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I-GIRIS VE AMAG

.Amerika Birlegik Devletlerin'de her yil ortalama 800.000 hasta, kardiak

sonrasl, hastanede veya hastane diginda  uygulianan
ner restsitasyon ile spontan kan dolasimina kavugmaktadir

arest

kardiyopulmo
Fakat bu hastalarin en az 9, 60" hastanede yogun beyin hasarindan

slmekte, sadece hastalarin % 3-10'u daha Onceki yagam standartlarina

donmektedir (1).

Azellikle bityuk sehirlerde, hastalarin acil servislere ulastinimalannda
karsilagilan  zorluklar, "6 dakikalik zaman araligi” denilen ve
a hastalarin yagama daha fazla dondiikieri zaman

resiisitasyon sonucund
diliminde, gerekli mudehalelerin yapilabilmesine imkan vermemektedir,

Pratikte de, hastalarda resusitasyona baglandigt zaman hasar

mekanizmalanida baglatilmig olmaktadir (1).

Gunumuzde, klinikte iskemi ve reperflizyona bagimli beyin hasarini
onleyecek bir tedavi henlz mevcut degildir. Yapiian midehaleler
semptomatik dizeyde kalmaktadir. Serebral iskemi ve reperfuzyondaki

patofizyolojik mekanizmaiarin agija kavugmas! fie, deneysel hayvan
modellerinde, insanlardaki klinik tablo benzeri kontrolli lezyonlar
olusturularak, bu patofizyolojik mekanizmalarda ki basamaklara
farmakolojik olarak miudehale edilmekte, tedavinin biyokimyasal ve
fizyolojik sonuglar kontrol altina alinarak hasar en az seviyede tutulmaya

caligiimaktadir (1).

Merkezi sinir sistemindeki (MSS) noronlarin iskemi ve reperfuzyon
hasarina yatkin olmalari, iki major hipotezin ortaya atiimasina neden
olmustur. Eksitotoksik nérotransmiter hipotezi; ilskemi sirasindaki
patolojik olaylar, serbest radikal hipotezi ise reperflizyon agamasindaki

olaylari kastetmektedir (2,3,4).

Afferent inputlari alan noronlar, fazla miktarda glutamatin, iskemiye
bagimii depolarizasyon sonucu salinimina neden olurlar. Iskemiye duyarl
néronlarda glutamat, NMDA veya AMPA iyonotropik reseptorierine




" baglanir. NMDA reseptor aktivasyonu Ca*? influksina, AMPA reseptdr

aktivasyonu ise Na'' influksina neden olur. Artmig intraselller Na*™ ise

+yca*? antiporter sistemi ile artmig infraselller Ca'a neden olur.
2 ise sitotoksik etkisini degisik yollarla gdsterir (1).

3Na
. Artmis intraselller Ca
Global iskemi sirasinda da glutamat saliniminin artift kesindir. Fakat

' NMDA reseptor antagonistlerinin global iskemide noroprotektif etkileri

- 'gézlenmemistir.‘ AMPA reseptor blokaji global iskemide daha iyi protektif

" etki gostermistir (1).

gerbest radika!l hipotezi ise; néronlarin GSH-Px agisindan fakir olmalan ve

fazia miktarda endojen demir icermelerinden dolay! radikal hasarina daha

yatkin olduklarni belitmektedir. Iskemi sonrast yaklasik 4 dakika iginde
beyin ATP diizeyleri tukenmekte ve membran gradientinin kaybolmasi ile
intraseluler Ca? miktarinda artig olmaktadir. Fosfolipazlarin aktivasyonu
asitlerinde  6zellikle serbest arakidonik  asit
Reperfiizyon agamasinda ise

ile serbest yad
konsantrasyonunda artig olmaktadir.
serbest arakidonik asit metabolizmas stiperoksit radikallerinin  ana

kaynagini olugturmaktadir (3).

Membran lipidlerinin, iskemide Ca*? bagiml lipoliz ile ve reperfuzyonda O,
radikallerine bagimli PUFA peroksidasyonu ile hasari; beyin iskemi ve
reperfuzyonunda gorulen Ug fenomen ile agiklanabilir. 1- Reperflzyon,
duyarli noronlarda ultrastriikigrel hasan hizlandirmakta, 2- Intrakraniyal
basingtaki degigikliklerle iligkili olmadan progresif hipoperfuzyon olmakta,

3- Duyarl bélgelerde in-vivo protein sentez inhibisyonu olmaktadir (1).

Bu caligmada, ratlarda global serebral [skemi ve reperflizyon modeli
olusturuiarak beyin dokusunda NO olusumu, lipid peroksidasyonu, protein
karbonil ve tiyol igerigindeki degigiklikler biyokimyasal olarak gosteriimeye
cahisiimistir. Lamotrigine ile tedavi edilen ratlarda, bu parametrelerdeki
degisiklikier gosterilerek, erken reperfizyon dénemde glutamat salinim

inhibisyonunun etkileri belilenmeye caligimistir.




ng"E'BRAL NORMAL OKSIDATIF METABOLIZMA

sS fosfokreatm ve ATP'de bulunan yiiksek enerji depoiarini kullanarak
m_'fonkswonlannl yering getirir. ATP'nin ADP ve fosfata hidrolizi ile 7
allmol (29 kJ/mol) serbest enerji agiga cikar. Aciga ¢ikan bu serbest
j] ile huicredeki bazi enzimatik olaylar gergeklesir. Sitoplazmadaki non-
Sksidatif glikoliz ile ve &zellikle mitokondrideki oksidatif solunum ile ATP
tekrar elde edilir. Epileptik ndbetlerde gorulen artmig beyin aktivitesinde
_dahi cok az ATP kaybi olusarak, ATP seviyeleri normal sinirlarda
.'t:.u'ttilmaya galtgilir. ATP  uretimi, beynin hiicresel iskeletinin  ve
'ri.érotransmiterierin rekonstriksiyonu igin, MSS de glukozun CO, ve
HéO'ya oksidasyonuna ihtiyag vardir. Herbir kuilanilan glukoz moiekld icin
38 mol ATP retilmektedir. Kapiller endotelde bulunan ozel glukoz

‘“transferazian sayesinde glukoz, hiicresel ihtiyaca gore beyin hicreleri

" tarafindan alinan en énemli substrattir. Otofaji veya otoliz gibi durumlarda
b;éyin, yagj ve proteinde kullanir. Aglik gibi durumlarda da bazi yag asitleri
. ve keton cisimcikleride beynin metabolik ihtiyaglarini desteklemektedir.
Fakat bu molekiller MSS'nin ihtiyaci olan tim enerjiyi kargilamakta
yetersiz kalmaktadiriar. Postneonatal periodda, 40 mg/dl nin altindaki

hipoglisemi durumlarinda konfiizyon, stupor ve koma ortaya gikmaktadir

(5) \

Beyin normal olarak metabolik rezerviere sahip degildir. Kismi O, ve
substrat azijinda birkag defans mekanizmasini biraraya getirebilir. Mutlak
0, azliginda ise, 8 saniye icinde fizyolojik cevapsizlik, ve 10-12 saniye
icerisinde ise elektroensefalografik aktivitede silinme meydana gelir. Total
iskemide ise, glukoz ve glikojen rezervieri bir-iki dakika iginde yok olur
(Tablo 1,2).

Beyin, yiksek enerji ihtiyaglanini kargifamak igin, bir kardiyak atimin
yaklagik 1/5' gibi yiksek miktarda kan akimina sahiptir. Gri cevherde
néron ve glial hiicre sayist fazla oldugundan, kan akimi ve metabolizma

beyaz cevhere gore daha fazladir (5).




Tablo 1: Normal insan beyninde kan

kultanimt.

akimi, glukoz ve oksijen

anksiyon

Deger

"S':'érebral kan akimi
Kullanilan glukoz

Kan glukoz seviyeleri
Dagitilan glukoz
Kullanilan oksijen
' Kan hemoglobin igerigi
" Hb O, kapasitesi
Dagstilan oksijen

(Sa0,=%95 ve Hb=14 gr / dI)
Efektif dagitilan oksijen

55 ml/ 100 gr beyin / dk

31 pmol / 100 gr beyin / dk
6 pmol / ml

330 umol / 100 gr beyin / dk
156 umol / 100 gr beyin / dk
0.13-015g/ mi

60 umol / gr

440 umol / 100 gr beyin / dk

330 umol / 100 gr beyin / dk

Tablo 2: Ciddi beyin iskemisinde zaman araliklar

Fonksiyon

Zaman

Elektroensefalografik disfonksiyon
ATP kaybh

iIk néronal hasar

\

Ciddi néronal hasar
(Normoglisemi)
Enfarkt
Normoglisemi

Hiperglisemi

10-12 saniye
120 saniye

5 dakika
10-20 dakika

1-2 saat
< 1 saat




,.SEREBRAL ISKEMi GESITLERI

fskemi kelimesi: dokulara, kan akiminin tamamen ortadan kalkmasi
~seklinde tanimlanabilir. Fakat bu sinirl tanimlama, birgok klinik serebrai
" iskemi  tipinin  belilenmesini,  &zellikle patofizyolojik  sonuglarin
degerlendiriimesini zorlagtirir. Anatomik olarak, beyin kan akimindaki
azalma; fokal ( belirli bir damarin suladi§i alana kan akiminin olmamasi )

veya global olarak ikiye ayrilir (Tabio 3).

Tablo 3: Beyin iskemi gesitleri

Jeografik

Global: Kardiyak arest, ciddi hipotansiyon, ancksemi.
Fokal: Vaskiiler oklizyon.
Watershed: Major serebral arterler arasinda makro diguk akim,

arteriolar damariar arasinda mikro disik akim.

Yogunluk

Komplete Asistol veya biiylk arter oklizyonu

Parsiyel Arterial okllizyonlarin gogu

\

Noéropatolojik

Otoliz, enfarkt, jeneralize noronal nekroz, selektif
ndronal nekroz,

gecikmig postaksonik hemisferik dismyelinizasyon

Fokal ( veya multifokal) iskemi, beyni besléyen bir veya birden fazla
damarin hasara ugramas! sonucu ortaya cikar. Fokal iskemi sonucu
olusan norolojik defisit, damarin besledidi beyin bolgesinin 6zelligi ile
ilgilidir. Fokal iskeminin sebebi; embolik veya trombotik gibi endojen

vaskuler okilizyon veya eksojen vaskuler basi olabilir (5).




_:Global iskemi; beynin timiine veya blylk bir kismina kan akiminin ciddi

pir sekilde azalmasi veya kesilmesi sonucu ortaya gikar. Hasar, Arteria
Carotis interna veya Arteria Vertebralis'in anatomik dagiimi ile paralellik
-géjsterebilir veya her iki Arteria Carotis interna veya Arteria Vertebralis'in
dagtimiyla uyumlu olabilir. Global serebral iskeminin esas sebebi, total
serebral perfiizyonun, akut hipotansiyon veya asisto! gibi klinik durumlarda
.a"'zatmaSIdlr.‘ Hemorajik veya septik ok gibi ciddi genel hipoperflzyon,
':'aorta diseksiyonu, kardiyak tamponad veya boyun damarlarinin
ikanmasl, akut kan kaybi veya CO zehirlenmesine bagh olarak ani ve

- ciddi anemi de global iskemiye neden olur (5).

Globa! ve fokal iskemi terimleri serebral iskeminin patogenezinin
anlagiimasinda, kan akimindaki duststn miktannin belirlenmesine gore
daha az onemlidifler. Komplet veya total beyin iskemisi siklikla kardiyak
asistol ve daha nadiren buylik veya kiiglk tek damarin okliizyonu sonucu
olur. Parsiyel iskemi ise, fokal vaskiler okllizyon veya global
hipoperfiizyon sonucu bir miktar kan akiminin dokulari beslememesiyle
ortaya gikar. Fokal okllizyon lezyon boigelerindeki kan akimini tamarmiyla
durdursa da, deneysel ve klinik olarak, iskemik vaskuler yatak merkezinde
dahi, kollateral damarlar vasitastyla parsiyel perflizyon mumkiin
olmaktadir. Tikanmis damar bdlgesi merkezindeki ciddi parsiyel iskemi
sonucu olusan patofizyolojik élayiar, total iskemi ile aymdir ve merkezi
iskemik bolgeyi, kendisini gevreleyen, ¢ok az kan akiminin  oldugu
bslgeden ayirir Bu bolge iskemik penumbra olarak adlandinhr ve fokal
iskemi tedavisinde tum cabalar, bu bblgenin yasatimasina caligtlarak

iskemik béigenin en minimum gekilde tutuimasina yoneliktir (6).

3-GLUTAMAT NOROTOKSISITESININ PATOFiZYOLOJISI

Hiicrelerde bircok faktérler oksidan strese neden olsa da, beyinde bu
prosesin esas nedeni, iyonotropik reseptorlerin aktivasyonuna neden olan
nérotransmiter glutamattir. Glutamat ve dijer EAA lar, memelilerde
merkezi sinir sistemindeki eksitatuar sinaptik aktivitelerin hemen hemen

birgogundan sorumiu olup tim sinapslarin yakiasik % 40'indan




'._-iyonotropik reseptorier, kendilerinin en potent antagonistlerine gore
“isimlendiriimislerdir: NMDA, AMPA ve KA reseptbrleri Ugli igerisinde en iyi

| .karakterize olani NMDA reseptér kompleksidir. Bu kompleks, membrana

yerlesik ve Na*, K*, ve Ca*? a voltaja bagimh olarak oldukga gegirgen bir

3 kanaldan, ve glisin, Zn*? poliamin ve phencyclidin gibi timi allosterik
olarak glutamat bagmh kanal agilmasini etkileyen baglanma
bélgelerinden olusmaktadir (8). AMPA ve KA reseptorieride Na' a

. gegirgen kanallarla iligkili olmaktadirlar. Bu reseptorlerden her ikiside

digerinin algilama bolgesine karg! belirli bir afinite gostermekie ve
antagonistler agisindan farkiilik géstermemektedirler. Bundan dolayi bu
reseptoriere non-NMDA reseptérleri denmektedir. Son olarak 4. g¢esit
glutamat reseptdrleri, metabolotropik reseptorler etkilerini G-proteinlerinin
baslattiklari biyokimyasal olaylarla g&sterirler. Metabolotropik reseptérler,
glutamatin norotoksik etkilerinin direkt mediatorii olmasalarda, bu
reseptorlerin  alt  tiplerinin  aktivasyonu  norotoksisiteyi  daha da

guclendirebilir (9).
Glutamat reseptdrlerinin alt tnitelerini kodlayan yaklagik bir dizine gen
olugsmaktadir (10):

1- GluR1 - GluR4: AMPA\ ya yuksek afinite, KA ya diiglik afinite
gosterirler.

2- GluR5 - GIuR7: KA ya normal afinite gdsterirler,

3- KA1 - KA2: KA ya vyitksek afinite ile baglanir fakat aktif homomerik

kanal olugturmaziar.

1950 li yillarda, Lucas ve Newhouse; glutamat veya aspartatin sistemik
verilmesi ile yeni dogmus farelerde noral retina dejenerasyonuna
rastlamislardir (11). Daha sonra Olney ve ark. periferik olarak verilen
amino asitlerin, hipotalamus arcuate nucleus Uzerinde olan norotoksik
etkilerini ve noroeksitatuar giiglerini belirlemiglerdir {12). Bu lezyonlarin
karakteristik ozelligi, yliksek glutamat konsantrasyonunun bulundugu

bélgelerdeki ndron hicre gdvdelerine hasar vermesi, uzak néronlardan




uzanan aksonlarda ve glia hiicrelerinde hasar olmamasidir. Olney,

" noronlara selektif olarak depolarizan aktivitelerinden dolay hasar veren bu
EAA grubuna eksitotoksinler adin vermigtir. Intraserebral glutamat
- analoglarinimn enjeksiyonu ile yapilan calismalarda, her ug¢ glutamat
iyonotropik reseptdr antagonistleri, hiicre gévdesine tzel fakat aksonlari

etkilemeyen lezyonlar olugturmustur (13).

Glutamatin eksitatuar ve norotoksik potansiyelinden dolayl, beynin

ekstraseliiler bdlgesinde, BOS'taki konsantrasyonu 0.3 uM iken, beyin
parenkimasindaki  konsantrasyonu 3 mM  kadardir.  Ekstraseliler
glutamatin primer klirens mekanizmasi, glutamaterjik néronal prosesler ve g
glialar Uzerinde bulunan Na® bagimli yiksek afiniteli transporter ailesidir. '
Anoksi veya hipogliseminin neden oidugu enerji eksikligi sonucu,

ekstraseliiler glutamat konsantrasyonu nérotoksik etkilerini gtsterebilecedi

konsantrasyoniara ulagir (7).

Glutamat reseptodrierinin aktivasyonu, noronal hasara yol agan olaylar
zincirinin  baslamasi igin anahtar rolu oynasa da, her zaman
gerekmeyebilir. Bu durum agagidaki gdzlemlerle destekienebilir. 1-
Glutamat reseptor yogunlugu, noral sensitivite ile orantih degildir (14,15},
2- Aksonlarda ve glialarda glutamat reseptérleri olmasina ragmen, bu
yapilar direkt dejeneratif hasardan korunmuslardir (16,17), 3 Ozellikle
glutamaterjik inervasyonun oldugu beyin bélgelerinin dejenerasyonu, KA
ve NMDA reseptor agonistlerinin nrotoksik fonksiyoniarini arttirmaktadir
(18,19), 4- Reseptorierin gok kisa aktivasyonundan saatler sonra bile

noronal dejenerasyon baslamaktadir (20).

Bu uyumsuzluklar, aragtirmacilan giutamat reseptdr badimli noronal

dejenerasyondan sorumiu post-reseptor mekanizmalara yoneltmistir.

Doku kultirlerinde yapilan galigmalar, glutamat-reseptor bagimli néronal
dejenerasyonun, zamana ve iyonik bagimhhga gore akut ve gecikmig
olarak iki formda olacagmi gostermistir. Norotoksisitenin akut formu,
néronlann ozmotik lizisine yol agan agonist varliginda, noronal sisme ile

karakterizedir ve glutamat-bagimli katyon kanallar agik oldugu zaman,




masif H,O influksina neden olan Na®* ve CI' iyonlannin ortamdan
uzaklastinlmasi ile &nlenebilir. Gecikmig néronal dejenerasyon ise, NMDA
veya KA tarafindan, yuksek konsantrasyondaki agoniste kisa maruz

kalmaktan veya, disuk konsantrasyondaki agonistiere uzun sure maruz
kalmaktan ortaya gikar. Ne NMDA-bagimii gecikmig noronal dejenerasyon
ne de KA-badimii toksisite, akut toksisitenin blokajt, gecikmis noronal
dejenerasyonun progresini etkileyemeyeceginden dolayl, akut sigme
gbzukmez. Boylece in-vitro gecikmis norotoksisite, in-vivo glutamat-
reseptor  bagimli  norodejenerasyona benzemekte ve  noronal

eksitasyondan aynimaktadir {15,21).

Artmis intranéronal Ca*®un, néronal hasara neden olmasi igin, uzun stire
yiksek konsantrasyoniarda bulunmasi gerekir. Noéronun tipine badli
olarak, intraseliiler Ca* artigt, hem voltaj bagimii Ca*? kanallan hem de
NMDA reseptor bagimh Ca*? influksi ile olur. Ca*? ‘un non-NMDA reseptor
bagimii norotoksisitedeki roli: oldukea kansiktir, Molekuier dizeydeki son
calismalar ile, KA/AMPA reseptor subiinit transkriptlerinin  post-
transkripsiyonel duzenlenmesi, kanallarin Ca*? akimlarini iletmesine
neden olmaktadir. Non-NMDA reseptor bagimh Ca™ influksi, striatum,
serebelium ve hipokampusta gosterilmigtir. Bununla beraber, Ca'*un,
ortamin KA-bagimli nérotoksisitesinide énlemedigi bulunmustur (22,23).
Noronal dejenerasyona yol agan Ca' bagimii g!utamaf reseptor
aktivasyonu, oksidan strese neden olan birgok ayrn mekanizmanin
olusmasina neden olur. NMDA reseptor bagimh PLA, stimulasyonu,
arakidonik asit saltmiminin artmasina ve O, radikallerinin olugumuna
neden olur. Arakidonik asit ve O, radikalleri, glutamat salinimini hizlandirir
ve néronal ve glial transport proseslerini inaktive ederek, geri alimmini
inhibe ederler, boylece kisir bir dongii ortaya gikar. Non-NMDA reseptor
aktivasyonu ve arakidonik asit metabolizmasi arasindaki iligki kesin
degildir. Dumuis ve ark, striatal néron kulturierinde, non-NMDA reseptor
agonistleri ile arakidonik asit salinimini gostermiglerdir (22), fakat Sun ve
ark. KA ile beyin kesitlerinden arakidonik asit salinimint rapor etmiglerdir
(24). Artmis intrandronal Ca*?, Calpain ! gibi, ksantin dehidrogenazi
ksantin oksidaza ceviren peptidazian aktive eder. Ksantin oksidaz

tarafindan purin bazlarinin katabolizmasida sliperoksit radikali olugumuna




neden olur. NMDA ve KA reseptor agonistleri iki saat igerisinde ATP
- geviyelerinde dusus ve AMP seviyelerinde artisa neden olduklarindan, bu
" reaksiyon 6nem kazanmaktadir. Ayni zamanda laktik asit miktarinda da
snemlii bir artig oldugundan, hiicre Fe*? depolari bogalmakta ve Fenton

reaksiyonu ile H,0, den hidroksil radikali olugmaktadir {11).

