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Ratlarda Beyin iskemi—Reperfiizyonu Sonucu Olusan
Morfolojik Degisikliklere Melatonin ve Pinealektomi’nin Etkisi

Beyin iskemi-reperflizyonu sonucu olusan melatonin  ve

pinealektomi’nin etkilerini degerlendirmektir.

histopatolojik  degisikliklere

Ratlar Gg¢ gruba ayrildi: Kontrol, pinealektomi (PX) ve PX + melatonin. Ratlara iskemi-reperflizyon
yapilmadan 3 ay 6nce pinealektomi yapildi. Melatonin 4 mg/kg/ ip olarak pinealektomi yapilmis
ratlara son bir ay siresince verildi. Beyinde hasar olusturmak igin arteria cerebri media 60 dakika
okluze edildi ve devaminda 24 saat reperfuzyon yapildi. Calismanin sonunda ratlar sacrifiye edildi
ve beyinleri hizlica ¢ikarildi. Rutin histopatolojik inceleme igin formaldehit solusyonuna konuldu.

iskemiye bagll beyinde yaygin nekrotik sahalar, vakuolizasyon, eosinofilik degenerasyon ve
vaskuler konjesyon gézlendi. Pinealektomi yapilanlarda beyin iskemi-reperiizyonuna bagh olusan
hasar belirgin derecede artmisti. Elde edilen sonuglara gore disardan verilen melatonin en az
fizyolojik melatonin kadar beyin iskemi-reperflizyon hasarina karsi koruyucu etkisi oldugu
g6rilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Pinealektomi, melatonin, beyin, iskemi-reperfusyon

Effects of Pinealectomy and Melatonin
on brain ischemia - reperfiizyon induced morphologic changes in rats

The purpose of the present study was to evaluate the effects of melatonin and pinealectomy on
histopathological changes resulting from brain ischemia-reperfusion method.

Rats were divided into three groups: sham-operated (control), pinealectomized with melatonin,
pinealectomized. Rats were operated for 3 months before the ischemia-repefusion studies.
Melatonin (4 mg/kg i.p) was given to pinealectomized rats for last 30 days. To produce brain
damage, middle cerebral arter was occluded for 60 min, followed by 24 h reperfusion. At the end of
each in vivo study, the rats were sacrified and the brains were quickly removed, and were in
formaldehyde solution for routine histopathological examination.

Depending on ischemia-reperfusion, widespread necrotic areas, vacuolization, eosinophilic
degeneration and vascular congestion were observed in the brain slices. Pinealectomy leads to
markedly increasing this damage resulted from brain ischemia-reperfusion. These data suggest
that physiologic melatonin release as well as exogenously given melatonin has a neuroprotective
effect in focal cerebral ischemia.

Key Words: Pinealectomy, melatonin, brain, ischemia-reperfusion

Giris

Beyin canlilarin mental ve motor fonksiyonlarinin olusmasinda temel ve fonksiyonel
6nemi olan, ayni zamanda hasarlanmaya karsida ¢ok hassas olan bir organdir.
Yaslanmayla birlikte aterosklerotik siirecin hizlanmasi sonucunda tromboembolik
olaylarin sikliginda artis gorilmekte ve bu da serebral kan damarlarinin tikanmasi ve
iskemi olugsumu riskini artirmaktadir (1). Bu nedenle felg modelleri lizerinde yapilan
deneysel caligmalar giderek artmistir. Trombolitik tedavinin felgli hastalarda
kullaniimaya baslanmasi ile reperflizyon hasari ve sonuglari glindeme gelmistir (2).
iskemik dokuya yeniden kan akiminin saglanmasina ragmen, fonksiyonel diizelme
beklenildigi kadar iyi sonuglar vermemektedir. Reperflizyon ile birlikte yeniden oksijen
saglanmasi, asiri serbest radikal olusmasina neden olur (3,4,5). Serbest radikal
suplrucu ve antioksidan olan melatoninin iskemi-reperfiizyon hasarina karsi koruyucu-
lugu bir gcok calismada gosterilmistir (2,3,4,6,7). Fokal serebral iskemi modelleri insanda
olusan iskemiye benzer tablolar olusturmasi ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilmesi
nedeni ile son yillarda en ¢ok tercih edilen deneysel metotlardan biri haline gelmistir.
Limen ici iplik modeli ile olusturulan (8) fokal serebral iskemi modelinde kolaylikla
reperfiizyonda gergeklestirilebilmektedir. iskemi-reperfiizyon sonucu olusan serebral
hasarin patogenezinde serbest radikallerin asiri Uretimi dnemlidir.
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Pineal bezden salinan bir hormon olan melatoninin (5-
methoxy-N-acetyl-tryptamine) birgok biyolojik etkisinin
yanisira, hucre ic¢i kalsiyum dizeyini duzenleyebilmesi
(9), glcli bir radikal supurict (hidroksil radikali,
superoksit anyon radikali, peroksil radikali, singlet oksijen
ve peroksinitrit anyonu) ve antioksidan (SOD, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediktaz, glikoz-6-fosfat
dehidrogenaz stimulasyonu ve Nitrik oksit sentaz
inhibisyonu) 6zelliginin olmasi, I/R hasarinda etkili bir
koruyucu olabilecegini dustindirmektedir (4,7,10,11,12).
Calismamizin amaci damar ici iplik metoduyla sag
Arteria cerebri media okluzyonu (MCAQO) yaparak
beyinde olusan histopatolojik degisikliklere melatoninin
ve pinealektominin etkilerini arastirmaktir.

