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OZET

AMAG: Serebral iskemide hiicre 6liimiine uzanan olaylar1 baslatan bir¢ok faktér bulunmaktadir. Bunlar; serbest radikal
liretimi, eksitotoksisite, sodyum ve kalsiyum akisi bozulmasi, enzimatik degisiklikler, inflamatuvar siirecin uyarilmasi,
trombosit ve 16kositlerin aktivasyonu, gecikmis koagiilasyon, endotelyal disfonksiyon ve endotelin (ET) salinimini igerir.
Bosentan, endotelin reseptorleri olan, hem ETA hem de ETB'nin kompetitif antagonistidir. Bu ¢alismanin amaci deneysel
serebral iskemi reperfiizyon hasarinda bosentanin koruyucu etkileri olup olmadigini belirlemektir.

GEREC ve YONTEM: Bu calismada iskemi-reperfiizyon olusturulan ratlara islem sonrasinda 5 giin siire ile diizenli olarak
bosentan molekiilii uygulandi. Dekapite edilen ratlarin beyin dokularina histopatolojik incelemeler yapildi. Beyin
dokularinda oksidan ve antioksidan diizeyleri belirlendi.

BULGULAR: Bu ¢alismada tirik asit diizeyleri tiim inme hastalarinda yiliksek bulunmakla birlikte en fazla ytikseklik
posterior sirkiilasyon infarkt grubunda saptandi. Ancak bu yiikseklik istatistiksel olarak anlaml degildi.

Bosentan uygulanan ratlarin antioksidan diizeylerinin ve histopatolojik incelemelerinin bosentan uygulanmayan gruba
gore daha iyi oldugu gozlendi.

SONUC: Sonug olarak bu ¢alisma bosentanin, iskemik inmenin néron 6liimii ile sonug¢lanan olumsuz etkilerini azaltabilecek
bir ajan olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: iskemik Inme, Bosentan, rat.

PROTECTIVE EFFECT OF BOSENTAN IN EXPERIMENTAL CEREBRAL ISCHEMIA-REPERFUSION INJURY

ABSTRACT

OBJECTIVE: In cerebral ischemia, there are many factors that start the events leading to cell death. These factors contain
free radical production, excitotoxicity, sodium and calcium flow disruption, enzymatic changes, stimulation of the
inflamatuar process, the activation of platelets and leukocytes, delayed coagulation, endothelial dysfunction and
endothelin (ET) release. Bosentan is the competitive antagonist of endothelin receptors; ETA and ETB. The aim of this
study is to determine whether the protective effects of bosentan in experimental cerebral ischemia reperfusion injury.
MATERIAL and METHODS: In this study, after ischemia-reperfusion procedure, bosentan molecule was regularly given to
rats for 5 days. The brain tissues of decapitated rats were histopathologically examined. The levels of oxidant and
antioxidant were determined in these brain tissues.

RESULTS: It was observed that antioxidant levels and histopathological examinations were in rats given bosentan better
than control group rats.

CONCLUSION: In conclusion, this study has showed that bosentan may be an agent which could reduce negative effects
resulting from neuronal death associated with ischemic stroke.
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Atas ve ark.
GIRiS

Inme, 6liim sebepleri icerisinde iigiincii ve
sakatlik yoniinden de birinci sirada olan hastalik
grubudur. Serebrovaskiiler hastalik (SVH)'larin %
80-85’'ini olusturan iskemik inme, noérolojik
hastaliklar icerisinde en sik goriilen ve en ¢ok
6liime neden olan hastaliktir. inmeye bagh olusan
sakathiklar; kisi, aile ve toplum {izerinde
psikososyal problemlere yol agar. Serebrovaskiiler
Hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi, bu yonleriyle
¢ok dnemlidir (1).