Dawson ve ark., Ca'? bagimii NMDA reseptor aktivasyonu sonucu, NOS
tarafindan bazi néroniarda tretilen NO’nun, gevresindeki noronlarda da
dejenerasyona yol agtigint one strmuslerdir (25). Doku kiltdrlerinde NOS
inhibitorlerini, NO'ya baglanan redikte hemoglobini, argininin kuitar
ortamindan uzaklastinlmasini, quiskualik asit ile NOS eksprese eden
noronlarin selektif olarak yok edilmesini deneyerek NMDA toksisitesine
kargl korumay! gbstermiglerdir. NO, mitokondrial oksidatif fosforilasyon ve
ribonukleotid redukiaz gibi hucresel prosesleri engellese de, stiperoksit
radikali ile birleserek peroksinitrit anyonunu olugturur. Olugan ONOO;,
asidik ortamda OH olusturur. NOS eksprese eden noronlar, hem NMDA
bagimii hem de NO bagimh dejenerasyona direngiidirler. Bunun sebebi
de: NOS eksprese eden makrofajlarda da oldugu gibi, bu hicrelerin
MnSOD gibi bazi protektif faktorleri icermeleridir. Bununla beraber diger
laboratuvarlar, NMDA veya glutamat bagimli nérotoksisitenin  NOS
inhibisyonu ile dnlenebilecedini konfirme etmemiglerdir. Ayrica KA
ioksisitesi ve NOS aktivitesi arasinda, rat serebellar hlcre kiilturlerinde
tam bir ayrima gésterilmigtir. Ayrica, NOS inhibitérieri ile sistemik tedavi
sonrasl, orta serebral arter ligaéyonu sonrasi olugan beyin hasarinda hem

azalma hem de artma rapor ediimistir (26,27).




KA/AMPA Voltaj-Sensitif NMDA Na'/K'
Reseptorleri Kanallar Reseptorti ATPaz

Figiir 1: Oksidan strese neden olan glutamat-reseptor bagimh

mekanizmalar. KA/AMPA reseptorierinin giutamat tarafindan aktivasyonu ile Na* ve

bazi durumiarda Ca* influksi oimaktadir. Depolarizasyon sonucu olan NMDA resepior

aktivasyonu ile Na* ve Ca® influst gerceklegmektedir. Ayrica depolarizasyon; voitgj

sensitif kalsiyum kanallarindan da Ca'? influksina neden olmaktadir. Artmig intrandronal

Ca*?, PLA, aktivasyonu lle arakidonik asit kaskadini, calpain aktivasyonu ile de XDH
enziminin XO'a donugtimine ayrica nNOS aktivasyonu sonucu NO olugumuna neden
ATPaz tarafindan ATP kullanimini
olugumuna neden

olmaktadir. Bununla beraber depolarizasyon, Na/K*
artirmakta, bu durumda oksidatif fosforilasyonun artarak O,"

olmaktadir

Bu farkl bulgular, seliler ortamin redoks durumundaki degisiklikierinden
kaynakianmaktadir. Daha dncede rapor edildigi gibi, stperoksit
miktarindaki artts, peroksinitrit olugumunu arttirabilir, azalig ise NMDA
reseptdr tiyol grubunun S-nitrozilasyonunu  arttirarak, resepttr down-

regiilasyonunu ve norotoksisiteden korunmayi saglayabilir (28).




‘Glutamat iyonotropik reseptorlerinin oksidan strese yol agan birgok prosesi
aktive etmeleri, oksidan stresin gergekte noronal dejenerasyonun ilk
sebebi olmasini gerektirmez. Ug gergedin; oksidan stresin epifenomen

yeya sebep olma acisindan kritik Snemi vardir.

1- O, radikalleri irreversible hasar periyodunda Uretilmektedirler, 2-

Oksidan hasar gergedi vardir ve 3- Serbest radikal scavengetlar ve
inhibitérleri  néronal  dejenerasyonu &énlemektedir. O, radikallerinin
olusumunda birgok farkll mekanizmanin varli§i ve deney sistemlerindeki
farkli sonuglara ragmen her g kriter de hem NMDA hem de non-NMDA

reseptér agonistleri agisindan uyumlu gézukmektedir.,

Serbest radikallerin non-NMDA reseptor bagimh norotoksisitedeki rolleri
de dnem kazanmaktadir. In-vivo ve in-vitro ¢aligmalar sonucu, KA bagimli
norotoksisite sonucu lipid peroksidasyon uriinlerinde birikme gosteriimis,
antioksidanlarla  tedavi sonucu lipid  peroksidasyonunda ve
norodejenerasyonda azalma gosterilmigtir. Idebenone, NMDA reseptor
toksisitesini engellemeden, intraserebral KA veya quisqualik asit

toksisitesini azaltmigtir.

Oksidan stresin neden oldugu glutamat bagimh norotoksisite formunun
glutamat badimli iyon kanallanindan ziyade, glutamatin baglandig: sistin
transporterlarindan  kaynaklandigi  belirlenmistir. Néral-retina glioma
hibridoma N18-RE-105 hlicreleri kullanilarak, 8 saatlik artmig glutamata
maruz kalmanin, bu néron benzeri hicrelerde dejenerasyona yol actii

Murphy ve ark. tarafindan gosterilmistir (29).

Sitoplazmik membran blebbing, néritik proseslerde kirilmalar, gekirdek
kondansasyonu hucre lizisinin habercisidir. Sitotoksisite igin ortamda
Ca*?a ihtiyag duyulsa da, glutamat badimlt katyon kanallarinin
aktivasyonu ile uyumsuz olarak, glutamatin orta dereceli depolarizasyona
(+5mV) neden oldugu hicre igi elekirik kayitlan ile gosterilmistir.
Glutamatin sitotoksik gticli, ortamdaki sistin konsantrasyonu ile ters
orantl bulunmustur. Sistin eksikligine bagli olarak, hicrede progresif

olarak glutatyon konsantrasyonu diser. Bundan dolayl hicre iginde
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madde birikimi 80z konusudur. Bu oksidanlar,
rescein’in okside fluoresan Urline donugmesi ile gosterilmigtir,
rtama alfa-tokoferol veya idebenone gibi antioksidanlarin ekienmesi, geg

'dda bile, glutamat toksisitesine karst korumus, intraselller oksidan
i nlemis, fakat glutamat azalmasini geri déndurememistir (30).

idan
"r'oﬂuo

_' min

arla olan arakidonik asit metabolizmasinin

LA ‘nin veya lipoksijenazl
;klooksuenaz!arla olan metabolizma harig) inhibisyonu, glutamat

ksisitesine kargt koruma saglamig ve itk yolun Gnemii bir oksidan
ké’ynagl oldugu gdsteriimigtir. Kinonlann 2-elektron rediksiyonunu

aglayan kinon reduktaz enziminin induksiyonu glutamatin yararlihgini

enzim aktivitesinin inhibisyonu ise glutamat toksisitesini

__azaltmi§,
rtirmistir (31).

‘Choi, Rothman ve Oiney; EAA reseptorlerinin  fazla miktarda

:aktivasyonunun, bir dizi intraseliller biyokimyasal olay| baglatarak néronal
hasara neden olacagini bildirmiglerdir Immatur beyindeki eksitotoksik
néronal hasar selektif EAA reseptor antagonistleri ile  inhibe

edilebilmektedir. Her bir EAA reseptdr alt tipi, agin reseptor aktivasyonu

durumunda, hem gelisen beyinde hem de yetiskin beyninde nd&ronal

hasarla sonuglanacak olaylar zincirini baslatmaktadir. NMDA, quisqualate

ve KA gibi glutamat analoglarinin in-vivo eksitotoksik etkilerine kargin,

glutamat bagimli  in-vivo toksisite, sadece metabolik stres gibi

durumlardaki presinaptik alim sisteminin agiri ylklenmis veya baskilanmig

oldugu durumlarda gergeklesir (1 1). -

EAA norotoksisitesinin altinda yatan mekanizmalar, in-vitro caligmalara

dayandirlarak 2 ana baslik altinda incelenebilir. Birincisi; ndéronal

membranlarin depolatizasyonudur. Na™ influksini sekonder pasif CI" ve
H,0 influks! takip eder. Bu durumda néronlarda sismeye neden olur. Ikinci

step ise; Ozelikle NMDA reseptdr/kanal aktivasyonu sonucu agiri Ca*

influksi, ikinci mesaijcil sistemin aktivasyonu, internal Ca* depolarinin

mobilizasyonu, lipazlarin ve proteazlarin  aktivasyonu, serbest yag

asitlerinin ve serbest radikallerin olugumu, mitokondrial fonksiyon kaybi ve

enerji depotarinin kaybi ile karakterizedir. Bu hiicresel degisiklikier, noron




iskeletini ve membran yapilanni bozarak, néron olumune neden olurlar.
‘Metabolik stres veya hiicresel enerji yetmezliginde, ylksek afiniteli EAA
alimi, bu prosesin yuksek enerjiye bagimli  olmasindan dolayl

bozulacaktir. Gergekten, intraserebral NMDA enjeksiyonu akut veya gegici

olarak sinaptozomal *[H]-glutamat alimini engellemistir (11).

Sinaptik aralikta EAA birikimi, EAA reseptdr aktivasyonunun uzamasina

neden olarak, devamli bir membran depolarizasyonuna ve agin miktarda
iyon fluksuna neden olacaktir Hucreden Ca* 'un digari atilmasi ve
noronal membraniar arasinda iyonik dengelerin saglanmasi enerjiye
bagiml oldugundan, agir nronal aktivasyonun, hiicrenin enerji ihtiyaci ve
mevcut enerji depolart arasindaki dengeyi bozmast muhtameldir. Enerji
azalmasina neden olan fizyolojik faktérler, EAA bagimli norotoksisiteye
katilabitirler (11).

Boylece eksitotoksisite; kritik olarak artmig intraseliiler Ca*? seviyelerine
ve kontrol edilemeyen otolize neden olan agin ve devamii sinaptik EAA
reseptdr aktivasyonu sonucudur, Neden olduklan bilinse de, pre- ve post-
sinaptik néronal mekanizmalarin ve glial mekanizmalarin eksitotoksisiteye

ne derecede katildiklarini belirlemek zordur (11).

Hem presinaptik hem de glial olaylar, EAA icin yuksek afiniteli geri alim
sisitemleri bozuk ise, artmis sinaptik EAA konsantrasyonlar, EAA reseptor
aktivasyonunun devam etmesine neden olabilir. Ayrica artmig presinaptik
salinim, EAAYlarin sinaptik konsantrasyonunu arttiracaktir. Bununla
beraber, post-sinaptik htucredeki enerji metabolizmasindaki degisikiikler,
normal EAA fonksiyonu ve eksitotoksisite arasindaki dengeyi
belirleyecektir. Ornedin; intraseliller homeostatik olaylar, normal sinaptik
aktivitede eksitotoksisite olugsmasini engellemektedir. Bununla beraber, bu
mekanizmalar, enerji metabolizmast bozuldugunda fonksiyonlarnni

kaybederler ve eksitotoksisite geligebilir (11).

EAA reseptorlerinin, ozellikle NMDA ait gruplannin agin aktivasyonu,
hipoksi-iskemi, hipoglisemi, epileptik nébetler, fiziksel beyin travmas| ve

Huntington Hastali§i gibi kronik ndrodejeneratif hastalikiar, Alzheimer




-:_'H:astalléh Lathyrism ve amyotrofik lateral skierosis gibi birgok ndronal
arn patogenezinden sorumlu tutulmaktadir (11).

has

irgok aragtirmact, selektif NMDA reseptor-kanal inhibitorlerinin fokal
‘iskemiden ©dnce veya sonra veriimesi ile beyin hasarinin ciddiyetinin
.' azaldigint deneysel olarak gostermigterdir, NMDA reseptor antagonistleri,
punlar gibi akut ve kronik norolojik hastaliklarin yeni bir Kiinik tedavi

- modelini tesgil edebilirler.
: 4-SEREBRAL iSKEMIDE GLUTAMAT KAYNAGI

Beyine kan akiminin durmast iie ATP seviyeleri azalmakta, bu da
n olmaktadir. GUnki

glutamatin eksitotoksik saliniminin durmasina nede
kusunda glutamat y

bu proses te ATP bagimlidir. O halde iskemik beyin do

effluksi nasil olmaktadir?

normal ekstrasellter

Noronlarda ve glialarda glhtamatm
rt molekdller

mikromolar seviyede tutan transpo

konsantrasyoniartni
atin noronal ve

fonksiyonlarini yerine getirememektedirler. Ayrica glutam

glial membraniardan transportu; membran potansiyeline ve Na* ve K

iyonlarimin  membran iizerindeki dagiimina  baghdir. ATP seviyesi

o, 40'1ndan faziasint kullanan Na*/K*

dustigunde; beynin total ATP'sinin
Boylece glutamat

ATPaz, Na* ve K' gradientini koruyamayacaktir
unu saglayan kuvvet kaybolacak ve ekstraseliiler gluta
ve ekstraseluler iyonlar ve amino asitler arasinda

transport mat

konsantrasyonu, intra-
yeni bir denge saflanincaya kadar
ekstraseiiler glutamat konsantrasyonu sitotoksik seviyeler

artis gdsterecektir. Sonugta
e ulasacaktir

(32).

iskemide glutamati hizli bir sekilde
Bunun

Noronal somata ve dendritier,

salmaktadiriar. Iskemide glia ve noronlar farkli davranmaktadiriar.

i de: noronlarm Na'/ K" ATPaz in fonksiyon kaybl sonucu membran

ile aktive olan, voltaj bagimi Na* kanallar
t transportunu

dir. Gliaiar,

sebeb

potansiyelindeki dusus
icermesidir. Bu da anoksik depolarizasyon sonuct, glutama

saglayan tum kuvvetlerin ortadan kalkmasina neden olmakia




voltaj bagimli Na* kanallarini daha az igerdiklerinden, depolarizasyonun
_alugmas; daha uzun sirmektedir. Boylece noronlardan glutamat kaybi

‘slurken, glialar hala glutamat geri alimina devam etmektedirler (33).

‘ginir  terminalleri  depolarizasyon ve iskemiye olduk¢a direng
géstermektedirler.‘ Cok az miktarda glutamat, terminallerden iskemi
girasinda salinmaktadir. Henliz kesin olarak gosterilmemis olsa da, bu
‘terminallerin glutamat transporterfart acgisindan zengin olabilecekleri
belittiimektedir.  Ayrica  voltaj badimli  Na® kanallarimin  sinir
- terminallerindeki dagilimida tam olarak bilinmemektedir (34).

MSS nin selektif olarak vyatkinhdi, Parkinson Hastaligl, Huntington
. hastaliyi ve amyotrofik lateral skleroz gibi yasa badimli hastaliklann
karakteristik 6zelligidir. Son 10 yil i¢erisindeki galigmalar sonucunda agin
glutamat bagimh katyon kanallarinin uyanimasi, deneysel modellerde,
epilepsi, strok ve hipoglisemi durumlarinda néron hasarini baglatan olayiar

olarak sucianmaktadir (35).

5. SKEMIK BEYiN HASARINDA HUCRESEL VE MOLEKULER
MEKANIZMALAR

Son vyillarda iskemik beyin hasarinin mekanizmalari hakkinda bilgiler
artmaktadir Ug¢ major molekuler olay veya olaylar zinciri ilgi odag
ofmustur. Bunlar; artmis intraseliiler Ca*?, asin asidoz ve agiri serbest
radikal olugumu sonucu ortaya gikan olaylardir. Bu mekanizmalar ayri

ayri belirtilse de, birbirlerinden izole bir sekilde ¢aligmaziar.
A)-KALSIYUM-BAGIMLI HASAR

Memelilerde  gugli intraselller  prosesler  intraselller Ca'?

konsantrasyonunu 10°-10® mol/L. ve ekstraselller Ca™ konsantrasyonunu
da 10° mol/L. de tutmaktadirlar. Normal olarak Ca* hiicreye ya voltaj
bagimli yada ligand bagimli, dérnedin NMDA kanallarindan girecektir.
intraselliler serbest Ca®, sitozolden transmembran Na' gradientine

bagimi Na*-Ca*? antiportef sistemi ile uzaklagtirihir. Ayrica ATP bagimli

Ca*? pompasi da serbest Ca™un uzaklastirimasinda kullaniimaktadir.




selu1er Ca*? ya proteinlere baglanir yada endoplazmik retikulum yada
,o'kondn tarafindan ahnir. Intraseiuler Ca*®un % 60" mitokondri
rafmdan alinmaktadir. Endoptazmik retikulum ve mitokondri tarafindan
-proses enerji bagimii olup, mitokondride bu proses, i¢ mitokondri
osmbranindaki  proton elektrokimyasal gradienti ile saglanmaktadir.
Eskeml sirasinda sitozolik Ca*?un 1000 kat artiigi ve Ca*? bagmii

proseslerm anormal artisi gozlenmistir. Hicre yikimina neden olan en

hemli Ca™? bagimli mekanizma, fosfolipaziann aktivasyonudur (36).

lntrase!uier Ca'?da asiri artig, lipaziarn, proteazlarin, endonukleazlarin

‘agin aktivasyonuna ve protein kinazlarin agiri aktivasyonuna bagh olarak

'ta, reseptorlerin, membran kanallarinin ve translokazlarin fosforilasyonu

ile fonksiyon kaybina neden olan, non-fizyolojik bir uyardir. Akut hiicre
hasarina yol agan en 6nemli olay, sitoskeieton komponentlerini hasara

ugratan ve plazma membrani ve sitoskeleton butlinliglind bozan
- proteazlarin aktivasyonudur. Heniiz kan-beyin bariyerini gegen ve strok
tedavisinde kullanitan herhangibir proteaz inhibitoris meveut degildir. Diger

snemli olaylardan birisi de, fosfolipaziar tarafindan baslatilan reaksiyonlar

zinciridir. Enerji  yetersizligi, kalsiyum influksi/salinimi ve reseptor
aktivasyonu, fosfolipidierin  PLA, tarafindan hidrolizine neden olur.
Reaksiyon sonucunda lizofosfolipidier ve arakidonik asit gib serbest yag
asitleri ortaya ¢ikar. PLC nin PIP,ile reaksiyonu sonucu arakidonik asidin
diger bir kaynag: olan DAG ve IP‘3 olusur. Lizofosfolipidier ve serbest yag

asitleri, ®zellikle poliansature yag asitleri, membran deterjaniari veya

iyonofor gibi davranarak olumsuz etki gdstermektedirier. Ayrica arakidonik
asit ise, serbest radikallerin bir kaynagi olarak gosterilmektedir. Arakidonik

asitin vazomotor problemlere neden olmasi ve kan-beyin bariyerinden
molekullerin stizmasina neden olmasi dogrulanmig olsa da, serbest radikal
olusumundaki rolu hala tartismalidir. Ginumuzde, arakidonik asite mal

edilen bu rollerin, sikio-oksijenaz ve lipoksijenaz aktivitesi sonucu ortaya

cikan, ikincil mesajci olarak kabul edilen ve sinaptik aktiviteyi lokal veya

transsinaptik  etkilerle  modile eden, oksijene GrUnler tarafindan

gerceklestirildigi kesinlik kazanmaya baglamigtir. Ornegin; postsinaptik
olarak PLA, aktivitesi sonucu olusan arakidonik asit, presinaptik membran
olaylanni modifiye edecek metabolitieri olusturmaktadir. 4 lipolitik olay tarif




ilebilir.  Bunlar; siklo-oksijenaz ve lipoksijenaz yollarinin  agin

onu, platelet aktive edici faktorun (PAF) dretimi ve protein

aktivasy
kinazlarin aktivasyonudur.

pPLC nin PIP, ile reaksiyonu sonucu IP; ve DAG olugsmakta ve PLA, de
etanolamin fosfogliseridleri, plazmalojenler ve kolin fosfogliseridleri
uzerine etki ederek, lizofosfolipidler ve arakidonik asidi olugturmaktadir.
DAG In di- ve monoagilgliserid lipazlar tarafindan yikiimasi ile arakidonik
asit olusmaktadir. PAF olugumuna neden olan ayn bir PLA, - bagimh yol
~ son ylllarda onem kazanmistir. PLA,, hicre membraniarindaki
' fosfatidilkolin fraksiyonunun kuglk bir komponenti olan alkil-2-agil-sn-
gliserofosfokolin’e etki ettiginde lizo-PAF ve arakidonik asit olugur. Lizo-
PAF biyolojik olarak inaktif olsa da, asetiitransferaz ile kataliz sonucu,
proenflamatuar olan, platelet aktivasyonunu ve Iokosit aktivasyonu ve

endotel hiicrelere adhezyonuna neden olan PAF olusur

Beyin dokusunda da PAF icin baglanma bdlgesi mevcuttur. PAF
antagonistleri serbest yag asidi birikimini epileptik ndbetlerde ve iskemide
azaltigindan, PLA, nin reseptorlerle birlegmesini uyarabilir ve arakidonik

asit kaskadinda ampilifikasyon faktorl olarak rol oynar.

Beyin dokusu siklo-oksijenaz ve lipoksijenaz enzim komplekslerine sahip
oldugundan, arakidonik asit® eikosanoidlere metabolize olur. Normal
fizyolojik gartlarda substrat miktan az oldugundan, eikosanoidlerin Uretimi
simrhdir. Ancak  iskemi  sirasinda arakidonik  asit  birikimi,
prostaglandinierin, tromboksaniarn, ldkotrienlerin  ve prostasiklinin
Gretimini arttiracaktir. Arakidonik asitin siklo-oksijenaz ve lipoksijenaz ile
oksidasyonu igin oksijene ihtiyag oldugundan, bu Uretim reperfuzyon
fenomeni olarak kabul edilir. Bununla beraber, bu mekanizmada yer alan
bazi enzimler distik Michaelis sabitine sahip oldukiarindan, arakidonik asit

metabolitleri kismi iskemik dokutarda da birikmektedir.

Tum 5-lipoksijenaz urtinleri biyolojik olarak aktiftiler ve birgok metabolit,
11-, 12- ve 15-lipoksijenaz akiivitesi sonucu olusmustur. S-lipoksijenaz

yolunun en dnemli urund 5-hidroperoksi-eikosatetraenoik asit (5-HPETE),
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5;5idroksi-eikosatetraenoik asit (5-HETE)'dir. 5-HETE nin
bbﬁmorfonijkleer lokositler (PMNL) (izerine gigli kemoatraktan etkisi
rdir. Lokotrien B, tin guigli bir kemoatraktan etkisi olsa da, I6kotrien C,,
Dm E,; «slow reacting substances of anaphylaxis » olarak adlandirilir ve
:'.:vazokonstriksiyon sonucu vasktler permeabiliteyi arttirirlar, Boylece
pkotrienlerin kan-beyin bariyerini hasara ugratarak 6dem olugsumuna

- neden olduklar bildiriimektedir.