Gereg ve Yontem

Calismamizda agirliklari 200-300 gram olan erkek
wistar cinsi rat kullanildi (deney siiresince ex olan ratlar
cikarildiktan sonra her grup icin n: 8). Ratlar ditrnal 151k
sartlarinda (12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik) ve
deney 6ncesinde su igmelerine izin verilerek a¢ kalacak
sekilde hazirlandi. Ratlar U¢ gruba aynidi. Kontrol
(sadece MCAO), pinealektomi (PX) (PX+MCAO) ve PX +
melatonin (PX+M+MCAQ). Bdylece bitiin gruplara beyin
iskemi ve reperfiizyonu yapilmis oldu. Ratlara iskemi-
reperflizyon yapilmadan 3 ay 6nce pinealektomi yapildi.
Melatonin 4 mg/kg/ ip olarak pinealektomi yapilmis
ratlara son bir ay suresince verildi (13). Anestezik olarak
biitiin deneyler igin periton igi (ip) ketamine hydrochloride
75 mg/kg (Ketalar,Parke-Davis) + Xylazine 8 mg /kg
(Rompun, Bayer) kombinasyonu kullanildi. Sag a. cerebri
media daha once tanimlandidi gibi (8) lumen igi iplik
metodu ile 1 saat okluze (iskemi), takiben 24 saat
reperfiize edildi. Islemin sonunda ratlar sakrifiye edildi,
beyinler c¢ikarildi ve rutin histopatolojik c¢alisma igin
formaldehite konuldu. Kesitler Hematoksilen Eosin ve
Toluidin blue ile boyandi. iskemik degisiklikler semi-
kantitatif olarak degerlendirildi (O- yok, 1- hafif, 2- orta, 3-
siddetli)

Bulgular

Yapilan incelemede iskemi-reperflizyona bagli olarak
6dem, enfarkt, vakualizasyon, eozinofilik dejenerasyon
(red noéron) ve konjesyon degerlendirildi (14). Kontrol
grubunda red noéron ve konjesyon orta derecede
gorilirken; 6dem, vakuolizasyon ve enfakt'in hafif
derecede oldugu goézlendi. PX grubunda &édem, red
ndron ve vakuolizasyon siddetli derecede iken enfarkt ve
konjesyon orta derecedeydi. PX+M grubunda ise sadece
vakuolizasyon orta derecedeydi. Diger parametreler ise
hafif derecedeydi. Bdylece PX grubunda hasar daha
yaygin iken melatonin verilen grupta bu bulgular
azalmisti. Sonuglar Tablo 1 ve Resim 1-5 de
gOsterilmigtir.

64

Ratlarda Beyin iskemi—Reperfiizyonu Sonucu Olusan

F.U. Sag. Bil. Derg.

‘,"_‘{"", .-'Q'

Sekil 1. I/R grubu (kontrol). Cok sayida red néron (—),
yaygin vakuolar dejenerasyon (VD) ve 6dem goriilmekte. H-
E, X100.

I

Sekil 2. I/R grubu (kontrol). Red néron (—) ve Enfarkt (I)
alani izlenmekte. H-E, X100.

noron izlenmekte. H-E, X100
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Sekil 4. PX + I/R grubu. Siddetli derecede vakuolar
dejenerasyon ve 6dem goriilmekte. Toluidin Blue, X100.
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Sekil 5. PX + I/IR + Melatonin grubu. Hafif derecede 6dem ve
vakuolar dejenerasyon izlenmekte. H-E, X100.