Iskemik inmede beyin hasarina neden
olabilen bir¢ok faktor oldugu bilinmektedir. Bunlar,
serbest radikal liretimi, eksitotoksisite, sodyum ve
kalsiyum akisi bozulmasi, enzimatik degisiklikler,
inflamatuvar siire¢ uyarilmasi, trombosit ve
lokositlerin aktivasyonu, gecikmis koagiilasyon,
endotelyal disfonksiyon ve endotelin (ET)
salinimini igerir (2-4).

Giiniimiizde endotel ¢ok sayida fizyolojik ve
patolojik olayda rol oynayan ¢ok fonksiyonlu
otokrin ve parakrin bir organ olarak kabul
edilmektedir (5). Endotelinler viicutta dogal olarak
olusan peptidlerdir (6). Bilinen en gigcli
vazokonstriktor molekiillerdir (7, 8). ETA
reseptorleri kalp, beyin, damarlar ve damar diiz kas
hiicrelerinde yogun olarak bulunmaktadir. ETB
reseptorleri ise bobrekler, uterus, santral sinir
sistemi ve endotel hiicrelerinde daha yogun olmak
tizere, cok genis bir dagilim gosterirler (6, 9).

Endotelin antagonistlerinin giiclii vazodilator
etkisi oldugu gosterilmistir (10). Bosentan
endotelin reseptdrlerinden olan ETA ve ETB'nin
kompetitif antagonistidir. Giinlimiizde halen primer
(idiyopatik ve ailesel) pulmoner arteryel
hipertansiyon (PAH) tedavisinde kullanilmaktadir
(11, 12). Son zamanlarda bosentanin invitro
calismalarda serebral vazospazm iizerine etkileri
calisilmaya baslanmistir (13). Bizim bu calismadaki
amacimiz deneysel serebral iskemi-reperfiizyon
hasarinda bosentan etkinligini
degerlendirmektedir.

GEREC VE YONTEM

Universitemiz Etik Kurulu tarafindan onay
alindiktan sonra, Universitemiz Deney Hayvanlar
Arastirma Merkezi'nden ( FUDAM) temin edilen
herbirinde rastgele secilmis 7 rat olan ii¢ deney
grubu olusturuldu;

Grup 1 (K): Iskemi yapilmayan kontrol grubu (N=7)
Grup 2 (iK): iskemi-kontrol grubu (N=7)
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Grup 3 (IB): 5 giin yasatilan iskemi-bosentan grubu
(N=7)

Kontrol grubu, saglikli beyindeki apopitozis ile
iskemi +/- ila¢ gruplarimi karsilastirabilmek icin
sakrifiye edildi. Diger iki gruba iskemi olusturmak
ve sakrifiye etmek icin aymi cerrahi prosediirler
uygulandi. Daha onceki c¢alismalar g6z oniinde
tutularak ila¢ gruplarina bosentan 30mg/kg/gilin
intraperitoneal yolla, olusturulan travmanin 30.
dakikasinda ve takiben her giin ayni saatte, giinde
bir kez, 5 giin boyunca verildi (14).

Gegici Fokal Serebral iskemi Modeli

200-220 gr agirhginda 21 adet erkek, Wistar
cinsi albino rat deney i¢in kullanildi. Standart su ve
yem uygulandu.

Tim hayvanlarda genel anestezi,
intramuskiiler yolla 10mg/kg xylazine ve 50mg/kg
ketamin hidrokloriir ile saglandi. Anestezi derinligi
her 15 dakikada bir, kuyruktan agr1 verilerek
degerlendirildi. Ratlarin viicut sicaklig1 rektal
termometre ile odlciilerek 37°C civarinda tutuldu.
Tiim cerrahi uygulamalar mikroskop (Opmi 99, Carl
Zeiss, Almanya) altinda gergeklestirildi.