Serebrovaskiler alanda, siklo-oksijenaz driinlerinden Tromboksan A,
""_(TxAz) ve prostasiklinin (PGl,) etkileri Uzerinde durulmaktadir. TxA,,
'_'vazokonstriktt')r olup agregasyona neden olurken, PGl,, vazodilatasyona
e anti-agregasyona neden olmaktadir. Ayrica PGD,, PGE, ve PGF,, nin
membran ve sinaptik fonksiyonlarin 6nemli mediatorleri oldugu
belitiimektedir. TxA, ve PGL, arasinda bir dengesizlik olugtugunda, enerji
yetersizliginin oldugu dokuda mikrosirkiilasyon bozulacaktir. Boyle bir
dengesizlik arakidonik asit kaskadl sirasinda ortaya ¢ikmaktadir.
Tromboksan sentaz ve prostasiklin ”sentaz enzimleri uyanimig olsalar da,
prostasiklin sentaz serbest radikaller tarafindan inaktive edilmektedir.
Diger bir deyisle iskemi, tromboksan aktivasyonu ile vazokonstriksiyon ve
platelet agregasyonuna neden olmaktadir. Yapilan deneysel galigmalar,
TxA, antagonistleri ve PGIl,' nin beraber verilmesinin iskemik dokuda kan
akimin olumiu yonde etkiledigini gostermistir  Gerbillerde yapilan bir
caligmada, siklo-oksijenaz blokerleri ile iskemi Oncesi tedavi, CA1
bélgesindeki gecikmis néronal hasar engellemistir. Aynt bulgular AMPA
reseptor blokerleri ile de elde edilmistir. Bodylece siklo-oksijenaz
metabolitleri, sinaptik fonksiyonun up-regulasyonunu regule eden

mesajcilar olarak gérev yapmaktadirlar.

PLC aktivasyonu, IP, ve DAG birikimine neden olmaktadir. IP, olusumu ve
intraseluler Ca™ artigi, PKC'nin aktivasyonuna ve translokasyonuna
neden olmaktadir Bdyle bir aktivasyon, reseptdrlerin veya iyon
kanallarinin  fosforilasyonu ile, membran fonksiyonunda kalici
degisikliklere yol agmaktadir. Glutamat veya NMDA aplikasyonu ile CA1
noronlarinin dendritlerindé intraseliiler Ca**da artig gbzlenmigtir. PKC

inhibitéru  sfingozin ile kalici intraseluler Ca® artisi engellenmis ve




muhtamel mekanizma, kalsiyum kanaliarinin - fosforilasyon ile up-
reguiasyon oldugu yolundadir. Benzer mekanizmalar, gegici iskemi
‘sonrast goriilen gecikmig noron slimunden de sorumiu tutulmaktadir,
:"[')gger bir PKC antagonisti olan staurosporin, gerbillerde iskemik hasari
:éngeuemigtiru Bununla beraber, iskemi sonrasi PKC translokasyona
: ugrasa da, aktivasyonunu kaybetmektedir. Belkide sinaptik fonksiyonun
‘transient  iskemi sonrasindaki  up-regulasyonu  protein kinazlarn
‘deaktivasyonu  sonucu olmaktadir. Diger bir gergek te; protein
metabolizmastni  degistiren genetik ekspresyondak degisikliklerdir

Kalsiyum, c-fos ve c~jun gibi proto-onkogenlerin ekspresyonuna neden

" oimaktadir. Bu genlerin mRNA'lan gegici iskemi sonrasi artmaktadir. Son

caligmalar, iskemi ve hipogliseminin bir cok blyume faktdru mRNA s

indikledigini gdstermistir.
B)-ASIDOZA-BAGIMLI HASAR

[skemi sirasinda intraseliler ve ckstraseliiler pH'taki dusus, glikoliz ve
oksidatif fosforilasyon arasindaki dengesizlik sonucudur, Aerobik sartlarda,
1 mol glukoz, 2 mol piruvata dénlstirken 2 mol ATP elde edilir. Piruvat,
piruvat dehidrogenaz enzimi araciligtyla metabolize olduktan sonra,
mitokondride CO, ve H,O’ya indirgenir, 36 mol ATP elde edilir
Hipoksi/iskemi, bu metabolik olaylan piruvat oksidasyonu agamasinda
bloke ederek piruvatin laktata ddnuismesine neden olur, Bu reaksiyonu
laktat dehidrogenaz enziminin, [;iruvat reduktaz kismi katalizler. Anaerobik
sartlarda ATP dretimi dusecek ve hicre asidifiye olacaktir. Ayrica, O,
yetersizliginden dolayi mitokondri de Ca'® sekestrasyon yetenegini
kaybedecek, intraselller Ca**'da artis olacaktir. Asidoz ve intraseliiler
Ca*? konsantrasyonu arasindaki dengesizlik iki sekilde aciklanabilir.
Birincisi: artmig intraseliler Ca™ konsantrasyonu, mitokondriyi Ca'*u
almas! igin uyaracak ve mitokondrinin ATP {iretim yetenegini azaltarak
asidozu hizlandiracaktir.  ikincisi; ¢ok duglk oksijen veya ATP
konsantrasyonlarinda, mitokondri kalsiyumu alamayacak ve inraselller
Ca*?da artis meydana gelecektir Ayrica serbest H, Ca'®u baglanma

bolgelerinden serbest hale gegcirecekiir.




veya tama yakin iskemide, laktat birikimi, dokunun pre-iskemik
glukoz veya glikojen miktarina baglidir. Bdylece asidozun ciddiyeti, pre-
iskemik plazma glukoz konsantrasyonu ile iligkilidir. Global veya dn beyin
gékemilerinde intraselller pH, 6.2-6.4 arasindadir ve hiperglisemi ile daha
d.a duismektedir. Pre-iskemik hipergliseminin gegici global veya &n beyin
jskemisine baglt hasan, laktik asit udretimini arttirarak kétilestirdigi
kesindir‘ Bu tip beyin hasarinin en dnemli gdstergeleri; 6dem, post-iskemik
nsbetler ve hizla gelisen beyin lezyonlandir. Pre-iskemik hiperglisemi

-gelektif ndron nekrozunu pan-nekroza cevirdiginden, glial hicrelere

ve/veya vaskller endotele zarar vererek enfarkta neden olan predispozan
~ bir faktérdur. Hiperglisemiklerde, kisa iskemi periodiarnin takiben, saatler
sonra gecikmig bluyik parenkimal lezyonlar ortaya cikmigtir.
Hiperglisemiklerde, enfarkt ve non-enfarkt dokular arasindaki sinir keskin
bulunmustur ve enfarkt bélgesinde, proliferan kapillerler olmaksizin totai
nekroz bulunmustur. Bu da, asidozun mikrosirkiilasyonu hasara ugratarak
pan-nekroza neden oldugu seklindedir. Hipoglisemiklerde ise,
neokorteksin 2. katmanina lokalize enfarkt ve non-enfarkt bdlgeler
arasinda keskin bir sinir olmayan, proliferan kapillerler igeren, perifokal
selektif noronal nekroz halkas) igeren lezyonlar bulunmaktadir.
Hipogliseminin, depresyon-benzeri depolarizasyon dalgalarinin
vayilmasina ve eksitotoksik hicre hasarina yol agan EAA salinimina
neden oldugu bildirilmektedir.
)

Uzun yillardir dustk ekstraseliler pHin kalsiyumun voltaj bagimh
kalsiyum kanallarmca ve kasta 3 Na+/ Ca'™ degisimi ile fluksunun
gecikmesine neden oldugu bilinmekteydi. Son yillarda ekstraseliller diigiik
pHin NMDA reseptér bagimh Ca*? influksini azalttigi yada bloke ettigi

sdylenmektedir. Bu durumun faydali oldugunu sdylemek imkansizdir,

Asidozun hangi mekanizmalar ile yogun doku hasarina neden oldugdu

s6yle 6zetlenebilir:

a)- 6dem olusumu, b)- mitokondrial solunum sistemi inhibisyonu, c}-

laktat oksidasyonunun inhibisyonu, d)- atiliminin inhibisyonu.




d'é pagimi 6dem olusum mekanizmasi, Na"/H' ve CI/HCO;
;bbrtéf sistemlerinin glia gibi hiicrelerde simultane sekilde bulunmasina
aktadir. Bu gibi antiporter iftleri diger hiicrelerde de bulunmakta

"""'Cre volumuniin regulasyonunda gorev almaktadirlar. Bununia

ber asidoz Na*/H' antiporter sistemini aktive ederek H* ' nin CI/THCO,

'| ile tekrar geri alimimina neden olursa, Na* ve CI birikimine neden

bir kisir dongi meydana gelecek ve ozmotik olarak su cekecekdir.
retikler antiporter  sistemlerini bloke ederek oOdem tedavisinde
I:énllmaktadlrlar‘.

DU§uk pH, mitokondride ADP uyaniml oksijen kullanimuni geciktirmekie
{k’eya bloke etmektedir. Boylece pH 6 civarina distukee gok az miktarda
“ATP tretiimektedir. Mitokondrinin fonksiyonlarini yerine getirebilmesi igin
.: .pH'nIn arttirilmasi gerekmektedir. Bu da, biriken laktatin oksidasyonu ve
_f'Na*/H* degisiminin hizlandinimasi ile mimkindir. Maalesef her iki olayda,
dustk pH nedeniyle inhibe haldedir. En azindan bazi dokularda, LDH In
laktata olan afinitesi, enzim molekiiliindeki titre olmus esansiyel imidazol
grubunun olmasindan dolay asidik pH'ta dustktur. Boylece intraselller
pH artti§i zaman once laktat oksidasyonu hizlanacaktir. Bu da, Na*/H*
degisimi ile olacaktir. Bununla beraber, diistik pH degerlerinde antiporter
sistem cok yavag calisacagindan, ekstraseliller pH artincaya kadar H'
atilimi yavas olacaktir. Kan dolagimi yeniden sadlansa dahi, ciddi asidotik

doku risk altinda olacaktir.

C)-OKSIDATIF STRES

Beyin viicut oksijeninin agiri derecede biiyiik bir kismini kullanmaktadir,
Enerjisini, ozellikle — mitokondriyal solunum  zincirinin  oksidatif
metabolizmasindan saglamaktadir. Mitokondriler &zellikle noron hiicre
gbvdeleri olmak uzere dendrit, akson ve sinaptik bouton gibi ATPaz'in
ntronal membraniar arasindaki iyon déngelerini korudugu noritik
proseslerde de bulunmaktadir. Néronal oksidatif fosforilasyon, néronal
ateslemede farkliliklar gostermektedir.  Yiksek enerjili elektroniarin,
mitokondrial elektron zincirinde olugturduklan  sizinti, siiperoksit ve

hidrojen peroksit radikallerinin olugmasina neden olmaktadir. Mitokondrial




solunum zincirinin elemanlarinl kodlayan genler, hem nikieer DNA
(NuDNA) hem de mitokondrial DNA (MtDNA} tzerinde lokalizedir. MtDNA,
NuDNA ya gore 10 kat daha fazla mutasyona ugrayabilmekte ve tamir
mekanizmalarinda etkisi daha az olmaktadir. Hilicresel oksidanlarin biytk
bir kismina yatkinhgindan dolay: , MiDNA, yaga bagh olarak yaklagik 15
kat daha fazla okside nukleotid icermektedir. Son bulgular, herediter
MIDNA mutasyon ve delesyonlarinin, ndrodejenerasyon ve strok gibi
patolojiterie iligkili oldugunu ve yaga bagh olarak kazanilan mutasyonlarin
elektron fransport zincirinin etkinligini bozacadini ve oksidan stresi
arttiracagini belirtmektedir {37).

Beyinde eksprese edilen monoamin oksidaz (MAO), tirozin hidroksilaz ve
L-amino oksidaz gibi enzimler, normal aktiviteleri sonucu H,0O, Uretebilirier.
Ayrica askorbik asit, katekolaminler gibi bazt néronlarda konsantre olan
endojen maddelerinde oto-oksidasyonu H,O, olugsmasina neden olabilir.
Bazi noronal enzim akfiviteleri de qksidan olusumuna neden olmaktadir.
Ornegin Ca™ a bagimi Fosfolipéz A, aktivasyonu, arakidonik asit
seviyesini arttirarak, lipoksijenaz ve siklooksijenaz enzimatik yollan
aracihiyla siiperoksit olusumuna neden olurlar. Membranlardan difflize
olabiten, ikinci mesajci NO ise, Ca*™ tarafindan aktive edilen NOS
tarafindan sentezlenmekte ve aktivitesi nérotransmiter reseptorleri
tarafindan reglle edilmektedir, NO, superoksit ile hizhica reaksiyona
girmekte ve peroksinitrit anyonu olugmakta, asidik ortamda peroksinitrit
ise, hidroksil radikalini olusturmaktadir. Enerji azligi ve artmig intraseliler
Ca* varliginda, Ca'a bagimli proteaz akiive olarak, ksantin
dehidrogenaz, ksantin oksidaza ddnlismektedir. Birikmis hipoksantininde
ksantine, ksantin oksidaz tarafindan doénUstlriimesi ile de, Urik asit,

sUperoksit radikali ve H,O, olusmaktadir. Hidroksil radikali, en fazia reakiif
olan radikaldir ve bilinen hi¢bir enzimatik reaksiyon tarafindan direkt olarak

olusturuimamaktadir. Hidroksil radikali, H,O,'nin yavas dekompozisyonu
sonucu olusabilir. Fakat bu proses, Fenton reaksiyonunda oldugu gibi Fe™

tarafindan hizlandirilabilir. Yukarida belirtilen hilicresel oksidanlara karsl,

beyinde oksidan diizeyini dugtrmek icin bazt defans mekanizmalar

bulunmaktadir.




membranlarina saldirarak hiicre fonksiyonlarini ve butinligini bozarlar.
B’eyln fazla miktarda PUFA igerdiginden, serbest radikal ataklarina daha |
duyarlld[l’ Membran lipidlerindeki ¢ift baglarda bulunan H® atomlar
- pzellikle hidroksil radikalleri tarafindan kolayca taminmaktadir. PUFA
_';:: icinde olusan karbon radikalide, molekiiler yapisinda degisiklik gostererek
“daha stabil bir bilesik olan ve hiicre membraniari igindeki yag asitleri ile
- gapraz bag yapan konjuge dienleri olusturmaktadir. Aerobik durumlarda,
- konjiige dienler O, ile birleserek organik peroksi radikalleri olugur ve lipid
:3_ peroksidasyonu devam eder. Peroksi radikalleri de, komgu yag asit
. zincirlerinden hidrojen iyonu galarak lipid peroksidasyonunu devam
_ ettirifler. Ayrica; peroksi radikalieri, bu H atomu ile birlegerek lipid

hidroperoksitierini  olugtururlar. Fe*? varliginda, lipid hidroperoksitleri

alkoksi radikallerini ve aldehitieri olustururiar.
C-1)-NO

Serbest radikal bir gaz olan NO'mun ndrotransmiter olusu, kan basmci
regilasyonunda ve enfeksiyona cevapta rol oynamas! gibi bir gok
fizyolojik iglevinin bulunmasi, bu molekulun kesfinden bugune kadar bir
cok arastirmanin odagi olmasina neden olmustur. Bu galismalar NO'nun
biyolojik fonksiyontarinin  anlagimasinin - yanisira; iretiminin  yada
fonksiyonunun énlenmesinin de baz klinik durumlarda yararls olabilecegini

1
gbstermistir.

NO yari 6mr gok kisa olan (3-5 sn) fakat cok fazla biyolojik fonksiyoniar
olan bir moleklidur. Kisaca NO, oézellkle MSS'de ve kardiyovaskiiler
sistemde, hicre membranlarindan kolayca diffize olabilen ve hedef
hiicreleri aktive edebilen yeni bir sinyal-ileti molekludur. Bunlara ek
olarak, oldukga reaktif bir serbest radika! olarak NO, Parkinson hastalgi,
AIDS, strok ve demans gibi hastaliklarda ndronal dejenerasyondan

sorumlu tutulan, sitotoksik bir molekuldir (38). '

NO, MSS ve PSS nbronlari, endotel hicreleri, plateletler, nétrofiller ve

makrofajiar tarafindan uretilmektedir. Noronlarda, endotel hiicrelerinde ve
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Oksijen radikalleri  proteinlere, deoksiniikleikk asitlere ve .Iipfd"_..'_..:.' e




p|ateletierde NO sentezi, reseptor-aracill yada iyon kanal-bagimii Ca*
influksinin sonucunda Ca-Calmoduline bagimii NOS enzimi tarafindan
‘oimaktadir. MSS noronlarinda Ca™? influkst, EAA glutamatin  NMDA
cu olmaktadir. Endotel hiicrelerinde ise;

reseptorierini uyarmasi Sonu
k molekiillerin (asetil kolin, noradrenalin,

ndojen olarak aktif baz) biyoloji

radikinin) spesifik hiicre reseptorleri
n sistem hiicrelerinde NO sentezi

Lipopolisakkaritier (LPS), tumor

ne baglanmasi sonucu olmaktadur.

‘Buniardan farkli olarak, immi
kalsiyumdan bagimsiz olmaktadir.
“ nekrosis faktor (TNF), interlokin 1 (IL-1) ve interferon-y gibi sitokinler, NO

- sentezini indiikleyebilmektedirier (39).

Bir ¢ok durumda NO; muitiple biyolojik etkilerini, hedef hiicredeki solubl
ve intraseliler cGMP

~ guanilat  siklaz enzimini  aktive ederek
ir(40). Bu mesajci molekdl

| aktive ederek biyolojik
guglis bir reaktif serbest

| gkiimilasyonuna neden olarak gostermekted

ise daha sonra intraseliller enzim kaskadin

etkilerini gostermektedir. Buna ek olarak, NO,

radikal olup, stiperoksit radikali ile birlesip, daha sitotoksik bir radikal olan

peroksinitrit ve hidroksil radikalini olugturmaktadir. Boyle guglu oksidan

molekillerin olusumu da, NO'nun sitotoksik ve norodejeneratif etkilerine

neden olmaktadir (41).

NO, L-argininin 5-elektron oksidasyonu sonucu olugsmaktadir. Bu
4.13.39), protoporfirin IX-

reaksiyondan sorumiu olan enzim NOS (E.C. 1.1
160 kDa'dur. Homodimer

Y
hem igeren bir enzim olup molekil agirfigi 130-

olarak bulunur ve FAD, FMN, BH,, NADPH ve calmoduline ko-faktor
s olsa da, 2

kta; L-Arg, L-

olarak
basamakli bir mekanizma one surilmustiir. Birinci basama

NG hidroksi arginine (L-HOARG) donustr. Bu reaksiyon igin bir molekul
0,, NADPH ve BH,'e ihtiyag vardir. ikinci basamak ise; L-HOARG' in NO
ve sitriilline oksidasyonudur, Her iki basamakta da NOS enzimi gorev alsa

da, sitokrom P450 reduktazin da ikinci basamad katalizledigi ispat
edilmistir. Gergekte, sitokrom P450 reduktaz, NOS ile yapisal benzerlik

mektedir. llging olarak, rat beyninden prifiye edilen NOS, L-Arg
gretmigtir. Fakat bu reaktif oksijen turlerinin NOS

intiyag duyar. Reaksiyon tam olarak agiklanamami

goster

eksikliginde, O, ve H,0,

iceren hicrelerde in-vivo olusup olugmadigi bilinmemektedir (42).




Ug ayn NOS izoformunun varhgi, farkh doku kaynaklarindan elde edilen,

nzimi kodlayan cDNA'ann izolasyonu ve sekans analizi yapilarak
{"gésterilmigtir: Noronal veya nNOS, endotelial veya eNOS, indiklenebilir
veya INOS. INOS ekspresyonu, LPS ve sitokinlere bagimh olup,
alsiyumdan bagimsiz iken, nNOS ve eNOS ekspresyonu konstitiitif olup,

ka!siyuma bagimiidir. Genel olarak INOS enzimi mikromolar diizeyde NO
retirken, NNOS ve eNOS pikomolar duzeyde NO Uretmektedir.

'PSS'de de aktivite gdsterse, nNOS'un esas yerlesim yeri serebellumdur.
- eNOS ise esas olarak buylk damarlann endotel tabakasinda membranda
pulunur.  Plateletlerde bulunan NOS aktivitesinin de eNOS oldugu
- soylenmektedir. INOS ise nétrofillerde, kanser hiicrelerinde, hepatositlerde
~ ve endotel huicrelerinde sitokin veya LPS indiiksiyonu sonras artmaktadir.

HN
NH-OH 0

N

m+

L-arginine L-NShydroxyarginine L~citrulline  Nitrie Oxide

Figlir 2:L-argininden L-sitriillin ve nitrik oksit olugumu
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Figiir 3: Nitrik oksid sentaz enziminin kofakidrleriyle beraber homodimer olarak

gbsteriimesi.

Her iig izoformun da amino asit sekanslan ortaya konmug, NADPH, FAD,
FMN ve calmodulinin enzime baglanma bolgesinin, enzimin karboksi (C)
terminalinde yer aldigi belirlenmigtir. Her Ug izoformunda bu bgigeler,
sitokrom P450 rediktaz ile ben\zerlik gostermektedir. NOS izoenzimlerinin
amino terminali (N), cAMP bagimli kinaz igin fosforilasyon bolgeierini
icermektedir. Ancak fosforilasyonun enzim aktivitesi Uzerine fijyolojik
dnemi henliz agiklik kazanmamugtir. Yine molekilin bu bélgesi, putatif
Arg veya BH, baglanma bolgelerini igeren, bir bélge daha icermektedir,
eNOS'un N terminali, diger izoformlardan farkli olarak agiltransferaziar
tarafindan gerceklestirilen myristoylation hedef sekansi igermekte ve
karakteristik tzelligide, membran ile iligkill olmasindan dolayidir (43) (Figr
4),




Cytochrome p450 reductase

™D

Figlr 4:NOS izoenzimleri ve sitokrom p450 rediktaz enzimierinin ¢DNA yapilan. M:

myristoylation, TMD: trans membrane domain, CAL: kalmodulin,

NOS izoformliar arasindaki amino asit sekansi benzerligi insanda %51-57
arasinda degismektedir. Fakat insan ve rat nNOS enzimleri, %93 amino

asit benzerligi gbstermektedir {44) (Figdr 5).

