ultra-ince kesitler
yapildi. Uranil asetat ve giimiig sitrat ile
kontrastlanan kesitler, deney kogullarina kor bir
elektron mikroskop ile incelendi.

SONUCLAR

Kontrol gruplarinda, tzellikle de Kontrol I'deki
hayvanlarda iskemik ve ddematidz dejenerasyona
gidiy Dbelirtileri olarak belirgin sitopatolojik
degigiklikler  saptandi.  Bu  degigiklikler,
mitokondrilerde sigme ve yofunluk azalmasi ile
kendini gosteren bir pleomorfizm, perivaskiler
astrositik ayaklarda sigme, myelin kiliflarda
kalirlagma, perivaskiiler mesafede genigleme,
endctellerde mikrovilli formasyonu seklinde ,
bircck elmani kapsiyordu (Resiml.A). Aym
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zamanda, olizomlarm ayrilmig ribozomlar halinde
dagilmalari nedeniyle sitoplazmik elektron

p dansitesinin azaldifi ve plazma membrani ile
¢ekirdek kabugunda cesitli kirilma noktalan
bulundu@u goraldi (Resim1.B).

Resim 1. Aktif ilag altnamg kontrollerde, 15 dakikalik iskemiye bagh
ultrastriiktiirel degigiklikler. A Kalinlagmug myelin kibflar (s) ve
mikrovilli formasyonu ( mv ) gorillmekiedir. x4000. B. Mitokondri
pleomorfizmi (i), gigmig astrositik ayaklar (a), cekirdek ve sitoplazma

membranlarinda kinima noktalan (oklar). x4000.



Iskemide Ginko Bilabo

Grup I'de perivaskiiler bolgeler genellikle
saglamdi.Post-synaptik dendritlerdeki organel
inklizyonlar1  diginda, ndronal yapr iyi
korunmustu. Perinoronal glial hiicreler Petito [15]
tarafindan tamimlanmug olan ‘post-iskemik reaktif
ara tip glia goriiniimiinde degildi. (Resim:2)

Resim 3. A. Perivaskiiler mesafede belirgin genigleme ( ps ), grup 1L
x6000 ve B, Kapiller digina ¢ikmug eritrosit (E), grup IV. x604,

Pre- ve post-iskemik periyodlarda kombine
olarak ECb 761 ve nikardipin alan I grupta
ise elektron mikroskopik goriiniim hemen tamamen
normaldi. Bu grupta, noronal cekirdeklerin
kromatin dagiliminda ve ¢ekirdek kilifinda dikkate

Resim 2 Normal giriiniimlii bir perindronal glial hiicre (G ), grup 1. deger herhangi bir degisiklik yoktu. Sitoplazmik
x8000. organeller, mitokondriler de dahil olmak iizere,
Il. ve TV. gruplarda, perivaskiiler boglukta belirgin b“I'::Fn i bu)s.:'_’:lflu‘fl bzk'mmdaf‘ nclrrlrla(ljgorunume
genisleme, astrositik ayaklarda siyme ve saniph, thapiatds;  astrosiderde = yeya

mikrovaskiiler yapida herhangi bir anormallik gize

mitokondriyal pleomorfizm (Resim 3.A) ile damar carpmach (Resimd).

digina eritrosit gikigt (Resim 3.B) gibi kontrol
gruplarinda da goriilen, iskemi ve giddetli serebral
odem ile uyumlu bulgular mevcuttu.

Figure 4. Grup Ill'te nironal vamlann normal giriinimi. Nimonal
niikleus (N), sitoplazmik organcller ( C ), sinaptozomlar ( S ) ve
mikrovasktler yapi ( Mv ). x400¢.

Beyin Damar Hastaliklar Dergisi 1995,1;1:1-5



Torun ve ark.