Ikinci ve {giincii gruptaki ratlar supin
pozisyonda operasyon masasina sabitlendi. Sonra
boyun orta hatti tras edildi. Operasyon bdolgesi
dezenfekte edildikten sonra orta hat insizyonu
yapildl. Yiizeyel mikrodisseksiyon yapildiktan
sonra derin mikrodisseksiyon ile sag ortak karotis
artere dogru ilerlendi. Trakea goriiliip paratrakeal
kaslar disseke edilerek ortak karotis artere ulasild.
Karotis bifurkasyonundan 1 cm ile 3 cm
proksimalden, ortak Kkarotis arteri {lizerine,
proksimal ve distal kontrolu saglamak amaciyla iki
adet Yasargil anevrizma klibi yerlestirildi. On
dakika boyunca klipler kapali tutuldu (15). Birinci
gruptaki ratlara ise sadece deri alti kesi yapildi
Tim ratlarin acilan Kkesileri on dakika sonra
siitiirlendi. ikinci gruptaki ratlara klipler acildiktan
30 dakika sonrasinda ve takip eden 5 giin boyunca
giinde birkez 30 mg/kg dozunda %0.9’luk fizyolojik
serum intraperitoneal olarak uygulandi. Uciincii
gruptaki ratlara ise klipler acildiktan 30 dakika
sonrasinda ve takip eden 5 giin boyunca 30 mg/kg
intraperitoneal bosentan uygulandi. Ratlarda exitus
gozlenmedi ve 5 gin boyunca standart
ortamlarinda izlendi. Tim ratlar 5. giin sonunda
ketamin hidrokloriir 100 mg/kg ve 10 mg/kg
xylazine intraperitoneal uygulanan anestezi
sonrasinda dekapite edildi.



Histolojik Calisma
TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 um kalinhiginda alinan
kesitler  polilizinli lamlara alinarak beyin
dokularinda inceleme yapild.. Uretici firmanin
talimatlari dogrultusunda “ApopTag  Plus
Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit

(Chemicon, cat no: S7101, USA)” kullanilarak
apopitoza giden hiicreler belirlendi. Hazirlanan
preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus
BH-2) incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi.
TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde “Metil
green” ile yesile boyanmis c¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler
apopitotik olarak degerlendirildi.

TUNEL boyamanin  degerlendirilmesinde
boyanmanin yayginligt esas alindi. TUNEL
boyamanin yayginligin siddetine gére 0’dan +3’e
kadar say1 ile semi-kantitatif olarak skorlandi.
(0=yok, +1=az, +2=orta +3=siddetli) (16).
Biyokimyasal Calisma
Total Antioksidan Status (TAS)

Total antioksidan kapasite Erel yontemi ile
Olclilmektedir (17). Bu 6l¢iim metodunun prensibi
hidrojen peroksit varliginda 2,2” - azinobis - (3-
ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid) radikalinin
(ABTS radikali) ABTS+ molekiiliine okside olmasina
dayanmaktadir. Ol¢ciimiin sonuglari1 pmol Trolox
equivalent/I olarak birimlendirilmistir.

Total Oksidan Status (TOS)

Beyin dokusunda total oksidan status (TOS)
Olcimi, Erel tarafindan tanimlanan yontemle
yapild1 (18). Prensip olarak oksidanlarin ferroz
iyon-o-dianisidine = kompleksini  ferrik iyona
oksitlenmesine dayanmaktadir. Ornekte bulunan
oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak oOl¢ciimiiniin sonuglarn

mmol H202 equivalent/I olarak
birimlendirilmektedir.
Oksidatif Stres indeksi (0Si)

Total Oksidan Seviye (TOS) / Total
Antioksidan Seviye (TAS) seklinde boliinerek

Oksidatif Stres Indeksi (0SI) hesaplandi. Ol¢iimiin
sonug¢lart  mmol H202 equivalent/l olarak
birimlendirilmistir.
Istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart hata
olarak belirlendi. Verilerin istatistiksel anlamlilik
diizeyleri one way ANOVA ve sonrasinda post-hoc
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Tukey testi ile belirlendi. One way ANOVA
testinde gruplar arasi karsilastirmada p<0.05
oldugu tespit edilen parametreler post-hoc Tukey
testi ile degerlendirilmis ve ikili karsilagtirmalara
ait p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamh
kabul edilmistir.