NOS aktivitesinin inhibisyonuna ilgi hergegen gin artmakta ve bir gok
NOS inhibitérii bulunmaktadir. En fazla kullanilan ajanlar, hi¢ suphesiz ki
L-argininin guanidino mono- veya di-analoglari olup, L-NG mono-metil
arginin (L-NMMA), L-NG nitre arginine (L-NOARG) ve metil esteri (L-
NAME) dir. llk galigmalar bu ti¢ bilesigin de L-arginin ile NOS zerindeki
substrat baglanma bdlgesine baglanmak igin yanstiklarn yolunda idi. Fakat

son arastirmalar, L-NMMA'nin NOS tarafindan hentiz bilinmeyen bir reaktif

Urtine dénustirildigu ve NOS aktivitesinin irreversible olarak bu reaktif

uriin tarafindan inhibe edildigidir.
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iNOS eNOS
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Figlir 5: Degisik canlilarda NOS izoenzimleri arasindaki amino asit sekans benzerlikleri.

Kesin etki mekanizmalari ne olursa olsun, L-NMMA, L-NOARG, L-NAME
gibi ajanlar; tek bir NOS izoenzimi Uzerine selektif etki gostermemekte, in-
vivo olarak cok genig bir etki alanlan olmaktadir. Ornedin L-NAME'nin

ratlarda, nNOS aktivitesinin inhibisyonundan dolay! antinosiseptif etki

gosterdigi belienmis, ayrica eNOS aktivitesinin inhibisyonundan dolayi da

kan basincinda artis gozlenmistir. Bu non-selektif etkiden dolayi, bu
maddeler klinik kullamm igin iyi birer aday degildirler. Ornegin
diphenyleneiodonium gibi kalmodulin antagonistleride, ko-fakiérlerin
NOS'a baglanmasini engellemelerinin yan sira, diger NADPH ve
kalmodulin bagimli enzim aktivitelerini de inhibe etmektedirler. 7-nitro
indazol (7-NI) gibi indazol tirevi NOS inhibitbrleri, ratiarda kan basincinda
artisa neden olmadan ratlar(\ia nNOS inhibisyonu sonucu antinosiseptif
etki gtstermiglerdir. in-vitro olarak 7-NI, NOS selektivitesi gdstermese de,
in-vivo olarak NOS-selektif etki yapmistir.

NOS inhibitorierinin, literatiirde  belirtiimis  birgok terapdtik  etkisi
bulunmaktadir. Bu etkilerden bir codu, MSS tizerine odaklanmigtir. NOS
inhibitorlerinin; strok gibi akut, AIDS, demans, Parkinson hastalig! gibi
kronik néron hasarina yol agan patolojilerih tedavisinde kullanilabitir
olacag ihtimalini artttrmaktadir. Fakat birkag istisnai durum hari¢, NOS
inhibitdrlerinin potansiyel terapotik etkileri hayvaniar {izerinde yapilan
galismalara dayandinimaktadir. Henliz insanlar Uzerinde vyapimig

kapsamli bir galigma mevcut degildir. NOS inhibisyonunun potansiyel




terapotik  etkisinden  de, ancak izoform-selektif inhibitdrierin
tanimtanmasindan sonra bahsedilebilinecektir.

C-2)-PEROKSINITRIT

Peroksinitrit (ONOQO"), nitrojen monoksit ve stiperoksitten olusmaktadir.

NO+ 02" =™ ONOO

Reaksiyon ¢ok hizli olup hiz sabiti k= 6.7 10° M sn” dir. ONOOH sadece
ksantin oksidazin veya aktive notrofillerin  hizli stiperoksit olusturmasi ve
NOS aktivasyonu sonucu olmaktadir. ONOOH in sok, enflamasyon ve
iskemi-reperflizyondaki rolu gosterilmistir. ONOOH oldukga hasar verici bir
oksijen radikali olup notrofillerden kemiluminesans olusumunu arttirmistir,

6-LiPiD PEROKSIDASYONU

Yaglann korunmasi ve saklanmasi insanoglunu uzun vyillar mesgul
etmigtir. Yaglar okside oldugu zaman karakteristik renk, tad ve kokular
degisir. Halk arasinda acima, eksime, bozuima yada kokma denen bu
olay, 1940’'h yillarda kimyasal olarak oto-oksidatif serbest radikal zincir
reaksiyonu olarak adlandinlmistir. Biyolojk sistemlerde PUFA’larin serbest
radikaller  tarafindan  oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak
adlandiriimigtir (45).

Toksikoloji ve hastaliklarda, lipid peroksidasyonunun belirlenmesi ve
olgulmesi, serbest radikal hasarinin bir gdstergesi olmustur. Oksidasyonun
gostergesi olarak birgok teknik gelistiriimig, fakat higbirisi oksidasyonun

tum asamalarini gdstermek igin yeterli olamamistir (46).

Membranlarda veya PUFA’larda lipid peroksidasyonu; serbest radikallerin
metilen grubundan (-CH,-) bir hidrojen atomu (H *) gikartmasi ile baslar.
Hidrojen atomu sadece bir elektron igerdiginden karbon atomu lzerinde
eslesmemis tek bir elektron kalir, -‘CH-. Yag asitlerindeki cift bag

variiginda, ¢ift baga komsu karbon atomu Gzerindeki C-H badi zayiflar ve




{ nin aynimasi hizianir. Boylece, membran lipidierindeki PUFA yan

incirleri peroksidasyon igin duyarli hale gelir. Karbon merkezli radikal,

molekiiler bir duzenleme ile konjige dienteri olusturur. Olugan konjlge
__'”'ien ise, oksijen ile birlegserek, peroksil radikalini ofusturur. Olugan bu

.' 'adikai, diger bir yag asitinden hidrojen atomu ¢ikartarak zincir reaksiyonu
paglatir. Peroksidasyon, Vit E gibi zincir kinci antioksidanlarin ortama

ekienmemesi durumunda, substrat kullanilip bitinceye kadar devam eder.

Lipid peroksidasyonu, diger zincir reaksiyonlan gibi 3 asamadan olugur:
| aglama, ilerleme, sonlanma. Bu terminolojide baglama agamast ite, yad

l_asidinden ilk hidrojen atomunun gikartiimast ile zincir reaksiyonunun
‘baglamas! kastedilmektedir. ik hidrojen atomunu g¢ikartan serbest
radikaller: hidroksil ("OH ), alkoksil {RO"), peroksil (ROO’) ve HO;
radikalleridir. H,0, ve O,nin bir etkisi goézlenmemistir. Zincir

~ reaksiyonunun son Urtinleri, birgok hidroperoksitler ve siklik peroksitlerdir
(47).

Lipid peroksitleri, fijyolojik sartlarda oldukga stabil molekdillerdir. Ancak

transizyon metalleri veya metal kompleksleri varliinda dekompoze
olurdar, Ornegin; in-vivo Fenton Reaksiyonuna katilan tum redoks-aktif

demir kompleksieri, lipid peroksit dekompozisyonunu

hiziandirabilmektedirler. Hemoglobin ve sitokromlarda, direkt olarak

Fenton reaksiyonunu kataliziemeselerde, peroksit dekompozisyonunu
hizlandirmaktadirlar. Ancak hem igeren proteinler, chelatable demir
salarak, Fenton Reaksiyonuna katilmakiadirlar. Ferritin ve hemosiderin,
lipid peroksidasyonunu baglatmakta oldukga etkilidirier. Buna kargin,
transferrin veya laktoferrinin 2 ylksek afiniteli baglanma bblgesine

baglanan demir, peroksit dekompozisyonuna yol agmamaktadir (48).

Redikte metal kompleksleri (Fe*?,Cu™) lipid peroksitlerle birtegerek
(LOOH), alkoksil radikallerini olugtururken,

LOOH + M™ —LO"+ M ™"+ OH"

okside metal kompleksleri (Fe'®, Cu™) daha yavag reaksiyona girerek

peroksil ve alkoksil radikallerini olustururlar. Alkoksil ve peroksil




radikalieride yag asitlerinden diger hidrojen atomlanni ¢ikartarak, lipid
peroksidasyonunu devam ettirirler. Aynica Ca*?, Al”® ve Pb** gibi iyonlarda
bazi durumlarda demir bagimh tipid peroksidasyonunu

hizlandirmaktadirtar.
A)-FERROZ IYONLARI iLE PEROKSIDASYONUN BASLAMASI

Demir iyonlaninin kendileri serbest radikal olup, ferrdz iyonlar, molekiler
oksijen ile elektron transfer reaksiyonuna girerler. Herhangibir kaynaktan
superoksit olusumu, demir iyoniari varliginda, Fenton Reaksiyonu ile
hidroksil radikali olusumuna neden olur. Yiiksek enerjili radyasyon
caligmalan, serbest soltisyonlarda olugan ‘OH radikallerinin  lipid g
peroksidasyonunu, yag asitlerinden hidrojen atomu gikartarak yaptigini

gostermistir (49).
LH+'OH > L " +H,0

Doymamis yag§ asidi igeren biyolojik numunelerin demir kompleksleri ile
muamelesiyle,peroksit dekompozisyonu sonucunda alkoksil ( LO® ) ve

peroksil (LO,") radikalleri olugumuyla peroksidasyon uyariimaktadir.

2LOOH —» LO® +L0;" +H,0

4

Bu reaksiyonun hiz sabiti, ferréz lyonlan igin 1.5 x 10° mol™ L' s olarak
hesap edilmigtir. Bu hiz sabiti, Fenton Reaksiyonundaki ferrdz demirin
H,0, ile olan reaksiyon hiz sabitinden oldukga yiksektir (76 mol' L s7),
Boylece demir kompleksierinin peroksidasyonu, yeterli miktarda

hidroperoksit mevcut oldugundan, lipid dekompozisyonu reaksiyoniari ite

uyardiklar muhtameldir.

B)-NON-ENZIMATIK LiPiD PEROKSIDASYONU

Doymamis yag asidinin (LH) metilen karbonundan bir hidrojen atomu

cikartmaya yeterli enerjisi buiunan herhangibir serbest radikal (R),




lipidierde zincir reaksiyonunu baglatabilir. Bu serbest radikal zincir

reaksiyonu, 2 serbest radikal birbirini yok edinceye kadar devam eder.

L0, + LO;”— LOOL + 0,
Lo, +L°— LOOL

Olugan LOOL ise siklik peroksittir. Non-enzimatik lipid peroksidasyonunda,
peroksil radikalleri, yeni yag asidi molekilierini etkileyebilecek zamana
kadar aktivitelerini korurlar, Ayrica demirin redoks siklust lipid
peroksidasyonunu devam ettirir. Sitokrom p450 gibi enzimler NADPH
varliginda demir kompleksterini indirgerler.

C)-ENZIMATIK PEROKSIDASYON

Enzimatik peroksidasyon, bir enzimin aktif merkezinde olugan lipid
peroksitleri  igin  kullaniimaktadir. _Uretilen hidroperoksitlerin ~ ve
endoperoksitierin  biyolojik fonksiyonlar  vardir. Siklooksijenaz  ve

ihtimalle reaksiyon ara trunleri  olmakta, fakat proteinlerin aktif
merkezlerine lokalize olmaktadirlar. Siklooksijenaz ile endoperoksitierin
olusumu sirasinda guglu bir oksidan olusmakta ve baz: anti-oksidaniar
tarafindan ortadan kaidiriimaktadir (50).
y

Biyolojik membranlarda yogun lipid peroksidasyonu, akiskanhk kaybi,
membran potansiyellerinde dusts, H* ve diger iyonlarin permeabilitesinde
artisa ve sonugta hicre membraninin  yirtilarak, organellerin  digar
sizmasina neden olur.  Bazi  peroksit fragmantasyonunun  son
irtinlerininde  sitotoksik  oldugu  belirlenmigtir.  Her zaman lipid
peroksidasyon prosesi zararls olmamaktadir. Arakidonik asit kaskadi veya
bitkilerde yara iyilesmesine cevapta oldugu gibi, lipid peroksidasyonunun
da faydall taraflarl bulunmaktadir Lipid peroksitlerin olugumu ve karbonil
gruplarina fragmantasyonu, bitki dokularindaki hasarda, bakterilerin ve

fungal sporlarin sidiriimesinde rol oynamaktadir.




;fiyol veya sulfhidril terimi, SH gruplarini kastetmektedir. Biyolojik tiyoller,

3§a|fﬁr metabolizmasi  Grnleridir.  S-H  bagmin fiziksel ozellikleri,

reaktivitesini ve kimyasal ozelliklerine yon verir. Biyolojik agidan; pK,
'Zredoks potansiyeli ve serbest radikal olugturma kapasitesi, tiyol
biyokimyasinin anahtar noktalandir. Tiyoller ( R-SH), H,O dan treyen
bazi alkoller ( R-OH ) ile baz kimyasal ozellikleri paylagiriar. Fakat fiziksel
olarak S-H ve O-H baglan farklilik gostermektedir. O-H bagi S-H bagina
gore kisa olup, daha kuvvetli bir baglanti gergeklestirmektedir. Oksijen ile
© karstlagtinidiginda, sulfirdn daha duslik elektronegativitesine karsin, S-H
baginin dissosiyasyon enerjisi alkollere gére daha az olmakta ve atkollerin
asiditesi daha fazla olmaktadir. Tiyoller RS olarak reaksiyona
girdiklerinden, reaksiyon hizi, pH artisi iie artmaktadir. pH ve tiyol
reaktivitesi arasindaki bu iligki sonucu, tiyol reaktivitesinin indikatorl olarak
tiyol pK's ullaniimaktadir. pK ve reaktivite arasindaki bu iligki, thiolate
iyoniarinin nukleofilik oluglart ve yiiksek pK'ya sahip zayif asitlerin thiolate
anyonlarinin elektroniarimni, reaksiyonu hizlandirmak igin kolayca vermeleri
ile agtklanabilir Ozellikle sistein tizerindeki karboksil gruplarinin tiyol pK’'si

tzerine negatif etkisi vardir (31).

Zayif olan S-H bagnin oksidasyonu O-H bagina gore daha kolay
olmaktadir. Boylece, tiyoller ve: alkoller oksidan ajanlara kars1 farkll
davranmaktadiriar. Karbonun oksidasyon seviyesinin arthigi  alkol
oksidasyonuna karsl, tiyol oksidasyonu, stilfiriin oksidasyonu lzerinden
olmaktadir Tiyoller dnce disulfidlere ( RSSR ) oksitlenir Daha kuvvetli
oksidasyon durumiarinda ise, stifenik { RSOH ), stilfinik ( RSOOH ) ve
silfonik ( RSOOOH ) aside oksitlenir. Biyolojik sistemlerde tiyol-distifid
redoksu ®nemiidir. Biyolojik amino tiyollerin ve distilfidlerin redoks
potansiyelleri benzerdir. Tam olmayan bir reaksiyonda, tiyol-distlfid
degisimi,

2R8" y» 2RSSR+2e€

potansiyeli (-} 0.2 - (-) 0.4 volt kadardir {51).




Tiyoller, flavoproteinler, sitokromiar, askorbat, reaktif oksijen tarleri, amino

‘asitler gibi intraseluler molekillerle reaksiyon sonucu distilfidiere
Ksitienirler. Amino tiyollerin oto-oksidasyonu ise bir metal kataliste ihtiyag
duymakta ve unstabil thiyl radikallerini (RS) olusturmaktadir. RS,

soliisyonda serbest olan veya metaller ile kompleks yapan bir elektron

‘kaybetmistir (51).

| Fizyolojik sartlarda, alkil ve aril halidlerie olan reaksiyonda, halidlerin yerini

alarak sulfidleri olusturur ( RSR" ). Tiyollerin alkilasyonu, alkenlerin (-C=C)
eklenmesi sonucunda da olugmaktadir, Biyolojik olarak bu reaksiyonun
karsihg), RS- nin alfa-beta unsature karbonil gruplarina ( -C=C-C=0) beta
pozisyonunda nukleofilik eklenmesidir. Tiyoller ile vit K ve norepinefrin
arasindaki reaksiyon sonucu olugan Grlin bu reaksiyona 6rnektir. Tiyollerin
izole karbon-karbon cift bagina eklenmesi, serbest radikal mekanizmasi
acisindan fazla onem tasimamaktadir. Tiyoller siyanatlardaki ¢ift bag (
C=N ) ile de reaksiyona girerek tiyokarbonatlart (NH2-CO-SR)
olusturmaktadir (51}.

Biyolojik amino tiyolierin karbonil { -C=0 ) gruplan ile olan reaksiyonlari
sonucu olusan triinler, alkollerle olan reaksiyon sonucu olugan trlnlerden
farklidir. Tiyoller karbonil gruplari ile reaksiyona girerek tiyazolidinleri
olustururiar. Bu stabil halka tiirevlerinin olusumu, serbest amino grubu,
stilfhidril grubundan ne kadar uzaklagirsa, © kadar zor olmaktadir,
Glutatyon 6rmegi dugtntlarse, karbonil gruplarinin eklenmesi ife
hemimerkaptal olugmaktadir. Bazi pridoksal fosfata bagmli enzimlerin
inhibisyonu biyokimyasal olarak tiyazolidin olusumu ile orantihdir. Diger
taraftan izomerizasyon, dehidrojenasyon ve hidrasyon reaksiyonlarinda,
glutatyonun ko-fakidr rold, hemimerkaptal olusturma mekanizmasina
baglidir (51,52).

Tiyoller, karboksilik asit ile ( RCOOH ) birleserek tiyol esterlerini
olugtururlar, Koenzim A, bu yolla reaksiyona girerek RS-agil bilegiklerini
olusturarak biyolojik asetilasyon reaksiyonlarinda gorev alir. Diger bir
reaksiyonda ise, asidik pH' ta homosistein halka yapisina ddnerek

tiyolaktonu olugturur (51,52).




Alifatik amino tiyoller, nitrojen dicksid (NO,) , dinitrojen tricksid (N,O;) ve
:'.ainitrojen tetraoksid (N,O,) gibi nitrojen oksidlerle (NOx) olan
aksiyonlarinda degisiklik gosteriier. Ayni . 6zellik, tiyollerin  hem
:'proteinieri gibi metal-nitrozil kompleksleri (M-NO) ile gerceklestirdigi
reaksiyonlar icinde gegerlidir. Bu NOx bilegiklerinin kimyasi, elektrondan
zengin bazlarin eklenmesi ve gikariimasi reaksiyoniar ile karakterizedir.
Bu bilesikler NO* yu niikleofilik substratlara transfer ederler. Her durumda
da S-nitrozotiyol { RS-NO ) veya tiyonitrit olugur. Bu bilegikler guanilat
siklazi aktive ederek EDRF metabolizmasinda onemli rol oynarlar.
' EDRF'nin vazodilator ve antiplatelet fonksiyonlarimi redikte tiyollerle
- gergeklestirdigi bu gortsu dogrulamaktadir. Tiyonitrit dekompozisyonu,
| diger metal veya tiyol igeren enzim aktivitelerini de etkileyebilir. Metal
iceren enzimlerin aktiviteleri ya NO-metal badlanmasi veya S-metal
baglanmas: ile metal iyonlarinin asit-stabil selator komplekslerini
olusturmalan ile degigebilir. Tiyol igeren enzim aktiviteleri ise, RS-NO nun
proteinlerin aktif veya allosterik tiyol bolgeleri ile transnitrozasyon
reaksiyonuna katilarak NO* transferi "yapmaSI sonucu olur. Gergekte bu
sekildeki RS-NO dekompozisyonunun heterolitik yollar, NO'nun homolitik
salimmindan daha tstiin olmakta ve bir gok metabolik akfivitede rol

oynamaktadir (53).

Tiyol gruplart tokoferil radikalleriyle reaksiyona girerek tokoferoll tekrar
olugturmaktadiriar. Tokoferoller ‘de, thiyl radikalleriyle birleserek tiyolleti
olustururlar. Hiicre icinde GSH, diigiik molekul agirhikli en onemii tiyoldr.
Dinhidrolipoat gibi lipid solubl ve gigli rediktan non-GSH tiyollerde
mikrozomal peroksidasyonu inhibe ederler ve fokoferolit korurlar fakat

tripsinizasyon veya isifilma sonrasinda da kaybolmazlar (51,52,53).

GSH, fosfolipid hidroperoksitleri indirgeyen membran bagimli GSH-Px
tizerinden aktivite gosterir. GSH eksikliginde hidroperoksitler hizii ve
irreversible zincir reaksiyonlar ile hizlica birikirler. Tokoferol daha fazla
zincir reaksiyonlarinin olugmasini engelleyerek hidroperoksil olugturur ve
peroksidazin azalmasini engeller. Alternatif olarak, eger tokoferol cysteinyl
veya diger radikaller tarafindan kullanilirsa, lipidlerin  otokatalitik

peroksidasyonuna karg: koruma potansiyeli azalir. Protein tiyol gruptarinin
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Jasyony; mikrozomlarda tokoferol kaybi ile de paralel oimaktadir

e birgok biyolojik ve farmakolojik-toksikolojik olaylar, sinyal iletimi
."é};iii olan tiyol-redoks degisiklikleri araciligiyla gergekliesmektedir, N-
sistein, penisilamin, merkaptopropionit glisin, dihidrolipoat ve
topril gibi farmakolojik olarak reaktif ajanlarin geligtirimesi ile, bu
anlarm bazi spesifik dzellikleri gézienmigtir. Baz: stilfur igeren ajantar,
sksidan ozelliklerinden dolay! tedavide kullaniimaktadir. Tiyoller, doku
sarin! snlemek igin  proteinaz inhibitdrlerinin  oksidasyonunun
éskltanmaSInda kullaniimaktadiriar. Okside olduklarinda suifhidril gruplar

lsiyum salinimina neden olmaktadir (51)

J-GLUTATYON

edukte glutatyon (GSH), bir tripeptid olup, gama-glutamil-sistein-glisin;
m hiicrelerde bulunan dusuk molekd! agirlikl tiyoldur. Hicre ici
‘konsantrasyonu 0.5 mM olup, 10 mM konsantrasyona kadar da
|a§maktad|r GSH, redukte tiyol grubu ve peptidaz ataklarina direngli
_gama-glutamal bag ile karakterizedir. H,0,, sUperoksit ve hidroksil radikali
}ue birleserek, radikalleri indirger, ayrca birgok detoksifikasyon

‘mekanizmasinda da rol oynamakiadir.

- GSH, hidroksil ve karbon radikalieriyle birlegir ve H* atomu verir. Boylece
serbest radikal hasarinin esas kaynagl olan hidroksil radikali nétralize
ediimis olur. Membranlarda lipid peroksidasyonunun GSH bagimli faktor
ile inhibe edildigi dne surlilmustur. Diger antioksidan sistemlerde oldugu
gibi, yaghlik gibi fizyolojik durumlarda veya bazi neoplastik hastaliklarda
GSH seviyeleri degigmektedir.