TARTISMA

EGDb 761%in cesitli serebral iskemi [16] ve hipoksi
[17] modellerinde yararh etkide bulundufu daha
dnce bildirilmigti. Birkag y1l énce, Spinnewyn [18]
EGb 761 ile 6nciil-tedavinin gecikmig iskemik néron
olimiine kargt koruyucu etkiye sahip oldugunu
gosterdi. Bilgilerimize gdre, serebral iskemi fizerine
EGb 761'in etkilerini elektron mikroskop ile
dékiimante eden bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Gahgmamiz, Deneysel dnbeyin iskemisinde, EGb
761"in -dzellikle nikardipinle kombine olarak ve
iskemi &ncesi ve sonrasi periyodlan kapsayarak
verildifinde- ultrastriiktiirel yapilar korudufunu
ve terapdtik etkiye sahip oldufunu ortaya
koymaktadir. EGb 761 gok yonlii bir etkiye sahiptir.
eriginde bulunan ginkgolidler, flavonoidler ve
bilobalide ¢egitli mekanizmalarla anti-iskemik rol
oynayabilirler.  Ginkgolidier ({ginkgolide B)
anti-platelet aktive edici faktor (ant-P AF) aktivitesi
ile, flavonoidler serbest radikal giderici ve
enzim-inhibisyonu aktiviteleri ile, bilobalid ise
anti-Odem aktivitesi ile bu role katkida bulunurlar
[}

Iskemik hiicre 8liimii, mitokondriyal hasarlanmay1
izler. 1skemide, oksidatif fosforilasyon azalir, ATP
depolan tiikenir ve enerjiye-bagl tiim fonksiyonlar
bozulur [19]. Hicresel enerji gereksinimini
kargilayan mitokondri, iskemik ya da hipoksik
etkilere ¢ok duyarh bir hiicre elemanidir. Bu
nedenle, mitokondriyal degisiklikler iskemik
hasarlanmanin ilk isaretleti sayilabilir. Bunun gibi,
bir ilacin iskemik hasarlanmaya karsi koruyucu
etkisi de mitokondriler tizetinden belirlenebilir. Bu
caligma, iskemide olugan mitokondri hasarina
kargt EGb 761'in koruyuculugunu gostererek bu
diigiinceyi desteklemistir. Cegitli galigmalarda da
ginkgolide B'nin mitokondri fonksiyonlarm
dizelttigi [20] ve iskemi-reperfiizyon'da
mitokondrileri korudufu [21] belirtilmektedir.
Ginkgolide B ayrica, mitokondri disfonksiyonunu
tetikleyen PAF-indiiklii eksitatsr norotransmitter
sallumini da inhibe etmekiedir [22]. PAF “in
iskemik ndronal hasarlanmada énemli bir role sahip
oldugu kabul edildifinden [23], EGb 761'in
iskemide olugan mitokondri hasarina kargt
koruyucu etkisini, kismen anti-PAF oOzelligine
baglayabiliriz. Prostoglandinlerin ~ salinimu,
makrofaj reaksiyonu, kalsiyum mobilizasyonu ve
platelet agregasyonu gibi néronal hasan stimule
eden olaylarda da rol oynayan PAF'in etkinlifinde,
endotelden derive olan gevsetici faktdrin aracihk
ettiffi digiinilmektedir [24]. Oberpichler ve ark. [25]
pre-iskemik dénemde verilen  ginkgolide B'nin,
ndron Bliimiinii azalticr etkide bulunabildigini
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gostermigler ve bu etkiyi PAF-antagonizmine
baglamuglardir. Serebral iskemide serbest radikal
olugumunun neden oldu@u oksidatif reaksiyonlar,
gecikmig noron Olimi ile sonuglandiff goriigi
genig olarak kabul edilmektedir [26]. EGb 761’in
flavonoid komponentinin hemn enzimatik hem de
non-enzimatik sistemlerde oksijen-serbest radikal
giderici dzelliklere sahip oldugu bildirilmigtir [5,
27]. Biz, bu bzelligin de EGb 761'in -6zellikle
postiskemik donemdeki- noroprotektif etkisini
agiklamada belli bir yeri oldufunu diigiindiik.
Bilindigi gibi ddem, serebral iskeminin majér
komplikasyonlarindan birisidir. Odemin ortaya
¢ikiy mekanizmalart hemodinamik, iyonik ve
metabolik olabilir. Sitotoksik odem, miyelin
kiliflarda ve aksonlarda sodyum ve su igeriklerinin
artmasina bagh olarak gelisen histopatolojik
degisikliklerle [28] ve perivaskiiler glial sigme ile
[29] karakterizedir. Aktif ilag verilmeyen konirol
grubu ['de, yaygin myelinik degisiklikler ve gigmig
astrositik ayaklar bulunmasina kargilik, bu
yaptlarin grup 1lI'te korunmug olmasi, EGb 761 ve
nikardipin kombinasyonunun &dem geligimini
onlemig olabilecefini diiglindiirmektedir. I. ve 1L
gruplarda ise -iskemi Oncesinde iki gin ilag
verilmesine ragmen- 1 ve 1. kontrol
gruplarindakine benzer diizeyde belirgin ddem
olugmustur. Bu nedenle, T1. gruptaki anti-Gdem etki
ilaglarin post-iskemik donemdeki aktivitelerine
bagilanabilir. Burada zamanin etkisi de gozden uzak
tutulmamaldir. Ancak IHI. grubun, iskemi
sonrasimmda odematdz degigikliklerin  giderek
artmasi gerekligi 7 giinliik yagama stiresi sonunda
deferlendigi digtiniliirse ilag etkisi 6n plana
¢ikmaktadur.