BULGULAR

TUNEL Bulgular

Apopitotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan
TUNEL boyamanin 151tk mikroskopi altinda
incelenmesi sonucunda su bulgular elde edildi:
TUNEL pozitifligi kontrol grubunda +1 olarak
degerlendirildi (Sekil 1). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda iskemi grubunda dikkate deger
dizeyde artis izlendi ve +3 olarak degerlendirildi
(Sekil 2). Bosentan verilen tedavi grubunda ise
iskemi grubuna gore kismen azaldig1 goriildii ve +2
olarak degerlendirildi (Sekil 3).

o

Sekil 1. Kontrol Grubunda Tunel + Hiicreler.

TAS, TOS ve OSI degerleri

Beyin dokularinda TAS ve TOS miktarlar
ve OSI nin degerlendirilmesi i¢in yapilan
biyokimyasal calismada; gruplar arasinda TAS icin
anlamlilik yoktu. TOS miktarinda Grup II'de, Grup I
ile kiyaslandiginda anlaml bir artis vardi (p<0.05).
Grup I1I'de ise Grup II ile kiyaslandiginda anlamh
bir azalma vardi (p<0.05). OSI degerlerinde benzer
sekilde Grup II'de, Grup I ile kiyaslandiginda
anlamli bir artis gozlendi (p<0.05). Grup III'de ise
Grup II ile kiyaslandiginda anlamh bir azalma vardi
(p<0.05) (Tablo 1).
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Tablo 1. Beyin dokularindaki TAS, TOS ve OSI
degerleri.

Grup I Grup II Grup III
(n=7) (n=7) (n=7)
TAS
(umol Trolox 0,33+0,05 0,39+0,03 0,37+0,02
equivalent/1)
TOS
(mmol H202 1,86+0,06 4,72+0,252 3,17+0,12b
equivalent/1)
osl 574:0,31 12,100,422 8,560,260

(Arbitrary Unit)

a Kontrol grubuna (Grup I) gore Karsilastirildiginda, (p<0.05 Anova ve Tukey Testi
F=74,284).
b iskemi grubuna (Grup II) gére karsilastirildiginda, (p<0.05 Anova ve Tukey Testi
F=52,681).
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Sekil 2. iskemi grubunda artmis Tunel + hiicreler.
TARTISMA

Serebrovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavisi, tim giincel gelismelere ragmen 6nemli bir
saghk sorunudur (1). Iskemik inme tedavisinde
amag, norolojik hasarlanmayr en aza indirmek,
iskemiye ikincil olusabilecek ek hasarlarn
engellemek ve hastanin fonksiyonel iyilesmesini
kolaylastirabilecek 6nlemleri almak olmalidir (19).
Bu amagla deneysel iskemi-reperfiizyon modelleri
olusturulmus ve cesitli ajanlarla koruyucu ve tedavi
edici calismalar yapilmistir (20).

Yapilan bazi1 ¢alismalarda endotelin 1 (ET1)
seviyelerindeki artisin  inflamatuar strecler,
ateroskleroz ve hipertansiyonda asir1t NO ve ONOO-
peroxynitrite  lretimine sebep oldugu ve
antioksidan diizeylerinde azalmalar meydana
getirdigi gosterilmistir (21-23). Rauh ve ark
tarafindan ET1 modiilasyonu ve ET1 kaynakh
cesitli sinyalizasyon yollarinin aktivasyonu sonucu
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Sekil 3. Bosentan grubunda Tunel + hiicreler.

serbest oksijen radikalleri olustugu gosterilmistir
(24).