8-PROTEIN KARBONIL IGERIGI
Metallerin  katalizledigi oksidasyonun proteinlerin  post-translasyonal

kovalan modifikasyonunda rol aldigi belirlenmis ve bu olayin yaslanma,

intraselller protein turnover:, artrit, pulmoner hastalilar gibi birgok fizyolojik
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satolojik prosestede dnemli oldudu gézlenmistir. Proteinlerin amino asit

e

re'zidﬂiefinde karbonil gruplarinin bulunmas), oksidatif modifikasyonun bir
gosterg%fdi"‘ Bu gruplarin, karbonil-spesifik. reaktiflerie reaksiyonu,
otallerin  katalizledigi oksidasyonun belirlenmesi ve kantitasyonuna
;;ﬁkan vermektedir.  Proteinlerdeki dijer dedisikliklerde, oksidatif
modifikasyonun bir gostergesi olarak kuilanilabilir. Bunlar; katalitik akfivite
kaybl, histidin rezidust kaybt, ylzey hidrofobisinde degisiklikler,
proteinlerin ultraviyole spektrumundaki degisiklikler olarak Ozetlenebilir
Inaktivasyon haricinde bu alternatif metodiar, sadece plrifiye proteinierde
kullanl!abilEr‘ Proteinlerin  karbonil igeriklerinin tayini, metal-katalize
 oksidasyon igin kesin bir gostergedir. Karbonil igeren rezidi, tam olarak
_3"-t:amm|anmam:§; olsa dahi, y-glutamil semialdehit, major rezidii olarak

qozikmektedir (54).

Karbonil gruplart proteinlerde; enzimatik veya non-enzimatik glikozilasyon
“sonucunda butunmaktadir. Ornegin glukoz, proteine bagl amino gruplar
’ ile reaksiyona girerek Schiff Bazi (aldimin} olugturur ve bu bilegik Amadori
* duzenlenmesi ile daha stabil olan ketoamine dontisir. Hem Schiff Baz
hem de ketoamin borotritid metodu ile isaretli proteini olugturur. 2,4-DNPH
ile Schiff Baz; proteine bagdl hidrazon clugturmaz iken, ketoamin yavas bir

sekilde olusturmaktadir (54).

Redoks siklusiine sahip olabilen bir katyon (Fe'?/Fe™®), protein Uzerindeki
divalan katyon baglanma bélgesine baglanir. O, veya H,0, ile reaksiyon,
reaktif oksijen trlerini olusturur. Olugan bu serbest radikaller, katyon
baglanma bdlgesindeki veya yakinindaki amino asit rezidlerini oksitler.
Bu reaksiyon genelde proteinleri, esansiyel katyon bagdlanma boigelerini
hasara ugratarak inaktive eder. Oksidatif modifikasyon birgok enzimatik
veya non-enzimatik sistemlerce maodifiye edilirken, proteinler Uzerindeki
katyon baglanma bolgelerinden dolayl, bélgeye spesifik serbest radikal
reaksiyonlan olusur (54). Non-enzimatik model; askorbik asit, oksijen ve
demirden olugsmaktadir. E.Coli glutamin sentetazi gibi proteinlerin oksidatif

modifikasyonunun belirlenmesinde kullaniimigtir (54).

38

EIPRNCES , ST )




Fe™+OH . g
T x—l‘;%‘/ HO, i ﬂf
H,O
Fe*?
H,0,
02 e+3
H,0+0, o,
3 R R
'Y NH- I QO NH- I 0
. - L " 4 4_ gl = L™ 4
N T
» Qe < 8
stH e+ O Fe? W
TFe .
+3

NNHEI;?O ~

Figiir 6: Protein karbonil gruplarinin serbest-radikal bagimi hasari

3

Protein karbonil iceriginin tayininde gesitli metodlar kullaniimaktadir.

1-Karbonil gruplarinin  alkole, NaB,H, ile indirgenmesi, 2-Karbonil
gruplarinin 2,4-DNPH ile birleserek 2,4-dinitrofenil hidrazon olugturmalart,
3-Karbonil  gruplarinin  floresan  tiyosemikarbazid  ile birlesip
tiyyosemikarbazon olusturmalar, 4-Karbonil gruplarinin floresan amin iie
birleserek Schiff Bazi olugturmaiar ve olugan bazin syanoborohidrit ile
ikinci bir amine indirgenmesi, 5-Karbonil gruplarinin p-amino benzoik asit

ile Schiff Bazt olusturmalan ve Schiff Bazin syanoborohidrit ile

indirgenmesi (54,55,56).
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snucu, aktif reaktif oksijen tureri tarafindan karbonil
_ondgi]rier.. Sadece amino asit yan zincirlerinin  direkt
;.b;btein karbonil gruplarinin olusumu igin tek sebep degildir.
Aucunda indirgen sekerlerin lizin (Lys) rezidilerinin & amino
.:éiyonu sonucu Schiff bazlan olusur ve Amiadori reaksiyonu
a'mlniéf-": olusur. Alternatif olarak, seker molekllu okside olarak
'o|u§turabilir.. Daha sonra ketoaldehit tirevleride Lys rezidlleri
r_ek,- karbonil fonksiyonu iceren Schiff bazlarini olusturabilir. Bu
nleri daha sonra oldukga floresan kahverengi pigmentler olan

Griinlerini olugtururlar. Hayvanlarda Maillard Griinlerinin yasla

r ve arkadaglari, PUFAlarn serbest radikal bagimi
onu  SONUCU o,B-doymamig  aldehitlerinin, Ozellikle 4-
inonenalin olustugunu ve bu molekillerin proteinlerin  stlfidril
ile ‘Michael addition tip’ mekanizmasi ile reaksiyona girerek,
 fonksiyonunu igeren daha stabil tiyoeter turevierini
duklarini  gdstermiglerdir. Ayrica bu o,p-doymamis aldehitleri
ve lizin reziduleri ile reaksiyona girerek, karbonil grubu igeren
kiilleri olusturmaktadiriar (57).

Y

-OKSIDE PROTEIN BIRIKIMININ MOLEKULER TEMELI

e_lh oksidasyonunda artig, birgok fakitrden en az birindeki degisikligi
itabilir:

_i_;'lcrelere 0, dagitiimasi, hemoglobinin O,'ye bagdlanma afinitesindeki
2-Elektroniarin transferinde yetersizlik, 3-Metal baglayici proteinler
gelator ajanlanin yoklugunda, Fe'* ve Cu*® gibi metallerin artmisg
Konsantrasyonu, 4-GSH-Pxin H,0, ve alkil peroksitlerini scavenge edecek
'fé edini kisitlayan redikte glutatyon miktarindaki dusis, 5-SOD,
'téiaz, GSH-Px, bilirubin, Vitamin E, karotenoidler, rik asit gibi aktif O,
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cavengeriarinin konsantrasyonunda disis, 6-Enzimleri  oksidatif

difikasyondan koruyan substrat konsantrasyonlarinda degisiklik (57).

"_'kgide proteinlerin  ylkiminin azalmast da, proteaz aktivitesindeki

.zé!mayl veya proteaz aktivitesini inhibe eden maddelerin
ansantrasyonundaki artigt yansitir. Proteaz akiivitesinin 6nemi, Carney
é;ﬁ arkadaslar tarafindan belirtiimigtir. Okside protein birikimi, nétral

lkalen protein aktivitesi ile ters orantilidir. Yagli gerbillerin uzun sureli tert-

bittil-a-feniinitron  (PBN) ile tedavisiyle, beyinlerindeki notral proteaz

ktivitesinde artis, hafiza fonksiyonlarinin yerine gelmesi ve okside protein

miktarinin gen¢ hayvaniarla ayni bulunmasi gibi sonuglar elde edilmigtir

‘PBN tedavisinin kesilmesi ile, tim test edilen parametreler tekrar eski

- haline donmusgtir (57). ‘ 2
9-LAMOTRIGINE

Lamotrigine ( 3,5-diamino-6[2,3-dichlorophenyi]-1,2,4 triazine ) feniltriazine

- grubuna ait bir bilesik olup, kimyasal olarak diger antiepileptiklerle

benzerlik gostermemektedir. Gunumizde parsiyel veya generalize tonik-

klonik epileptik vakalarin klinik tedavisinde kullaniimaktadir (58).

Cl Cl

Figir 7: Lamotriginin kimyasal yépESL




m kanallarim bloke
Gladigr ve

Lamotriginin, voltaj-bagimli sodyu

k noronal membraniarin stabilizasyonunu sa
engelleyerek

hgmalar,
presinapﬁ
eksitatuar norotransmiterlerin salinimini

gibi
ndeki en dnemli EAA olan glutamat

i gbsterdicji yolundadir. Beyi
epileptik aktivitenin
yakindan sorumiu tutulan molekdillerdir.
odyum bagimli glutamat ve aspartat

ya kargi geligen glutamat

baglamasi, devam etmesi ve

:_.'rfnasmdan. Lamotrigine; rat

kortikal kesitlerinde, s
1 izole spinal kord da elekiriksel uyar

'-|n_‘1__lnl
minl vé ratlarda iskemiye bagimii striatal glutamat salinimin glgll
-ekilde inhibe etmigtir. Lamotrigine glutamat salimminin modulasyonu

qe sodyum bagimii GABA salimminl da inhibe etmektedir (59).
elektrofizyolojik szelliklerinden  dolayl, devamit  bir
sodyum kanallar ile iliskili olmakta ve
ksiyon gbstermemektedir“

pagimil
arizasyonda selektif olarak
' ktrofizyolojik aktivitede herhangibir fon

al ele
;-.6ze||iginin gbstergesi olarak, rat kortikal sinir hicresi kultiirlerinde ve
|-é- spinal kord kesitlerinde tekrarlayén ve ani noronal ateglemeyi bloke

mis, rat hippokampal kesitlerinde ise normal sinaptik iletiyi

gellememi§tir (60).

erjk, a ve B adrenerjik, Al ve A2

_yitro olarak, D1 ve D2 dopamin
herhangibir afinitesi

n, muskarinik ve o reseptorlerine kargl
H] hatrachotoxinin-A-ZO-a‘-benzoate ve [*H]
llari ve serotonin 5-HT, reseptdr
pokampal ve kortikal
bagimii iyonik

in
nozi
fbéﬁrlenmemigtir.‘ Fakat [
"'za]:iine ile voltaj sensitif sodyum kana
le bagianmak igin yarigmaktadir. Rat hip
ninda GABA, glutamat, NMDA ve KA
vardir. In vivo olarak da glutamat

yaptidi bulunamamigtir

gandiarl i
Aron membrania
akimlar tizerine minimal etkisi

reseptorleri uzefine herhangibir antagonistik etki

(59,60).

ral iskemideki hucre hasar ve
nin engellenerek iskemik
atlarda kalici so!

Glutamat bagimii norotoksisite, sereb
dan sorumiu tutulmakta ve EAA salimmi

rilacagl dustinilmektedir. Lamotriginin r
enfarkt hacmini azaltarak norolojik

nekrozun
hasarin sinirfand
orta serebral arter oklizyonu sonrasl,
defisitleri ortadan kaldirdig gozienmigtir (37,61,62,63).
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kokinetik ozellikleri saghikili yetigkin génuililerde ve

in farma
alan vetiskin hastalarda tanimlanmustir. Cocuklar

Kk tedavi
-ar{.m!anmtg data gok azdir (58).

m‘é oral alimdan sonra tamamiyla absorbe olur. Pk plazma
onlarma 1-3 saat icinde ulagir. Oral dozdan 4- 6 saat sonra,

gastnk resiklosunden dolayr 2. bir pik gézienmigtir. Lamotriginin %

azma proteinlerine baglanir.  N-glukuronidasyon aracihigtyla
|ze olur ve bu basamak ilacin eliminasyonunda hiz kisitlayic
aktir. Tek oral dozun yaklagik % 70'i 6 glin sonra idrarla; % 80-90'
giﬁcuromde ve geri kalani 5-N-glucuronide ve esas ilag olarak atilir
rlanan doz alimlarinda; Lamotriginin metabolizmasinda Klinik agidan
i herhanglblr otoinditksiyona rastlanmamigtir. Bu sebeple hepatik

rom p450 enzim aktivitesinde herhangibir degisiklige rastlanmamigtir

ral doz sonrasl, plazmadan orfalama eliminasyon yan omri 22.8-
saat olarak hesap edilmistir. Multipl dozlarin ise bu sire Uzerine pek
étkls; yoktur. Ancak valproik gsit ile beraber alindifinda bu slre

zayablhr ve enzim-indiikleyen antiepileptiklerle bu sure kisaltilabilir (58).
1ukuron|dasyon aktivitesindeki azalma, yasa bagl olarak, Lamotriginin

p_lazma klerensini  dustirmektedir. Lamotriginin yaglilardaki plazma
]

Kierensi, genglere gore % 37 daha az bulunmustur (58).
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JI-.MATERYAL VE METODLAR

{.CERRAHI PROSEDUR

Bu calismada 50 adet 270-350 gram agirhiginda yetigkin, erkek Swiss-
Albino rat kullanildi Ancak iskemi veya reperfuzyon sirasinda Slen
'ﬁayvanlar calisma disl tutuldu Her grupta 8 adet rat olmak tizere, 32 rat

.'ile caligma tamamiandl.

Operasyon dncesi ratlar yaklagik 12 saat a¢ birakildi. Bir gr/kg Uretan
intraperitoneal uygulandiktan  sonra, ratiar sirtlisty  yatinlarak  dort
ekstremitelerinden operasyon masasina tespit edildi. Kafalar ekstansiyon
pozisyonunda sabitlestirildi. Gene altindan baglayarak sternuma kadar
orta hatta, insizyonla cilt, cilt alt, platisma superfisyal fasiasi gegcildi. Her
ki musculus sternohyoideus ekartor ile birbirinden aynldi  Trakea
gozlendi. Her ki musculus sternomasteideus medialinde ve trakea
lateralinde nervus vagus ile seyreden arteria carotis communis ortaya
cikartilarak nervus vagustan ayinldi Kontrol (Sham) grubunda operasyon
bu asamaya kadar gerceklestirildi iskemi grubunda her iki arteria carotis
communis 5/0 ipek ile baglanarak 30 dakika siresince iskemi olugmasl
saglandi. Ayrica kuyruk veninden yaklagik 4 mi kan alinarak hipotansiyon
indiklendi Reperfuzyon grubunda ise, 30 dakikallk iskemi ve hipotansiyon

lerek 1 saat suresince re-
oksijenasyon saglandi. Tedavi grubunda ise, iskemi ve hipotansiyon
olugturuimasindan hemen sonra Lamotrigine 20 mg/kg intraperitoneal

verilerek iskemi ve reperflizyon asamalan aynen uygulandi.

Ratlar dekapite edildikten sonra beyinleri gikartilarak kan ve diger
kontaminantlardan arindiridi. Beyin; kortikal, subkortikal ve serebeliar
dokularina aynlarak, her bir doku érnegi, icerisinde 1 ml soguk 100
mmol/L potasyum fosfat tamponu ( pH:7.5) bulunan plastik tlplere
konuldu. Tum dokular buz iceren ortamda homojenize edildi (TRI-R STIR-
R Model K43) Homojenizasyon asamasinda, dokularin daha iyi
homojenizasyonunu saglamak igin 2 mi soduk tampon yavag yavag ilave

edilerek toplam homojenat hacmi 3 ml'ye tamamiandi,




Homo]enlzasyon sonrasi, her bir numune ependorflara ayrilarak, 14.000
rpm, +4°C de 20 dakika santrifuj edildi (SIGMA 3K10, Laborzentrifugen).
Ependorﬂardan supernatanlar hemen ayrilarak, nitrit dlgimi igin ilk 30
ak:ka icinde kullanidi. Diger biyokimyasal analizler i¢in, supernatan

kuatlara bélunerek - 60° C de sakland:.

2-NiTRIT TAYINI

Beyin dokusu nitrit duzeyleri Ohta ve arkadaglannin fluorometrik

metoduna gére belirlenmistir (64).

Prensip:

Nitrit, asidik ortamda fenolik bilesiklerle hizli bir reaksiyona girerek nitrozo
' turevierinin olugmasina neden olur Normaide nitrozo grubunun elektron
gekme ozelliginden dolayl bu bilesikler non-fluoresandir. Bu bilegiklerin
alkalen ortamda aromatik amine indirgenmesi ile fluorometrik olarak nitrit
tayini mumkundur. Bu metodla; 4-hidroksikumarinin asidik ortamda
nitrozasyonu ve alkalen ortamda fluoresan 3-amino-4-hidroksikumarine

indirgenmesi ile nitrit tayini yapiimistir.

Reaktifler:
4-hidroksikumarin:
Dimethylformamide
Sodium thiosulfate:
HCl:

NaOH:
Sodium Nitrite

Prosediir:

1 ml sipernatan tizerine 0.5 mi % 0.04 4-hidroksikumarin | 1.1 (viv)
dimethylformamide: 2N HCL icinde ¢ozuidir] eklendi. Vortekslendikten
sonra 5 dakika 0 °C de buz iginde bekletildi. 50 pL %8 sodium thioslifat
eklendi Bes dakika oda isisinda bekletildikten sonra 0.5 ml 15 M NaOH

eklenerek numuneler oda isisinda 10 dakika daha bekletiidiler. 340 nm




eksuasyon 453 nm emisyon dalga boylar kullanilarak, numunelerin
uoresanSI Shimatzu RF-5000 spektroflurometresinde &lgiildu. Sonuglar

p_ik'o mol nitrit / mg protein olarak verildi.

N;trlt standart grafigi:
Nitrit standart solusyonu, sodyum nitritin 110 °C de 4 saat kurutularak, 1

mg/ml olacak sekilde deiyonize su igerisinde cozlimesiyle elde edildi
Standart solusyon haftalik yapilarak +4 °C de sakliandi. Dilusyonlar gerekli

oldugu zaman gunliik olarak hazirlandi

Nitrit Standart Grafigi
300
250 4
w 2007
S
8 150 4
=]
k=
w100 +
50 +
0 ¥ + b
0 1,25 2,5 3,75 5
Konsantrasyon {nmoliL}

Figiir 8:Nitrit standart grafigi
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3-NiTRAT TAYINI

Doku nitrat duzeyleri, tek basamakii end-point enzimatik yontem ile

dlgiilmustur (65).

Prensip:

Beyin dokusu nitrat duzeyleri; nitratin nitrite, nitrat rediiktaz ile indirgendidi
reaksiyonda B-NADPH'In oksidasyonu sonucu 340 nm de absorbansdaki
dusus ile degeriendirildi. Ortama FAD elektron taglyicist olarak eklendi.




Nitrat Reduktaz (Aspergilius): 500 U/L

0.2 mM
'b—NADPH: 12 mM
NaNO3:
‘Potasyum fosfat tamponu: 100 mM, pH=7.5

éerisinde 250 uL 100 mM potasyum fosfat tamponu, 50 pL distile su, 50
QL FAD, 10 ulL B-NADPH ve 100 uL numune bulunan tupler 25 °C de
. dengeye getirildi. Enzimatik reaksiyonu baslatmak i¢in 40 pL Nitrat

Rediiktaz eklendi. FAD nin fotolabilitesinden dolay! reaksiyonun karanlik
ortamda gerceklesmesi saglandi. 45 dakika sonra numunelerin
“absorbansi 340 nm de Shimadzu UV-1601 spektrofotometresinde &lgiildi.
Numune korii:

" kullanilarak hazirland

. Reaktif korii:

- Ayni prosedir, 100 pL numune yerine 100 pl distile su kullanilarak
hazirlandi

internal standarth numuneler:

Ayni prosedur, 50 pl distile su yerine 50 plL standart nitrit soliisyonu

eklenerek yapildt.




Zamana gore nitrat rediiksiyonu

120

100 +

Nitrat (umol/t.)
(-2
o

40 +
20 +
0 -ttt
R T — N — T T - B — - —1
- & & ¥ B B ~® O 9
Zaman (dk)

Figiir 9: Zamana gore nitratin nitrite indirgenmesi

Hesaplama:
Doku nitrat konsantrasyonu asa@idaki formul ile hesapland:r. Sonuglar

umol/mg protein olarak verildi.

C=AA x faktodr

AA= A numane kéri = A numune - A reakif kerd

Faktor=V7/Vyn X 1/1 x 1/e3g x 10° = 0.8
1

Vr = Reaksiyon total hacmi (500 pL)

Vy = Numune hacmi (100 pL)

l = |sik yolu (1 cmj)

es0  =p-NADPH in 340 nm de milimolar absorptivitesi  (6.22 mmol ™.
cm ™)

10°  =mmol/L den umol/L. ye gevirme faktori
4-MDA TAYINI

Beyin dokusu MDA dlzeyleri Wasowicz ve arkadaglarinin fluorometrik

metoduna gore yaptimistir (66)
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rensip:
y metod ile MDA tayini MDA nin TBA ile MDA-TBA bilesigini
ju§turmasma ve olugan bilesigin asidik ortamda n-Butanol ile

ekstraksiyonuna ve n-Butanol fazinin 525 nm eksitasyon, 547 nm emisyon

alga boylarinda fluoresansinin dlgiiimesine dayanmaktadir.

Reaktifier:
Thiobarbiturik asit (TBA): 29 mM
Asetik asit: 875 M

« 1,1,3,3 -tetramethoxypropane:

"« n-Butanol:
e HCI: 5EM o

Prosedur:
50 puL numune, iginde 1 ml distile su buiunan cam tiuplere kondu. 1 ml

TBA ( 875 M asetk asit iginde) “(reaksiyon karnigimi pH=2.4-2.6)
eklendikten sonra tipun agzi siki bir sekilde kapatilarak 1 saat 100 °C
kaynar su banyosunda tutuldu. Numuneler ¢esme suyu altinda
sogutulduktan sonra 25 ul HCI eklenerek son pH nin 16-1.7 olmasi
saglandi. 3.5 ml n-Butanoi eklenerek, numuneler 5 dakika voriekslendi.
Butanol fazi, numunelerin +4 °C de 5 dakika 1500 xg de santrifugasyonu
sonucu elde edildi. Butano! fazinin fluoresansi 525 nm eksitasyon, 547 nm
emisyon dalga boylart " kullanifarak Shimatzu RF-5000

spektrofluorometresinde digtild. Sonuglar nmol/mg protein olarak verildi.