Normal kosullarda, ekstraselliler Ca2+
konsantrasyonu intraselliiler konsantrasyondan
10.000 kat daha fazladir. Kalsiuyumun -iskemiye
bagh olarak hizlanan- hicre igine girigini
durdurarak bu ¢ok yiiksek ekstraselliiler
konsantrasyonu koruyup strdiirebilmek igin ATP
rezervlerine gereksinim vardir. Kalsiyumun hiicre
icine girisi strdiik¢e, AT metabolizmas: iflas
etmekte ve enerji-baglantili intraselliiler metabolik
aktiviteler bozulmaktadir {30]. Nikardipin gibi
kalsiyum antagonistieri, iskemi dncesi ve sonrast
donemlerde voltaj-baginl kanallar iizerinden hiicre
icine kalsiyumun girigini bloke ederek noron
koruyucu bir etkide bulunmaktadirlar [12, 31]. Bu
dzelligine dayanarak IIL. grupta yer alan hayvanlara
EGb 761 yaninda nikardipin de verilmistir.
Gergekten de en iyi korunmug beyinler bu grupta
bulunan hayvanlara aitiir. Bu sonucu dikkate alarak,
EGb 761"in iskemiye karst hiicre koruyucu etkisinin
kalsiyum antagonistlerince desteklenebilecegini



diginebiliriz. Ca2+ antagonistlerinin, iskemiden
sonra verilmeleri halinde hiicre o6liminil
engelleyemedigini  gosteren ok  sayidaki
caligmanmin [32,33] varhig, bu destekleyici etkinin
pre-iskemik dénem igin s6z konusu olabilecegini
akla getirmektedir.

Caligmamiz tamamen bir elektron mikroskop
caligmasi  oldugundan, kacinilmaz  olarak
kargilagtirmaktan ¢ok tarumlamaya dayanmakta
ve dolayist ile belli oigiilerde subjektivite
tagimaktadir. Buna ragmen, EGb 761'in &zellikle
post-iskemik dénemde ultrastriiktiirel elemanlarin
korunmasinda etkili oldufu ve iskemi-Bncesi
nikardipin uygulamasinin bu etkiyi destekledigi
stylenebilir.

Iskemiye bagli noronal hasardan birgok faktor
sorumlu tutuldugu igin, bir kismi teorik olmak
tizere bir dizi tedavi edici ve koruyucu yaklagim
olanagindan sbz edilebilin, Bu olanaklann
birlestirilmesi anlamina gelen ¢esitli kombinasyon
uygulamalaninin yakin gelecekte yogun deneysel

ve Kklinik araghrmalara konu olacagina
inamiyoruz.
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