Tablo 1. iskemik Beyin Dokusunda Isik Mikroskopik Bulgular (PX:pinealektomi, PX+M:Pinealektomi+Melatonin) (Her grup igin

n: 8)
Grup Odem Enfarkt Eozinofilik Dejenerasyon (red néron) Vakuolizasyon Konjesyon
Kontrol 1 1 2 1 2
PX 3 2 3 3 2
PX+M 1 0 1 2 1

0. Yok, 1. Hafif, 2. Orta, 3. Siddetli

Tartisma

Bir ¢ok serbest radikal suplrictu ve antioksidanin
iskemi-reperflizyon hasarinda yararh etkileri gosterilmistir
(6). Yapilan galismalarda melatoninin iskemi-reperfiizyon
hasarina kargi 6nemli koruyucu etkileri rapor edilmistir
(2,13,15).

Pineal bezden salgilanan melatonin, direk radikal
stplrici  ve antioksidandir (16). Bununla birlikte,
melatoninin yiksek lipofilik bir yapiya sahip oldugu ok
iyi bilinmektedir (17). Hucrenin tim kompanentlerine
kolayca girebilir ve bu 0zelligi iskemik dokudaki
koruyuculugunu agiklamaktadir. PX yapilmadan MCAO
yapillan ve melatonin uygulanan cesitli c¢alismalar
yapilmistir (2,12,18,19,20). Sahna ve ark. yaptiklan
calismalarda myokard iskemi - reperflizyon sonrasi
meydana gelen mortalite, aritmi (3). ve nekroz oranini
(21) ve oksidatif degisiklikleri (5) melatoninin anlamli
azaltabildigini ve yine bébrekte yaptiklari ¢alismalardada
melatoninin renal iskemi reperfliizyon (22) sonucu
meydana gelen patolojik ve biyokimyasal degisiklikleri
onleyebildigini gdstermiglerdir.

Beyin de yapilan calisma-da da melatonin iskemi
reperfiizyon hasarini énemli 6l¢li de azaltabilmistir (2,13)
Bu calismalarda melatoninin koruyucu etkisi oldugu ve
iskemi-reperflizyon sonucu olusan hasari azalttigi
sonucuna variimigtir. Genellikle melatonin disardan
verilmis ve fizyolojik melatonin salgilanmasi devam
etmistir. PX yapilan ratlara MCAO ve Melatonin uygula-

yan galismalarda olmustur (13,23). Kilig ve arkadaslari
(13) PX yaptiktan sonra 3 ay beklemis ve sonra MCAO
yaparak melatonin uygulamiglardir. Melatonini degisik
zamanlarda ve farkh dozlarda uygulanmislar (iskeminin
1.dk, reperfiizyonun 1.dk, 4 ve 8 mg/kg).

Calismamizda MCAO dan 6nce PX yaptik ve 3 ay
bekledik. Ardindan bir ay boyunca gunde 4 mg/kg
dozunda melatonin  uygulamasi yaptik. Bdylece
subkronik dozda eksojen melatonin uygulanmis oldu.
Daha sonra MCAOQO yaptik. Bir ay sureyle melatonin
uygulamasinin ciddi oranda iskemik hasari azalttigi
sonucunu tespit ettik (Tablo 1). Bizim ¢alismamiz
sonuglar yoninden &nceki calismalarla benzerlik
gbstermekle beraber, hem melatonin uygulamasinin
farkhhgr hem de histopatolojik olarak degerlendiriime
yapiimasi yoéninden dider calismalardan farkliydi. Biz
daha uzun sureli bir tedavi uygulamasi yapmamiza
karsin Kilig ve arkadaglari (13) tek doz ve hemen iskemi
baslangicinda vermiglerdi. Burada belki dikkati ¢cekecek
en 6nemli nokta PX+MCAOQO yapilan grubun sonuglariydi.
Ozellikle bu grupta MCAO yapildigi sirada ciddi
kanamalar sonucu 4 rat ex oldu. Bu ratlarda iskemi
bulgulari hem kontrol hem de melatonin uygulanan gruba
gére daha siddetliydi. Bu sonug fizyolojik melatoninin
koruyucu bir 6zelligi oldugunu disindirmekteydi.
PX+M+MCAO grubundaki sonuglar; disardan verilen
melatoninin en az fizyolojik melatonin kadar iskemide
koruyucu etkisi oldugunu goéstermektedir.
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