MDA Standart Grafidi
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Figlir 10: MDA standart grafigi

5-KONJUGE DIEN TAYINi

Doku konjuge dien duzeyleri Recknagel ve Glende'nin spektrofotometrik

metoduna gére yapilimistir (67).

Prensip:

Konjuge dien igeren organik molekiller, « K banti » denilen 215 ve 250
nm arasinda absorbans piki yapariar, Peroksidize lipidler ise 233-234
nm'deki yogun K banti ile karakterizedirler. Peroksidize doymamig yad
asitlerinde konjuge dien olusumu; bu molekuldeki ¢ift baglar ayiran

metilen grubundaki hidrojenler Uzerine serbest radikal atag! sonucundadir.

Reaktifler:

Kloroform:

Metanol:

« Cyclohexane: (spektrofotometrik grade)

Nitrojen gazu: (HABAS)

Prosediir:
0.5 mi numune Gzerine 05 mi Kloroform:metanol  2:1, v:v) sollisyonu

ekiendi 5 dakika vortekslendikten sonra nitrojen  gaz! altinda
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metanol fazinin evaporasyonu saglandl. Kloroformdan annmig

foroform:
e icinde ¢ozuldu. Numunelerin absorbansi

-a-n_'ekstrakt, 2 ml! cyclohexan
de cyclohexane korune karsi  Shimadzu UVv-1601

4 nm
252 x 10* M'em™

pektrofotometresinde okundu. Sonuglar Emax™

Lltantlarak nmol hidroperoksit I mg protein olarak verildi.

'DOKU SULFHIDRIL (SH) GRUPLARI TAYINI
Doku SH gruplar Koster ve arkadaslarinin spektrofotometrik metoduna
gore belirlenmistir (68).

 Prensip:
Protein stlfhidril grupl
“olusturarak bir kromofor aciga cikartirlar (5-merka

ar, DTNB tarafindan indirgenir ve disulfid bag!
pto-2-nitrobenzoik

Reaktifler:
o DTNB {5,5-dithiobis (2-nitrobenzoik asit)}: 2 mM 1

+ Potasyum fosfat tamponu: 0.1 M, (pH:7.4)
» Sodyum sitrat: %1

Prosediir:
i
100 wl numune, 1500 pl fosfat tamponu ile karnstinlds,

(sodyum sitrat icinde) Hlave edildikten sonra 5 dakika 37 °C'de bekletildi.

Numunelerin absorbanst 412 nm de reaktif koriine karst Shimadzu UV-
ema=13600 M.cm™

400 w DTNB

1601 spektrofotometresinde okundu. Sonuglar

kuliantarak pmolimg protein olarak veriidi.
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7.DOKU PROTEIN KARBONIL GRUPLARI TAYINI

protein karbonil gruplar, Levine ve arkadaglarinin spektrofotometrik

:ﬁqetoduna gore belirlenmistir (69)

Prensip:
proteinter ile  kullaniian  klasik bir karbonil reaktifi olan 2,4-

__dinitrofenilhidrazin, karbonil gruplan ile birlestiginde renkli bir hidrazon
olusturmakta ve olugan bu hidrazonun intensitesi 360 nm de

okunmaktadir

Protein-C=0 + HoN-NH-2,4-DNP ' Protein=N-NH-2,4-DNP  +
H.O

Reaktifler:

« DNP (2,4-dinitrofenithidrazin): 10 mM

e HCI 2N

« TCA: %10, %20
e NaOH: 1™
Prosediir:

500 w! numune 500 pl %20 TCA ile karistiriidi. 14000 rpm de 15 saniye
icinde 50 °C de gozllecek) ile kanstirildiktan sonra karanlikta oda Isisinda
1 saat bekletildi. Her 10 dakikada bir vortekslenerek peletin DNP ile
muamelesi saglandi. 500 pi %20 TCA ile kanstirildiktan sonra 2-3 dakika
oda isisinda bekletildi 14000 rpm de 3 dakika santrifilj edildikten sonra
siipernatan dokuldu ve ayni islem %10 TCA ile 3 defa tekrarlandi.
Presipitat 2 ml NaOH iginde 37 °C de 30 dakika bekletilerek ¢oziidu.
Numunenin absorbansi NaOH korine kargt 360 nm'de Shimadzu UV-
1601 spektrofotometresinde okundu. Emax=22000 M .ecm™ kullanilarak

sonuglar mol karbonil / mg protein olarak verildi.
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:pOKU PROTEIN TAYINI

ku protein igerigi Lowry metoduna gore tayin edilmistir (70).

alen ortamda Cu'? ile reaksiyona girerek bakir-peptid bagi-
n Ciocalteu reaktifi eklendiginde,

roteinier alk

otein kompleksini olustururlar. Foli
rotein kompleksleri tirozin ve triptofan kalintilar ile birleserek renkli

baklr—p
ururlar. Bu renkli kompleksin absorbans! 750 nm'de

“pir kompleks olust

okunur.

- Reaktifler:
» BSA (Bovin serum albumini):
+ NaOH: 1N

e D reaktift: a-%2 Na2CO3 anhidr (10 mi)
b-%1 CuSO4 (0.1 mi}
"c-%2 Na-K tartarat (0 1 ml)

« Folin Ciocalteu reaktifi:

Protein standart grafidi

0,14
0,12 +

0,9+
0,08 4+
0,06 -
0,04 +
0,02 +

0 t } 4
0 100 200 300 400

Protein (ugr/ml) J

Figtir 11: Protein (BSA) standart grafigi

Absorbans

Prosediir:
0 1 ml numune Uzerine 0 1
oda i1sisinda karanlikta bekletildi. 0.1 mi Folin Ciocalteu reaktifi eklendikten

m! NaOH ve 1 ml D reaktifi eklendi. 20 dakika




sonra 30 dakika daha oda Isisinda karanlikta bekletildi 2 mi distile su

'eklenerek numunenin absorbans: distile suya kargi 750 nm'de okundu.
9-ISTATISTIKSEL ANALIZ

 Istatistiksel analizler MICROSTA paket programi kullanilarak yapild!.
Sonuglar ortalama £ SD olarak ifade edilmistir. Gruplar arasindaki
jstatistiksel anlamlilk One-way analysis of variance (ANOVA) testi
kullanifarak belirlenmigtir  Student's t testi kullaniarak beyin bélgeleri

arasindaki istatistiksel anlamlilik test edilmigtir.
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{V-SONUGLAR

: '1-DOKU NiTRIT DUZEYLERI

‘Her dért deney grubundaki, kortikal, subkortikal ve serebellar nitrit

- duzeyleri Tablo 4'te gorulmektedir.

Tablo 4:Doku nitrit diizeyleri (pmol/img protein)

GRUPLAR | KORTEKS SUBKORTEKS SEREBELLUM
d

KONTROL | 0.40+0.03  0.39+0.03  0.57+0.07
_ ) ae a a
ISKEM | 419+052  5.16+0.56  4.94+0.71
ab a,b ab
REPERFUZYON | 127841.07 12.71:1.84 _ 11.94+1.18
a,c a,c a,c

TEDAVi | 7664092  8.08:0.91  8.23:0.91

n=8 (Herbir deney grubunda)
Data ortalamazSD olarak verilmistir.

ap<0.001 Iskemi, Reperfuzyon, Tedavi vs Kontrol
b p<0.001 Reperfuzyon vs Iskemi

cp<0.001 Tedavivs Reperflizyon

dp<0.001 Serebellum vs Korteks ve Subkorteks
e p<0.05 Korteks vs Subkorteks ve Serebellum

=
Doku Nitrit Diizeyleri
Y

O Korteks
m Subkorteks
£ Serebellum

pmol/mg protein

; e
Kontrol Iskeml Reperfiizyon Tedavl

Figtir 12: Doku nitrit duzeyleri




Nitrit diizeyleri, korteks, subkorteks ve serebellumda; iskemi, reperfiizyon
ve tedavi gruplarinda, kontrol grubuna gore onemii dlolide yiksek
pulunmustur (p < 0.001). Iskemik periyodu takiben reperfizyon grubunda
nitrit diizeyleri istatistiksel olarak yuksek bulunmustur (p <0.01). Tedavi
grubunda ise, reperfuzyon grubuna gore, nitrit duzeylerinde 6nemli diishs

gozlenirken (p <0.01), nitrit degerleri kontrol grubunun gok {izerinde

bulunmustur.

Her Ug beyin Dboigesi grup igerisinde karsilagtirildigi zaman; kontrol
grubunda, serebellar nitrit  diizeyleri, kortikal ve subkortikal nitrit
degerlerine gére yikksek bulunmustur (p <0.001). Ayrica iskemi grubunda
kortikal nitrit dizeyleri, subkortikal ve serebellar nitrit diizeylerinden

istatistiksel olarak daha dusiik bulunmusgtur (p <0.03).

2.DOKU NiTRAT DUZEYLERI

Her doért deney grubundaki kortikal, subkortikal ve serebellar nitrat

duzeyleri Tablo 5'te goruimektedir.

Tablo 5:Doku nitrat diizeyleri (pmol/mg protein)

GRUPLAR | KORTEKS  SUBKORTEKS SEREBELLUM

d

KONTROL | 139+021  1.12+0.08  1.40+0.11
4 . 1 a a,d a
ISKEMI | 383+011  3.86+0.07  3.7340.06

a,b a,b asb:e
REPERFUZYON | 6334022 6.22+0.12  6.15+0.17

| _ a,c ac a,c,f
TEDAVi | 4244020  4.33+0.09  4.64:0.11

n=8 (Herbir deney grubunda)
Data ortalama+SD olarak verilmistir

ap<0001 Iskemi, Reperfuzyon, Tedavi vs Kontrol
b p<0.001 Reperfuzyon vs Iskemi

c p<0.001 Tedavi vs Reperfuzyon

d p<0.05 Subkorteks vs Korteks ve Serebellum
e p<0.05 Serebellum vs Korteks

fp<0 001  Serebellum vs Korteks ve Subkorteks




uz dakikalk iskemi periyodunu takiben elde edilen nitrat dizeyleri,
onﬂ’Of grubuna gore iskemi grubunda istatistiksel olarak yluksek
ulunmustur ( p< 0.001). iskemiyi takiben reperfuzyon grubunda ise nitrat
zeyinde artig hem kontrol grubuna hem de iskemi grubuna gore devam
tm|g,t1r ( p< 0.001). Lamotrigine ile tedavi edilen grupta, nitrat dizeyleri

'ontrol ve iskemi grubuna gére ylksek bulunmus olsa da ( p< 0.001),

gperflizyon grubuna gére istatistiksel olarak azalmis bulunmustur ( p<

Doku Nitrat Diizeyleri

£

8 I
g_ 4] O Korteks

E’ 5 i Subkorteks
'g" [ Serebellurn
£ Ikt

Kontrol Iskemi Raperfiizyon Tedavl

Figiir 13: Doku nitrat diizeyleri

Her ¢ beyin bolgesi grup igerisinde karstiastirildiginda; kontrol grubunda
subkortikal nitrat duzeyleri, kortikal ve serebellar nitrat diizeylerine gore
istatistiksel olarak daha az bulunurken, iskemi grubunda subkortikal nitrat
degerleri kortikal ve serebellar bélge nitrat degerlerinden daha yuksek
bulunmustur ( p< 0.05). Reperfuzyon grubunda ise, serebellar nifrat
diizeyleri kortikal nitrat duizeylerinden daha az bulunurken { p< 0.09),
tedavi verilen grupta serebellar nitrat diizeyleri, kortikal ve subkortikal

nitrat diizeylerinden daha fazla bulunmustur (p< 0.001).
3-DOKU MDA DUZEYLERI

Beyin dokusu MDA degisikiikleri Tablo 6'da gorulmektedir.
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“Tablo 6: Doku MDA diizeyleri (nmol/mg protein)

GRUPLAR l KORTEKS SUBKORTEKS SEREBELLUM
d

'KONTROL | 1264010  1.3430.06 _ 1.22+0.05
] ae a a
iSKEMI | 347:0.14  2.97+0.04  3.00+0.08
a,b a,b a,b,f
REPERFUZYON | 709+0.19  7.04+012  7.2240.06
_ a,c,e a,c a,c
TEDAVI | 5424009  520+0.08  4.98+0.07

a p<0.001
b p<0.001
¢ p<0.001
d p<0.05

n=8 (Herbir deney grubunda)
Data ortalama+SD olarak verilmigtir.

Iskemi, Reperfuzyon, Tedavi vs Kontrol
Reperfiizyon vs [skemi

Tedavi vs Reperfuzyon

Serebellum vs Korteks ve Subkorteks

Korteks vs Subkorteks ve Serebellum

e p<0.01
Serebelium vs Korteks ve Subkorteks

fp<0.01

Doku MDA Diizeyleri

1 Korteks
m Subkorteks
£ Serebellum

nmolfmg protein

Iskemi Tedavi

Kontrol Reperfliizyon

— ra——

Figiir 14:Doku MDA diizeyleri

Otuz dakika iskemi uygulanan grupta, kontrol grubuna gore doku MDA
konsantrasyonunda anlamii bir artig gozlenmistir ( p< 0.001). Bu artig
reperflizyon grubunda, kontrol ve iskemi grubu ile karsiastirildiginda
devam etmigtir ( p< 0.001). Lamotrigine ile tedavi sonrasinda, reperflzyon

grubuna gore, MDA konsantrasyonunda anlamli bir dugiis gdzlense de (

p< 0.001), bu degerler kontro! ve iskemi grubu MDA konsantrasyonlannin

cok Uzerinde bulunmustur ( p< 0.001).




er bir beyin dokusu, grup igerisinde kendi arasinda kiyaslandidinda,
ontrol grubunda serebellar MDA konsantrasyonu diger dokulara gre

aha az bulunurken ( p< 0 05), iskemi ve tedavi grubunda kortikal MDA
degerleri , reperfuzyon grubunda ise serebellar MDA diizeyleri diger

:_j'dokulara gore anlamh derecede fazla bulunmustur ( p< 0.01).

4-DOKU KONJUGE DIiEN DUZEYLERI

Beyin dokusu konjuge dien igeriginin iskemi ve reperflzyona gore degisimi

Tablo 7'de gortimektedir

Tablo 7: Doku konjiige dien diizeyleri (nmol hidroperoksit/mg
protein)

GRUPLAR | KORTEKS SUBKORTEKS SEREBELLUM

KONTROL. | 0.98:0.06  0.95+0.03  0.98+0.01

. . a’d a a
ISKEmi | 2700010  2.33+0.06 _ 2.2810.09
a,b,d a,b a,b
REPERFUZYON | 4951031 3981019  4.35:0.32
_ a,c a,c ac,e
TEDAVI | 1912079 1.9120.03  2.01x0.05

n=8 (herbir deney grubunda)
Data ortalama+SD olarak verilmigtir
!

ap<0.001 Iskemi, Reperfuzyon, Tedavi vs Kontrol

b p<0.001 Reperfuzyon vs Iskemi

c p<0.001 Tedavi vs Reperfiizyon

d p<0.001 Korteks vs Subkorteks ve Serebellum

e p<0.01 Serebellum vs Korteks ve Subkorteks

Otuz dakikalik iskemi periyodunu takiben her ¢ beyin dokusu konjlige
dien miktarinda istatistiksel olarak bir artis meydana gelmistir (p<0.001),
Reperfuzyon grubunda ise bu artig hem kontrol grubuna hem de iskemi
grubuna goére devam etmistir [skemi olusturulmasindan hemen sonra
Lamotrigine tedavisi ile, hem iskemi hemde reperflzyon grubuna gdre
konjuge dien miktarinda anlamit bir dugus gerceklegmistir (p<0.001) fakat

tedavi grubunda konjiige dien miktarlari, kontrol grubunun ¢ok Uzerinde

bulunmustur (p<0.001).




Doku Konjiige Dien Diizeyieri
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Figiir 15:Doku konjige dien diizeyleri

Kortikal, subkortikal ve serebellar béige konjuge dien konsantrasyolan her
dért grup igerisinde kendi arasinda kiyaslandiginda, iskemi ve reperflizyon
grubunda kortikal konjuge dien konsantrésyonu, subkortikal ve serebeliar
konjuge dien konsantrasyonlanindan yiiksek bulunurken (p<0.001), tedavi
grubunda serebellar konjuge dien konsantrasyonu, diger bolgelere gore

anlamh derecede artmis bulunmustur (p<0.001).

5-DOKU TiYOL GRUPLARI KONSANTRASYONU

5

Beyin dokusunda tiyol gruplarinin iskemi ve reperfizyona gore degisimleri

Tablo 8‘de goriiimektedir.

Tablo 8: Doku tiyol diizeyleri (umol/mg protein)

GRUPLAR | KORTEKS SUBKORTEKS SEREBELLUM
d
KONTROL | 126.63 + 3.87 119.67 £3.97 115.29 +4.07
- ‘ a ae a
ISKEMI | 8116+3.74 65.50+1.28 83.33%1.97
) a,b,f _ a;b a!b
REPERFUZYON | 7579+2.84 60.09+1.71 67.80 +1.60
. a,c,f a,c a,c
TEDAVI | 103.58+1.63 96.90+1.26 92.21+206

n=8 (herbir deney grubunda}




éta ortalamaxSD olarak veritmistir

iskemi, Reperfiizyon, Tedavi vs Kontrol
4 Iskemi vs Reperfiizyon

001 Tedavi vs Iskemi ve Reperfuzyon
p<0.05 Korteks vs Subkorteks ve Serebellum
&p<0.001  Subkorteks vs Korteks ve Serebellum
£p<0.001 Korteks vs Subkorteks ve Serebelium

Doku Tiyol Diizeyleri

80 7 O Korteks 4
I Subkorteks o

& Serebelium

60 1

umolimg protein

40 4

Kontrol Iskemi Roperfiizyon Tedavi

L=

Figiir 16:Doku tiyo! diizeyleri

Otuz dakikallk iskemi periyodunu takiben, her (¢ beyin dokusu tiyol
gruplaninda istatistiksel olarak anlamh bir disus gozlenmistir ( p< 0.001).

Tiyol gruplarindaki bu dusus, reperfuzyon grubunda, kontrol grubu ve
iskemi grubuna gére istatistiksel olarak devam etmistir ( p< 0.001, p< 0.05

sirastyla).

Lamotrigine tedavisi ile, doku tiyol gruplarinda, iskemi ve reperfuzyon
gruplarina gore artis meydana gelse de ( p< 0.001), bu konsantrasyonlar
kontrol grubuna gore istatatistiksel olarak dusiik bulunmustur ( p< 0.001).

Kontrol (p < 0.05), reperfuzyon ve tedavi (p< 0.001) gruplannda, kortikal
boige tiyol gruplart konsantrasyonu subkortikal ve serebellar béigeye gore
yilksek bulunurken, iskemi grubunda subkortikal tiyol konsantrasyoniari,

kortikal ve serebellar bdlgeye gore daha az bulunmusgtur




5.D0KU KARBONIL DUZEYLERI

geyin dokusu karbonil igerigi'nin iskemi ve reperfizyona gore degisimi

Tablo 9'da goriimektedir

Tablo 9: Doku karbonil diizeyleri (mol karbonil/img protein)

“ GRUPLAR | KORTEKS SUBKORTEKS SEREBELLUM

| 0534007 0.48:0.09  0.53+0.05

a,f a a

| 0.66:0.05  0.71+0.07  0.7510.05

. a,b,f a’b a,b
REPERFUZYON | 113:0.06  1.18+0.05  1.17£0.05
- c,d c,d,e,g c,d
TEDAV | 056:0.05 061+0.06  0.55:0.04

n=8 (Herbir deney grubunda)
Data ortalamazSD olarak verilmistir.

ap<0001 Iskemi, Reperflizyon vs Kontrol

b p<0 001 Reperfizyon vs Iskemi

¢ p<0.001 Tedavi vs Reperflizyon

dp<0.05  Tedavivs Iskemi

ep<0.05  Tedavivs Kontrol

fp<0.05 Korteks vs Subkorteks ve Serebellum
gp<0.05  Subkorteks vs Korteks ve Serebellum

Doku Karboni! igerigi

5

01 Korteks
Subkorteks
3 Serebellum

£
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Kontrol lakemi Reperflizyon Tedavi

Figlir 17:Doku karbonit diizeyleri




Otuz dakikalik iskemi periyodunu takiben her Ug beyin dokusunda da
Kkarbonil igerigi kontrol grubuna gére anlamit olarak artmistir (p< 0.001).
eperfuzyon grubunda ise bu arts, kontrol ve iskemi grubuna gore

_;-fstatistiksei olarak devam etmigtir { p< 0.001). Tedavi grubunda ise, her

‘iic beyin bolgesinde, karbonil olusumunda reperfuzyon grubuna gére ( p<
'0.001) ve iskemi grubuna gore ( p< 0.05) istatistiksel olarak hir azalma
.:belirienmi@tir Sadece subkortikal bdlgede, kontrol grubuna gotre daha

fazla karbonil icerigi tespit edilmistir ( p< 0.05).

Her tic beyin boigesindeki karbonil kontent olugumu, deney grubu
icerisinde kargilagtirldiginda; iskemi ve reperfuzyon grubunda kortikal
karbonil  konsantrasyonu, subkortikal ve  serebellar  karbonil
konsantrasyonundan daha diisiik bulunurken ( p< 0.05), tedavi grubunda
subkortikal karbonil konsantrasyonu diger bolgelere gére daha fazla

bulunmustur ( p< 0.05).




V-TARTISMA

‘gtrok, kafa travmasi veya kardiyak areste bagll olarak meydana gelen
serebral iskemi, en oOnemli kalici sakathik sebebidir. Global serebral
iskeminin prototipi kardiyorespiratuvar arestir. Olayl baglatan sebepler
dikkate alinmazsa; kardiyak arest, vital organlara 6zellikle beyine oldukga
zarar vermektedir Klinisyenin dikkat etmesi gereken bir husus, basarth bir
resiisitasyonun sadece normal kardiyak ritmin veya hemodinamigin
saglanmasi demek olmadigidir Resusitasyonun biling, kuvvet ve hayatin
yeniden saglanmasi oldugu ve esas amacin mentalitenin yeniden
kazanilmas! oldufu unutulmamahldir. Bu sebepten, kardiyopulmoner
restisifasyon  fenomeninin, kardiyopulmoner serebral restsitasyon

fenomenini de igine alacak bir sekilde genisletiimesi gerekmektedir (71).