Karotis arter okliizyonu modeli ile gegici 6n
beyin iskemisi olusturulmus bir ¢alismada ET-1
diizeyleri yliksek bulunmus ve bunun da iskemi-
reperflizyon hasari patogenezinde ET-1
reseptorinin katilimiyla oldugu ileri siirilmistiir
(25). Ozdemir ve ark. myokard iskemi-reperfiizyon
hasarinda ETA reseptdr antagonisti (BQ 123)'nin
ET1 ile iligkili katalaz enzimi, rediikte glutatyon ve
stiperoksit dismutaz diizeyleri tiizerine etkisini
degerlendirmislerdir (26). Endotelin A reseptor
antagonistinin lipit peroksidasyonunu azalttigini
gostermisler, bu etkisini muhtemelen
vazokonstriiksiyonu kismen de olsa engelleyerek
sagladigini vurgulamislardir.

Patel ve arkadaslar1 gecici global iskemi
modelinde bosentanin etkinligini
degerlendirmislerdir. Bosentanin  postiskemik
hipoperfiizyonda minimal de olsa etkisini tespit
etmislerdir (27).

Dokudaki iskemik hasar sonucunda serbest
radikallerin olusumu ve enflamatuar olaylar
gerceklesmektedir. Bunlar; apopitoza neden
olabilirler. Bosentaninda BQ 123 gibi endotelin
reseptorlerini antagonize edip, vazokonstriiksiyonu
azaltarak kortikal dolasima katki saglayabilecegi
kanisindayiz. Bu etki mekanizmasi ile bosentan,
serbest radikal olusumunu, iskemiden etkilenen
doku miktarini ve apopitoza giden hiicre sayisinin
azalmasini saglayabilir.

Laboratuar ve klinik arastirmalar, ET’lerin
subaraknoid kanama ve iskemik inmede gelisebilen
vazospazmin patogenezinde de rol



oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu hastalarin
serebrospinal sivilarinda, ET konsantrasyonlarinin
yukseldigi  gosterilmistir. Endotelin  reseptor
inhibitorlerinin,  serebral  vazokonstriksiyonu
onlemesi ve noral oliimu geciktirmesi, bu ajanlarin

subaraknoid kanamanin tedavisinde de
kullanabilecegini diistindliirmektedir (6).
Endotelin  antagonistlerinin  antioksidan

ozelligi oldugu da gosterilmistir (10). Endotelin
antagonistlerinin iskemi modellerinde tespit edilen
koruyucu o6zellikleri, sadece vazodilator etkileriyle
degil antioksidan etkileriyle de iligkili olabilir.
Calismamizda apoptotik hiicrelerin tespit
edilmesinde kullanilan TUNEL boyamasinin
sonucunda; kontrol grubu ile karsilastirildiginda
iskemi grubunda TUNEL pozitif hiicrelerde artis
gozlenirken, bosentan verilen tedavi grubunda ise
apoptotik hiicrelerin iskemi grubuna gore azaldig
izlendi. Ayrica bosentan verdigimiz grupta tespit
edilen azalmis TOS degerleri de bosentanin direk

veya dolayl  olarak antioksidan etkisini
desteklemektedir.

Sonu¢ olarak; giicli bir ET reseptor
antagonisti olan bosentanin beyin dokusunda

oksidatif stres ve apopitozisi azaltugl tespit
edilmistir. Bosentanin; iskemi-reperfiizyon
hasarinin ortaya ¢ikmasini engelledigini, olusmus
olan hasari geri dondiirmedigini diistinmekteyiz.
Iskeminin olusturdugu hiicre hasarina karsi
bosentanin koruyucu etkilerinin gosterilmesinin,
iskeminin tedavi ve komplikasyonlar1 agisindan ele
alindiginda, 6nemli bir bakis acis1 kazandirabilecegi
diistintlmistiir. Benzer ¢calismalar ile desteklenirse
bosentan, serebral iskeminin eslik edebilecegi bazi
hastaliklarda hem noroloji hem de norosirirji
kliniklerinde iskemik komplikasyonlari
azaltabilmek amaci ile kullanilabilir.
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