Son yillarda resisitasyon alaninda yeni gelismeler olmustur, fakat bununla
beraber norolojik iyilesme, resusitasyon tibbini kisitlayan en dnemli faktor
olma ozelligini korumaktadir Ulkemizde bu alandaki istatistiksel bilgiler
kisthdir. ABD’de yida 800000 den fazla kardiyak res(sitasyon
gerceklestiriimektedir. Hastaneden taburcu olma oranina bakilarak
hastalarin yasama sansi % 20 nin altinda olup % 12 ye kadar
dismektedir. "Brain Resuscitation Clinical Trial 1" adlt ¢alismadan
alinan bilgilere gore; arest zamaninin 6 dakikadan daha uzun olmadigi ve
reslisitasyon zamanininda 30 dakif(ay! asmadi§i vakalarda, hastalarin %
50 si ndrolojik olarak herhangi bir defisit gostermemiglerdir Resusitasyon
zamani 30 dakikay! agtiinda, hastalarin sadece % 3 U nérolojik diizelme
gOstermistir. Arest zamani 6 dakikay! agan fakat restsitasyon iglemlerinin
5 dakikadan daha kisa stirdigl vakalarda da, hastalarin % 50 sinde
olumlu sonuglar alinmigtir. Tum vakalar ele alindiginda, arest zamaninin
15 dakikayl gectigi durumlarda hicbir hastada iyilesme gézlenmemistir.
Kardiyopulmoner resusitasyon, tam bir standarta sahip olmayan, yeterince
gelismemis bir tibbi miidehale olma 6zelligini korumakta ve aragtirmaya
dayanan yeniliklere ihtiyag duymaktadir. Klinisyenin dikkat etmesi gereken
bir konu da; incomplete serebral iskeminin siklikla olustugudur. Ozellikie

laktat birikimi, beyinde iyilesma periyodunu geciktirmektedir. Yetersiz kan
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_akimi asidoza neden olmakia, aerobik olarak metabolize olamayan glukoz
:'.:da asidozu arttiracaktir (1,72).

Beyin total vicut agirhiginin % 2 sini olugtursa da, bir kardiyak atimin % 20
sini almaktadir. Beyin, serebral kan akimini { CBF ) koruyabilmek igin sabit
pir sekilde glukoz ve oksijene ihtiyag duymaktadir. Beyin hemen hemen
tum enerji inhtiyacini glukozun oksidasyonundan saglamaktadir Kan
akiminin herhangi bir sebepten dolay! kesilmesi durumunda, beyinde iki
fizyolojik mekanizma Onem kazanmaktadir. Bunlardan en onemlisi
otoregtitasyondur. Normal bir beyinde otoregliasyon; 50 mi / 100 gram
beyin / dk lik CBF yi korumaktadir. lkinci protektif mekanizma "Cerebral
metabolic requirement for oxygen ( CMRO, ) "dir. Bu mekanizma ile
kan, metabolik ihtiyaglar daha snemli olan fokal beyin bolgelerine
kanalize olmaktadir. Patolojik olaylar kaskadi iskeminin baglamasi ile
dakikalar icinde olugmaya baglamaktadir. 6-8 dakika icinde, santral
iskemik bolgede kalici néronal hasar olmaktadir. Fakat global serebral
iskemide, néronlarin bir kismi iskemiden korunurken, bir kisim noronlann
subpopiilasyonlarinda kayip meydana gelmektedir Noronal dejenerasyon
yalnizca iskemik periyod ile irreversible olarak belirlenemez. Arest
sirasinda veya sonrasinda noronal hasara neden olan bazi metabolik ve
hemodinamik diizensizlikler olugmaktadir. Bu mekanizmalardan hangisinin

iskeminin patofizyolojisinde en snemli rolt oynadigini kestirmek gugtur

(73,74).

Enerji ve iyon dengesinin kayb! bir cok degisiklige neden olmakla birlikte,
buniardan en onemiisi beyinde eksitatuar cevaptan sorumiu olan
nérotransmiter giutamatin  ekstraseluler akimilasyonudur. Glutamat

iskemi stresince ik 10 dakikada 5 kat, 20 dakika sonunda ise 10-15 kat

artmaktadir (73).

Kardiyak arest sonrasl serebral perfuzyonun kesintiye ugramast, " no-
reflow " denilen, higbir kan akiminin olmadi§l bir periyoda neden
olacaktir. Bu periyodu multifokal iskemi, kisa global hiperemi periyodu ve
uzamis hipoperflizyon ve sonucta rezolusyon fazi izleyecektir. Global
beyin iskemisi sirasinda veya sonrasindaki bu degisiklikler kompleks olup

tam olarak anlagifamamistir. Ancak bununla beraber néronal hasarn




1ylk bir kismtnin reperfiizyon sirasinda oldugu kesinlik kazanmigtir. Kisa
reaktif hiperperfizyon periyodu olmasina ragmen, yeterince perflize
‘oimamisg, oksijene ihtiyaci ve saglanmasi arasindaki dengelerin olmadig
;;'béyin bolgeleri olacaktr Bu patolojinin muhtamel nedenleride; kan
vigkozitesindeki artig, damar lumeninin fizyolojik kompresyonu, endotelial
‘mikrovillus olusumu ve yetersiz perfuzyon basincidir. lskemi sonrasindaki
re-flow "; yasami ve kardiyak arest sonrasi iyilesmenin Kalitesini
‘belirleyen en  onemli  fakiSrdur (75). Kilinik tecrlbeler organ
reperflzyonunun  doku hasarini arttirdigy  yolundadir, Global beyin
iskemisine neden olan herhangibir olay, hastada kortikal veya tim beyin
yetersizligine neden olacaktir Klinisyen bdyle bir potansiyel patolojinin
varigindan mumkiin oldugunca haberdar olmak mecburiyetindedir ve
resuisitasyondan hemen sonra; kortikal, beyin sapi veya serebellar
fonksiyonlar kontrol altina alacak seri norolojik muayeneler yapmahdir

Norolojik bulgulardaki degisiklikler prognoz acisindan énemlidir (76).

Diger organ sistemieriyle kiyaslandiinda, serebral yetersizligin derecesini
gosterecek standart bir marker yoktur. Serebral perfiizyon basinci ( CPP ),
CMRO, hesaplanmasi, kreatin kinaz-BB ( CK-BB ) izoformunun &lgim

veya elektrofizyolojik galigmalar yapilmaktadir (77).

CPP, CBF'nin yeterliligi hakkinda kaba bir fikir vermektedir. CPP; ortalama
arterial basing ile ortalama intrakraniyal basincin farkidir ve normal olarak
60-80 mmHg kadardir CPP, 30 m;'an’nin altina dugtugu zaman, ndronlar
tehdit altindadir. Normal CBF, 50-60 ml / 100 gr beyin / dk'dir ve normal
bir yetiskin beyninde 700-840 ml / dk'dir Basing akim ile es anlamll
olmadigindan CPP ve CBF arasindaki iligki onemlidir. CPP, 50 mmHg nin
altina dustiigi zaman, CBF azalacaktir. Kritik CBF normalin % 20 si kadar
dusuniimektedir. Herhangibir akim olmamasina gore, beyinin, normalin %
10'undan fazla olan kan akimini tolare edebildigi gosterilmis olsada,

herhangibir akim olmamasi, ¢ok az akim ( normalin % 10 undan az )

olmasina gore daha iyidir (74)

Klinik olarak ilgi CMRO, tzerinde olmasina ragmen, kolayca

dlgulememektedir. Normal degerleri 3-4 mi / 100 gr beyin / dk’dir. CBF'nin
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arteriyovendz  oksijen  farkina  bolumudur, Ekstraserebral  kan
kontaminasyonunu minimumda tutmak igin, CMRO: hesaplanirken, vena
jugularis superior bulbundan kan alinmaktadir. Son yillarda CK-BB de
piglilebilmektedir. Kardiyak arest sonrasindaki ndrolojik hasann
belirlenmesinde bu testin 6nemi vardir. CK-BB nin buyuk bir kismi beyinde
pulunsa da, gastrointestinal sistem, mesane, uterus, prostat ve
damarlarda da bulunmaktadir. CK-BB maksimum seviyelerine iskemiden
05-2 saat sonra ulashgindan, kisa sire igerisinde dlglimesinde yarar
vardir (77,78).

Postkardiyak arest ensefalopatinin patolojisi kompleks olup tek bir
mekanizma icermemekiedir ve postiskemik néronal koruma da tek bir
tedavi yonteminden ziyade multipl tedavilerle daha iyi olacaktir Beyine
yonelik terapotik modeller soyle tzetlenebilir:

a) Kardiyopulmoner serebral resusitasyon, b) Re-flow, ¢) Ventilatuar
destek, d) Hipotermi, e) Farmakolojik destek, f) Hemodilliisyon, @)
Metabolik maniptilasyon, h) Epileptik aktivitenin kontrolu ve onlenmesi, i)

Serbest radikal bagiml hasarin énienmesi.

CMRO, nin azalmasi, intra- ve postresusitasyon néronal korumayla
ilgifidir IndUklenen hipoterminin CMRO:'yi, enzimatik reaksiyon hizlarini
ve ATP tuketim hizlann azaittigi belirlenmigtir, Postkardiyak arest
hipoterminin beyni, reperfiizyon hasarindan korudugu fakat, prekardiyak
arestte uygulanan hipotermide elde edilen sonug kadar iyi olmadigi
gosterilmistir. 28 °C ~ 32 °C lik hipotermi, noronlarda protektif oimusg fakat
ventrikiler fibrilasyona neden olmustur. 34 °C lik hipotermi, kardiyak yan
etkileri olmaksizin hayvan modellerinde protektif olmustur Hipoterminin
serebral proteksiyondaki rolu multifaktoriyeldir. Bu koruma serbest radikal
olusumunun, bazi enzimatik aktivitenin, eksitotoksisitenin baskilanmasi ve
membraniarin  direkt  proteksiyonu ile olmaktadir. Beyin Isisinin
dissurulmesi, intrakarotid soguk salin bolus enjeksiyonu veya kafa

cevresine buz torbasi yerlestiriimessi ile gergeklestiriimektedir (78).

Bir gok hasta tibbi mudehaleyi, iskemiden dakikalar veya saatler sonra

aldigindan, etkili bir tedavi protokoliinin uygulanmasi sarttir. Hayvan
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deneyleri; ciddi iskemide dakikalar, orta dereceli iskemide ise saatlerin
enfarkta yol agan olaylar zincirini baglattigini géstermistir. Bununla beraber
ciddi iskemiden saatler hatta gunler bazen de haftalar sonra doku hasar
gerceklegmektedir Yogun iskemik alan ile, normal perfuzyonun devam
ettigi bolge arasindaki peri-infarkt  bolge; yilksek ekstrasellier
nérotransmiter  konsantrasyonu, yaygin  depresyon ve  anoksik
depolarizasyon ile karakterize depolarizasyon dalgalanyla, serbest radikal
olusumu ve enflamasyon ile karakterizedir. Birgok noroprotektif ajan, bu

bolgedeki bu tir patolojilerin baskilanmasi amactyla kullaniimaktadir.

NMDA reseptdr antagonistleri veya kanal biokerleri, hayvan modellerinde
fokal iskemide basarili olmuglar fakat global iskemide bu bagary
gosterememiglerdir. Kanalin buyuk bir ihtimalle aclk oldugu yuksek
glutamat konsantrasyonunda, NMDA reseptor kanalini bloke eden ajanlar,
reseptore baglanmak igin glutamatia yarisma icinde olan ilaglardan teorik
olarak Ustiindirler, Glisin bolgesi ( MDL105572, AEE1021, L687414 )
veya potansiyel poliamin modulatuar bdlgesi ( eliprodil ) antagonistieri,
glisin veya pofiaminlerin farkl allosterik bélgelere baglanmasi, NMDA
reseptor kanal agiimasini etkileyecedinden, ndroprotektif olabilirler. Kanal
blokerlerinin prototipi olan dizocilpine, 1980'lerde strok galismalarinda
kultaniimaya baglanmisgtir. Fakat hayvanlarda cingulate gyrus ndronlarinda
vacuolar degisiklikierin bulunmasi, bu filag ile ilgill gelismeleri
yavaslatmistir  Bu patoloji yilksek dozda diger NMDA reseptor
antagonistlerinin kullaniimas: ile de gdsterilmistir. Non-NMDA reseptor
aktivasyonu, iskemi sirasinda belirgin bir iyon flukst ve eksitotoksisiteye
neden olmaktadir. NMDA reseptérlerinin aksine, iskemik bolgedeki asidik
pH'tan dolayr inhibe olmamaktadirlar. NBQX gibi quinoxaline ve
quinoxaline-dione turevleri hem fokal hem de global iskemi modellerinde
basarili olmuslardir. Ozellikle NBQX, NMDA reseptor antagonistlerinin
basarth olamadiyi ciddi global iskemide oldukga baganlh olmustur
(79,80,81).

Serbest oksijen radikalleri; lipid, DNA, karbohidrat ve proteinlere zarar
vererek eksitotoksik néronal hasara katkida bulunmaktadiriar. Serbest

radikal olusumu ile kan-beyin bariyeri bozulacak, beyin oédemi ve




|okositlerin iskemik boigeye hareketi ile, kan akiminda degisiklikler
meydana gelecektir. Serbest radikal scavengerlart ve lipid peroksidasyon
inhibitorleri iskemi sonrasinda 6zellikle reperfy'zyonda beyin hasarin
azaltmaktadirlar. 21-aminosteroid olan U74006F, iskemi / reperflzyon
modellerinde noéron hasarnni azaltmistir. U74006F, kafa travmasi, strok ve
subaraknoid kanama sonrast vazospazmdan kaynaklanan iskemik beyin
hasarinda kullanilmigtir  Vazospazm c¢aligmalarinda kadinlar, ilaci
erkeklere gore daha hizli metabolize ettiklerinden, ilag erkeklerde daha
basartll olmustur (82,83). Strok caligmalari hala devam etmektedir.
Polietiten glikol konjuge SOD ( PEG-SOD ), hayvan modellerinde,
reperfuzyona bagll néron hasarint azaltmigtir (84). Kafa travmasina bagh
gelisen strok caligmalarinda hastalar, travmadan sonraki ilk 4 saat
icerisinde PEG-SOD ile tedavi edilmigler 3 ay sonra yapilan
degerlendiriimede, plasebo grubundaki hastalarin % 44’0 6lmis veya
bitkisel hayata girmig iken bu oran tedavi grubunda % 20 olarak
bulunmustur. Spin traplar veya dijer serbest radikal scavengerlari, kan-
beyin bariyerini daha iyi gegtiklerinden, damar igerisinde fonksiyona sahip
olacaklardir ve PEG-SOD veya trilazaddan daha iyi sonug vereceklerdir,
Serbest radikal scavengerlari hayvaniarda gegici iskemi modellerinde
oldukca basarill olmuslardir. Fakat insanlarda, trombolitik ajanlar gibi

reperfuzyonu saglayacak ajanlar ile beraber kullaniidijinda etkilerinin nasii

olacagint gérmek gerekir.

Nadroparin adli dastik molekdl aQIFllkll heparin benzeri antikoagtlanin
strok calismalarinda basarii oldugu gosteriimigtir. Urokinaz, streptokinaz
veya rekombinant doku plazminojen aktivatdrii ( rt-PA ) gibi trombolitik
ajaniar, M l. hastalarinda erken verildiginde basanh olmuslardir ve % 70-
80 damar rekanalizasyonunu saglamiglardir. Fakat % 0.6 gibi dustk bir

ihtimal de olsa fatal beyin kanamasina yol agmaktadirlar (85).

iskemiden saatler sonra, beyaz kan hucreleri iskemik bolgedeki damar
ylizeyine yapisarak kapillerlerin okliizyonuna ve reperflizyonda dahi
bolgesel kan akiminin ttkanmasina yol agmaktadirlar. Beyaz hiicreler kan-
beyin bariyerini iskemiden yaklasik 12-48 saat sonra gegmektedirler. PMN

veya makrofajlardan salgilanan sitokinler ve diger kemoattraktan




k,myasaliar damar duvarl hasarina, hemoraji, 6dem ve doku nekrozuna

neden olmaktadiriar Iskemik hasar, notropeni yapan ajanlaria veya iCAM
veya P-selectin gibi beyaz hiicrelerin endotel ylzeyindeki reseptorlere

yapigmasin! engelleyecek antikorlarla azaltilabifir

Norotransmiter salimimi, Na' kanal aktivasyonu ile depolarize olmug akson

terminalindeki Ca*? kanallarnin aglimast ile olmaktadir. Klinik olarak

sadece L tipi

( Nimodipine ) kanal blokerleri kulianimistir (86). Sitoplazmik veya
mitokondrial yogun Ca'? influksini engelleselerde, Klinik agidan onemili
sonuglar elde ediimemistir. ~ Orimcek  zehirinden  veya deniz
hayvanlarindan elde edilen N kanal blokeri peptidler, nérotransmisyonu
etkili bir sekilde bloke etmislerdir (87). SNX111, klinik olarak gelistiriimeye
calisilan bir ajan olup, hipotansiyon gibi yan etkileri bulunmakta ve bu da,
strok hastalar icin kabul edilemez bir durumdur. Lamotigine, lubeluzole,
rluzole ve fosphenytoin, Na* kanal biokaji ile iyon fluksini azaltmakta ve

akson terminallerinden nérotransmiter salinimini azaltmaktadirlar (88)

Akut iskemik strokta, iskemi olugmasindan sonraki ilk 48 saat igerisinde,
GSH-Px benzeri anti-oksidan aktiviteye sahip olan seleno organik bilesik
ebselen verilmis ve tedavi 2 hafta siiresince devam etmigtir. Mathew
skalasi ve Barthel indeksi kullanitarak, plasebo ve tedavi grubu
kargllastinidiginda, ilk 24 saat igerisinde ebselen tedavisine baglamanin
faydal olabilecegi dustnuimustur. Diger bir calismada, nootropik bir ajan
olan piracetam’in ilk 12 saat icerisinde verimesi ile basarill sonuglar elde

ediimemistir, ancak ilk 7 saat icerisinde verilmesi ile yarar saglanabilecegi

dusiinuimektedir (88).

Gortildugi gibi, global serebral iskemi modeilerinde; naroprotektif etkileri

belirlenen ok az farmakolojik ajan bulunmaktadir ve ilgili calismaiar
henuz pre-klinik agamadadir. Fokal iskemi modellerinde, global iskemi

modellerine gore daha fazla caligma gerceklestiriimistir ve daha fazla

farmakolojik ajanin noroprotektif etkisi denenmigtir, fakat bu ajanlarmn

Klinikte kullanimi yine ¢ok Kisithdir, Bu galigmada amacimiz, fokal iskemi

modelierine gore fazla denenmemis olan, fakat fokal iskemi modellerine




gore uygulanmasi daha kolay olan, global iskemi modelini kullanarak,
glutamat salinim inhibisyonunun biyokimyasal etkilerinin beyin dokusunda
gosterilmesidir. Bu amag ile: bilateral karotid arter okllizyonu ile iskemi

olusturulmus ancak koliaterallerden kan akimi olabilecedi duslnilerek

ratin kuyruk veninden bir miktar kan alinarak hipotansiyon induklenmis ve
iskeminin daha iyi olugsmas! saglanmistir. Ozellikle buytk sehirlerde,
kardiyak arest hastalarimin hastaneye ulastiriimatari zaman almakta ve
hastalar ik yarnim saat igerisinde iskemik periodda olmakta, eger
resitsitasyon basarili ise, hastalar reperfuzyon periyoduna gegmektedirler.
Ayrica iskeminin ilk 10 dakikasinda normalin 5 kati kadar artan glutamat,
20, dakikada normalin 10-15 katni bulmaktadir Eksperimental
prosedirde iskemi siresini 30 dakika tutarak, glutamat saliniminin
nérotoksik etkiyi olusturabilecek duzeylere ulagmasini ve kardiyak arest
hastalarinda da bayle bir patolojinin, pre-resiisitasyon donemdeki etkilerini
aragtirmay! amagladik. Reperfuzyon periyodunun 1 saat tutulmasindaki
amacimizi da soyle 6zetleyebiliriz: . Yapilan hayvan deneylerinde,
reperfuzyonun glnler hatta haftalar sonraki geg etkileri aragtirimis ve
gecikmig noéron olumu olarak da adlandirlan apoptotik degisikliklerin,
reperfuzyonun ge¢  ddnemdeki etkilerinden sorumlu  olabilece§i
belirtiimistir  Ancak  reperfizyonun ilk anlanindaki  biyokimyasal
degisikliklerin arastinldidr galismalar kisithdir. Bu sebeple; erken
reperflizyon donemindeki biyokimyasal degisiklikleri arastirarak, geg¢
reperfuzyon dénemindeki degisikliklere ne tur etkide bulunabileceklerini
ortaya koymayi hedefledik

Caligmamizda doku nitrit dizeylerini Ohta ve ark. nin fluorometrik
yontemine gore olgtik. Bu metodun Griess reaksiyonu ile olgiien nitrit
duzeylerine gére avantaji bulunmaktadir. Belirtilen eksitasyon ve emisyon
dalga boylarnt nitrit icin spesifik olup, pikomol dizeyinde sonug
vermektedir. Griess reaksiyonu ile nitrit duzeyleri ancak mikromolar
duzeylerde dlgtlebilmektedir, ayrica fluorometrik medota goére daha fazla
numune hacmine ihtiyag duymaktadir. Fluorometrik dlgum jle numuneler
1/10 oraninda dilite edildiklerinde bile kesin sonug alinmaktadir. Bilindigi
gibi NO, yart émri gok kisa olan bir molekuldir. Nitrit (NO2) aerobik
sarttarda NO’nun major yIkim urunadur ve NO,, nitrata (NOs) yavas bir
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sekilde oksitlenmektedir. Daha énce yapiian calismalarda, 37°C de beyin
homojenatlarinda nitrit inktbasyonu yapilmig ve 3 saat siresince nitritin
stabil oldugu gozlenmigtir (89) Calismamizda; beyin dokusunun
cikartilarak, homojenizasyon ve santrifigasyon islemieri yapilarak nitrit
slcumine hazir hale gelmesi, 1 saatten az bir siirede, ortailama 40-50
dakika igerisinde gergeklesmektedir ve tim islemler buz igerisinde

yapildigindan, bulunan degerlerin nitrite ait oldugundan stiphemiz yoktur.

Nitrit duzeyleri; iskemi grubunda kontrol grubuna gore, reperfuzyon
grubunda ise hem kontrol grubu hem de iskemi grubuna goére anlamh
derecede artmis bulunmustur. Kontrol grubunda ise serebellar nitrit
duzeyleri diger dokulara goére daha fazla bulunurken, iskemi grubunda
durum su sekilde agikianabilir; Endotelial NOS (eNOS) ve néronal NOS
(nNNQS) iskeminin olugmasi ile artmaktadir. Bunun nedeni de, bu
enzimlerin Ca™%-Calmodulin’e bagimli olarak aktive olmalari ve intraseluler
Ca'? konsantrasyonununda iskemide artmig olmasidir. Reperfuzyon
grubunda ise, nitrit duzeyleri, iskemi grubuna gore 2-3 kat artmustir,
Reperfizyon agamasinda, NOS enzim aktivitesinin hala korundugu,
membran hasarina bagimli olarak intra- ve ekstraseliier iyon dengelerinin
iskemik periyoda gore daha dramatik bir sekilde degiserek, intraseluler
Ca*? konsantrasyonunun iskemik periyoda gore daha fazla bir sekilde
artmis olmasi, nitrit seviyelerindeki artigi agiklayabilir. Ayrica serebral
iskemi sonrasi reperfuzyon agamasinda gozlenen, ndrofransmiter re-
uptake tastyicilarinin perturbasyonu sonucu olugan sekonder glutamat
artist, NO olusumuna yol agabilir ve reperfiizyon sirasinda NO; ve NO3
seviyelerindeki artis bu gekilde agiklanabilir. Global iskemi ve
reperfizyonda sekonder glutamat artiginin etkilerini gosteren herhangibir
calisma bulunmamaktadir. Kontrol grubunda, serebellar nitrit diizeylerinin
diger dokulara gére daha fazia olmasi, nNOS'un  serebellar
lokalizasyonundan kaynaklanmaktadir (90).

Fokal serebra! iskemi modellerinde beyinde NO olusumu gdsterilmistir,
Daha once, fokal serebral iskemi modelinde, nitritin iskemik kortekste,
iskeminin ilk 10 dakikasinda artarak maksimuma ulagtigini ve 1 saat

sonunda da normal seviyelerine dondugunt gdstermistik NOS




twitesindeki bu azalma; hizii NO olugumunun NOS inhibisyonuna neden
5bi|ece§i, aynca NO'nun NOS (zerindeki SH  gruplarmn
rozilasyonuna neden olarak NOS aktivitesinde inhibisyona neden

5bi1ece§i seklinde agiklanmisti (91,92,93).

jobal serebral iskemi / reperfiizyon modellerinde, beyin NO olugumu

dikatorierinin biyokimyasal olarak gosterildigi ¢alismalar gok azdir. Fokal
«emi modellerinde, NOS inhibitorlerinin kullaniimasi hem iskemi hem
reperfizyon modellerinde olumlu sonuglar vermistir. 21-aminosteroid
"frilazad mesylate’in global serebral iskemi modelinde NOS inhibisyonu
.aptlgl ilk defa gosteriimistir (94). Shibata ve ark tarafindan global
iiskemide NO olusumu gosteriimis ve L-NAME ile NOS inhibisyonu
}3yapilm|§t1r (95). Imminohistokimyasal bir galismada, eNOS ve nNOS'un
‘beyindeki  lokalizasyonlan  belirlenmis,  siklooksijenaz inhibitdra

ndometazin ile iskemi dncesi tedavi ile iskemiye bagimh eNOS artigi
bloke edilmistir (96). Ayrica NOS inhibitérleri kullanilarak, biyokimyasal ve
morfolojik olarak degisik beyin boigelerinde, ozellikle hippokampal CAT

bolgesindeki ndroprotektif etkiler gosterilmistir.

Biz bu caligmamizda, voltaj bafimli sodyum kanallarimin blokaji ile
presinaptic membran stabilizasyonu ile glutamat salinimini engelleyen
Lamotrigini  tedavi  amaciyla  kullandik Lamotrigine  iskemi
olusturulmasindan hemen sonra intraperitoneal olarak 20 mg/kg olacak
sekilde verildi. Nitrit olusumunda reperflzyon grubuna gére antamh bir
duslis meydana gelse de, bulunan degerlerin kontrol ve iskemi grubu
degerlerinin oldukga Uzerinde oldugu gézlendi. Bilindigi gibi NOS
aktivasyonu glutamaterjik reseptérlere ve hucre igi arfmig Ca*
konsantrasyonuna baghdir. Lamotrigin ile tedaviyle, iskemiye bagimh
giutamat salinimi inhibe edilerek, glutamaterjik reseptorlere bagimli NOS
aktivasyonu inhibe edilmis olabilir. Ancak sadece ligand-sensitif ca®
kanallarinin, diger bir deyisle NMDA reseptérine bagimh intraselller ca*
birikiminin engellenmesi, NOS veya dider Ca*?-Calmoduline bagiml enzim
aktivitelerinin inhibisyonunu tamamen saglamamaktadir. Intraseluler Ca®
artig!, voltaj bagimli Ca*? kanallanindan, Mg*-Ca ATPaz pompasindan,

Na*-Ca'? antiporter sisteminden devam etmektedir Ayrica membranda




pulunan PLC  aktivasyonu ile olusan 1P, Ca®un endoplazmik
,:._'éﬁkulumdan mobilizasyonuna, sitozolik asidoz da ATP kaybi ile birlikte
Ca+2'un mitokondriden mobilizasyonuna neden olacaktir. Ayrica
}éperfuzyon asamasinda eNOS aktivitesinde de artis meydana
éelebilmektedir‘. Goriildugit gibi, global serebral iskemi ve reperfluzyon
modeilerinde, sadece glutamat salinim inhibisyonu ile NO olusumu
azaltlamamakta, NOS inhibitorleri ve / veya Ca*? kanal blokerleri ile

kombine tedaviye intiyag duyulmaktadir.

Lamotrigin anti-epileptik bir ajan oldugundan, iskemi modelierinde
kullanildigs caligmalar gok azdir. Lamotriginin post-iskemik 10 mg / kg i.v.
verildigi bir calismada, hippokampal hiicre populasyonundaki hasarda %
50 den fazla bir azalma meydana gelmistir (97). Diger bir calismada on
peyin iskemisinden 30 dakika dnce ve diger bir gruba 30 dakika sonra
Lamotrigine verilmigtir ve ratlar 7 ve 28. gunlerde hem histolojik hem de
davranissal olarak incelenmiglerdir (98). Her iki grupta Lamotrigine ile
tedavi ile noron populasyoniarinin korundugu ve tedavi alan grubun
kontrol grubuna gére davranigsal olarak daha iyi sonu¢ verdigi
gozlenmistir. Diger bir galigmada, 5, 10 ve 15 dakikallk BCAO yapilan
gerbillerde, 21 glnluk reperfiizyon sonrasi Morris Water Maze hafiza testi
uygulanmis ve hippokampal pyramidal hucreler incelenmistir. 5 dakikalik
BCAO, hippokampal CAt1 ve CA2 noronlannda ciddi iskemik
dejenerasyona neden olurken, 100 mg / kg p o. Lamotrigin’in hemen

reperfiizyon agamasindan sonra verilmesi ile noronlardaki bu kayip

engellenmistir (99).

Proteinlerin metal-katalize oksidatif modifikasyonlari, birgok fizyolojik ve
patolojik prosesten sorumlu tutuimaktadir. Bu reaksiyonun bélgeye 6zgi -
proteinlerin katyon bagianma bélgesine- serbest radikal hasan ile oldugu
distintlmektedir. Oksidasyon, amino asit yan zincirlerinde karbonil
gruplaninin tesbit edilmesi ile karakterizedir (100). Ratlarda, akciger
iskemi-reperfiizyon hasarinda akciger dokusu protein karbonil iceriginin
iskemi ve reperfuzyon ile arttigl gosteriimigtir (101). Diger bir calismada,
akciger dokusu protein oksidasyonu 2-mercaptopropionyliglycine ile tedavi

sonucu, reperflizyon grubunda %65 oraninda azalmistir (102}).




F31,'“,§;anIarda olusturulan myokardiyal iskemi ve reperfuzyon modelinde,
m’@kard dokusu karbonil igeriginde iskemi ve reperfuzyon ile bir artig
g Qz|enmi§l antittombotik ve fibrinolitik aktiviteye sahip defibrotid ile
tedaviyle protein oksidasyonu azaltiimistir (103). Ratlarda yapilan bir

calismada, yasli ratlarin hippokampal bolgelerinde geng ratlara gére %19
a daha fazla protein oksidasyon urunlerine rastlanmigtir (104).

.Qran!nd
e arkadaslar, ratlarda fokal serebral iskemi ve reperfliizyon

Folbergrova Y
‘modelinde, 1.3 saat arasinda degisen iskemi periyodu ve € saate kadar

suren reperfuzyon periyodu uygulamiglar ve beyin dokusunda proteinlerin
_oksidasyonunu gosteren buiguya rastlamamiglardir (105). Ayrica kardiyak
arest ve reperfuzyon sonrasinda beyin solubl ve ribozomal protein
fraksiyonlarinda da proteinlerin oksidasyonu gosterilememistir (106).
Caligmamizda iskemi ve reperfuzyon sirasinda artmig protein karbonil
icerigi, iskemi  sirasinda  demir  depolarindan  salnan demir
f konsantrasyonundaki aris ve doku proteinleri oksidasyonuna,
oksijenasyonun zeliikle reperfuzyon agamasinda saglanmasi ile neden
olabilecedi seklinde agiklanabilir. Glutamat salinim inhibisyonu ile protein
oksidasyonu hem reperfazyon hem de iskemi grubuna gore anlamii
digude azalmigtir. Literatiirde global serebral iskemi ve reperfizyon
modelinde protein oksidasyonunun gosterildigi galigmalar yoktur. Ayrica
glutamat salinim inhibisyonunun protein  oksidasyonu lizerine olan
etkisinin  gosterildigi fokal veya: global iskemi-reperflizyon modelleride
bulunmamaktadir.

Kan ve doku orneklerinde lipid peroksidasyonunun belirlenmesi lipid
hidroperoksit igeriginin analizi ile olmaktadir. Konjiige dienler, okside
doymamis yag asitleri olup, oksidasyon 230-235 nm de UV absorbans
artisi ile karakterizedir. Diger bir lipid peroksidasyon urunu olan MDA ise,
TBA ile olan reaksiyonu ile karakterizedir.

iskemik beyin hasari kompleks ve multifaktoriye! bir proses olup, enerj

intiyaci ve kargilanmasi arasindaki dengeizlik temel mekanizmayi

olusturmaktadir (1 07).




}skemik hasarda asidoz, demir depolarindan demir mobilizasyonuna
neden olmaktadir Mobilize demir ise reperfiizyon asamasinda serbest
radlikal bagimh lipid peroksidasyon hasarina neden olmakiadir.
Hayvanlarda gergeklestirilen fokal ve global iskemi modellerinde dedisik

kimyasal ajanlarin lipid peroksidasyonuna olan etkileri incelenmigtir

Post-iskemik U-101033E tedavisi, 15 dakikalik global serebral iskemi
sonrasi hippokampal CA1 ve kortikal néronlart lipid peroksidasyonundan
_ korumustur (108). Lipid peroksidasyon ve PLA; inhibitéri EPC-K1 in

iskemni sonrasi hemen verilmesi, CA1 bélgelerindeki ndron hasarin

azaltmistir fakat reperfuzyondan sonra verilmesinin hasar onleme

acisindan bir faydas! bulunamamigtir (109).

Kopeklerde yapilan bir galismada in vitro lipid peroksidasyonu inhibitéri
21-aminosteroid trilazad mesylate (U 74006F), ciddi iskemi asidozuna
sekonder metabolik bozuklugu erken reperfiizyon dénemde engellemigtir
(110). Diger bir lipid peroksidasyon inhibitoru U 78517F gerbillerde tek
tarafll karotid arter okliizyonu sonrasi inrtraperitoneal verilmis ve

postiskemik kortikal noronal nekrozu engelledigi lipid peroksidasyon

tiriinlerindeki azalma ile gosterilmigtir (111).

Horakova ve ark. BCAO ve takiben reperfiizyon sonrasi, maksimum
konjuge dien ve MDA seviyelerini, reperfuzyonun 30. dakikasinda artmig

bulmuslardir. Kisa sureli incomplete iskemiye tabi tutulan ratlarda oksijen

eksikligi, hem beyin hem de kalp dokusunda gok az miktarda MDA

olusumuna neden olmus fakat reperfiizyon asamasinda ol¢lilebilen MDA

konsantrasyonunda bir artig belirlenmistir (112,113).

Calismamizda lipid peroksidasyon urlinlerinden doku MDA ve konjluge
dien duzeylerini belirledik jskemik grupta doku lipid peroksidasyon
Urunterinin artigt, iskemi sirasinda salinan serbest oksijen radikalleri ve
daha gok NO olugumu ile ilgili olabilir. Nitrit ve nitrat duizeylerindeki artis bu
hipotezi desteklemektedir Reperfiizyon grubunda ise iskemi grubuna gore
lipid peroksidasyonu Grinlerinde yaklagik 2-25 kathk bir artig,

reoksijenasyon ile dokularda olusan serbest radikal bagimit hasari




desteklemektedir. Reperflzyon sirasinda, olusan serbest arakidonik asit

radikal hasari igin uygun bir zemin olusturmaktadir.

[skeminin, hiicrenin tiyol havuzunda ve proteinlerin suifidril grup igeriginde
belli bir distise neden oldugu ve bu sartiar altinda reperfuzyonun hiicrenin

mekanik fonksiyonlarinda geri donugu zor bir oksidan hasara neden

olacad! kesinlik kazanmigtir (114).

Tiyoller huicreyi oksidan hasara kargl koruyan &nemli antioksidanlardandir.
Son yillarda bu bilegiklerin NO baglama ve biyolojik sistemierde transport

ile iliskili yeni fizyolojik rolleri tanimlanmistir (115)

Calismamizda 30 dakikalik iskemi ve 1 saatlik reperfuzyon periyodiarini
takiben her ti¢ beyin bolgesinde doku tiyol konsantrasyonlarinda kontrol

grubuna gore antamli dusls meydana gelmistir. Bu dusus su sekilde
agiklanabilir:

Hzellikle iskemi sirasinda NO ofusumu tiyol kaybina neden olmaktadur. in
vitro yapilan bir ¢aligmada NO-salan ajanlardan 3-morpholinesydnonimine
(SIN-1) ve S-nitroso-N-acetylpenicillamine (SNAP), N-asetil sistein, sistein
ve glutatyonun sulfhidril gruplarni hizll bir sekilde kullanmigtir. SIN-1 den
nitrit salmim hizi, N-asetil sistein ve ve glutatyondan stilfidril kayb! ile
paralellik gostermistir (116). Boylece S-nitrozotiyol olusumu ile NO'nun
fiyoller ile stabilizasyonu gosterilmigtir  (115). Caligmamizda iskemi
periyodunda NO indikatérlerinden nitrit ve nitratin artigt ve buna paralel
olarak tiyol konsantrasyonundaki azalma bu gorugil desteklemektedir.

Reperfuzyon agamasinda da tiyol konsantrasyonundaki diistis devam

etmistir. Peroksinitrit anyonu (ONOOQ") protein ve non-protein suifidril

gruplarinin oksidasyonuna neden olan kuvvetli bir oksidandir. Ozellikle
reperfuzyon sirasinda olugan superoksit radikali NO ile birleserek ONOO
olusturmaktadir. Tiyolat iyonunu oksitleyen Hzoz’ni‘n‘aksine, peroksinitrit
anyonu dissosiye olmamig tiyol gruplariyla reaksiyona girmektedir.
Peroksinitréz asit ise, anyonundan daha az bir oksidan ajan olup
oksidasyon hidroksil radikali ve nitrojen dioksit gibi dekompozisyon

irunteri vasitasiyla olugmaktadir (117}
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LiteratUrde iskemi-reperfuzyon hasarinda suifidril konsantrasyonundaki
degigikliklerin gosteriidigi  caligmalar  gok azdir. Myokard iskemi-
reperfizyon hasarinda, myokard dokusu sulfidril gruplan azalmis
pulunmustur (118). Ayrica myokard dokusu kreatin kinaz ve pirlivat kinaz
gibi enzimlerin demir bagimh inhibisyonu, iskemi ve reperfuzyonda
nicresel mikro ortamdaki redoks degisiklikleri duglk molekul agirhikl
demirin mobilizasyonunu arttiracak ve demirdeki redoks degisiklikleri -SH
'érubu iceren enzimierde yapisal modifikasyonlara neden olarak

inhibisyona neden olacakur (112).

Kopeklerde yapilan bir calismada myokard total -SH gruplannda, 90
dakikallk iskemi ve 5 saatlik reperfuzyon saonrasi % 22 azalma olurken
non-protein -SH gruplarinda % 57 azalma olmustur {120). Bindoli ve
arkadaslari ratlarda myckard iskemisi sonrast myokard dokusu -SH grubu
konsantrasyonunda bir degisiklik bulamamuslar ancak reperflzyon
periyodunda % 25 oraninda bir azalma tesbit etmislerdir (121). Chang ve
arkadaslar, plazma total -SH g'rubu konsantrasyonlanm  diger
antioksidanlar ve oksidan urunlerle beraber iskemik strok hastalarinda

belirlemislerdir. Total -SH grubu konsantrasyonlarinda hasta ve kontrol

grubu arasinda herhangibir fark gdzlenmemistir (122).
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Vvil- OZET

iskemik serebrovaskuler hastalikiar, gelismis Glkelerde tctincii en 6nemti
slum nedeni ve uzun sureli disabiliteye neden olan en onemii
patolojilerdendir. Gunumuizde serebral iskemiye bagimll beyin hasarini
onleyecek etkiii bir tedavi metodu hentiz mevcut degildir ve yapilan tum
miidehaleler semptomatik duzeyde kalmaktadir. Serebral iskemi ve
reperfuzyondaki patafizyolojik mekanizmalarin agiga gikmasi ile, deneysel
hayvan modelleri ile, insanlardaki klinik tablo benzeri kontrollu lezyonlar
olusturularak, patofizyolojik mekanizmalardaki basamaklara farmakolojik
olarak miidehale edilmekte ve verilen ajanlarin néroprotektif etkileri
biyokimyasal veya fizyolojik olarak gbsteriimekiedir. Hayvanlardaki
deneysel global serebral iskemi ve reperfuzyon modelleri, insaniardaki
kardiyorespiratuvar arest ve kardiyopulmoner resusitasyonu temsil
etmektedir. iskemi ve reperfuzyona bagmll hasarnn otusumunda ki
hipotezin dnemi buyuktur. Bunlardan birincisi; iskemi sirasinda membran
depolarizasyonu sonucu olusan eksitotoksik amino asit glutamatin
salimimi, digeri ise; reperfuzyon asamasinda olugan serbest radikal
bagimii hasardir.

Bu galigmada ratiarda global serebral iskemi ve reperfiizyon modeli
olusturularak beyin dokusu NO olusumu, lipid peroksidasyonu, protein
karbonil ve tiyol icerigindeki degisiklikler biyokimyasal olarak gosteriimeye
cahigiimistir. Lamotrigine ile t:edaviyle, erken reperfuzyon dénemde
glutamat salinim inhibisyonunun etkileri belirlenmeye gahigimigtir. NO
indikatorlerinden NO2 ve NOs, iskemi sonrasinda kortikal, subkortikal ve
serebellar bélgede artmis bulunmugtur NO; ve NOs seviyelerindeki bu
artis reperflizyon asamasinda da devam etmistir. Lamotrigine ile tedavi
edilen grupta NO indikator seviyelerinde reperfuzyon grubuna gore
azalma olsa da, iskemi grubu NO indikatorlerinden yuksek bulunmustur.

Lipid peroksidasyon urtinterinden MDA ve korijige dienler, iskemi ve
reperfuzyon grubunda, kontrol grubuna kiyasia yuksek bulunmuglardir.
Tedavi verilen grupta ise lipid peroksidasyon grunlerinde reperfuzyon
grubuna gore bir azalma gbzlense de, degerler kontrol ve iskemni grubunun

uzerinde bulunmustur. Protein karbonil gruplarinda, kontrol grubuna gore




iskemi ve reperfiizyon grubundaki artig, tiyol konsantrasyonunda ise
kontrol grubuna gére, iskemi ve reperfiizyon grubundaki azalis, doku
proteinlerinin  iskemi ve reperflizyon sirasindaki oksidasyonunu

desteklemistir.




Viii- ABSTRACT

Ischemic cerebrovascuiar diseases are the third most common cause of
death and first most common cause of long-term disability in developed

countries. There isn’t any clinically effective treatment of cerebral ischemia

but only the symptomatic interventions are possible. After clarification of
the pathophysiologic mechanisms of cerebral ischemia and reperfusion,
controlled lesions, which mimic clinical and pathologic conditions in human
beings, are being performed on animals. By the administration of
pharmacologic agents on different steps of the pathophysiologic
mechanism, the neuroprotection is being shown biochemically or

physiologically.

Experimental global cerebral ischemia and reperfusion models in animals
represent cardiorespiratory arrest and cardiopulmonary resuscitation in
human beings. Two hypothesis- are of great importance in the generation
of ischemia and reperfusion damage. The first one is the release of
excitotoxic glutamate as a result of membrane depolarization during
ischemia and the second one is the free radical mediated damage during
reperfusion. This study was designed to show the NO production, lipid
peroxidation and the change in protein carbonyl and thiol content, in rats
proned to giobal cerebral ischemia and reperfusion. By treating the
animals with Lamotrigine; a glutamate release inhibitor, the effects of
glutamate release has been shown in early reperfusion period. NO
indicators, NO, and NO; have been shown to be increased in cortical,
subcortical and cerebellar brain regions after ischemia. This increase in
NO; and NO; levels persisted and continued during reperfusion. Although
NO indicators were found to be decreased in Lamotrigine-treated group,
they were still higher than ischemic group. Lipid peroxidation products
were found to be higher in all brain regions during ischemia and

reperfusion relative to controls Increased protein carbonyl content and

decreased sulphydryl concentrations confirmed the oxidation of tissue

proteins during ischemia and reperfusion
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