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I-GIRIS VE AMAG

| Amerika Birlesik Devletlerin'de her yil ortalama 800.000 hasta, kardiak
arest sonrasi, hastanede veya hastane diginda uygulanan
kardiyopulmoner resisitasyon ile spontan kan dolagimina kavusmaktadir
Fakat bu hastalarin en az % 60" hastanede yogun beyin hasarindan

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

dénmektedir (1).

Ozellikle buylk sehirlerde, hastalarin acil servislere ulastinimalarinda
kargllagilan zorluklar, "6 dakikalik zaman aralgi” denilen ve
resisitasyon sonucunda hastalarin yasama daha fazla déndikleri zaman
diliminde, gerekli mudehalelerin yapilabilmesine imkan vermemektedir,
Pratikte de, hastalarda resusitasyona baglandigt zaman hasar

mekanizmalarida basglatiimig olmaktadir (1).

Gunumlzde, Klinikte iskemi ve reperflizyona bagimli beyin hasarini
Onleyecek bir tedavi hentiz mevcut degildir. Yapilan midehaleler
semptomatik dlzeyde kalmaktadir. Serebral iskemi ve reperfuzyondaki
patofizyolojik mekanizmalarin acia kavusmasi ile, deneysel hayvan
modellerinde, insanlardaki klinik tablo benzeri kontrolil lezyonlar
olusturularak, bu patofizyolojik mekanizmalarda ki basamaklara
farmakolojik olarak mudehale edilmekte, tedavinin biyokimyasal ve

fizyolojik sonuglari kontrol altina alinarak hasar en az seviyede tutuimaya
caligiimaktadir (1).

Merkezi sinir sistemindeki (MSS) né&ronlanin iskemi ve reperfiizyon
hasarina yatkin olmalari; iki major hipotezin ortaya atimasina neden
olmustur. Eksitotoksik norotransmiter hipotezi; ilskemi sirasindaki

patolojik olaylari, serbest radikal hipotezi ise reperfiizyon agamasindaki
olaylar kastetmektedir (2,3,4).

Afferent inputlari alan noronlar, fazla miktarda glutamatin, iskemiye
bagimii depolarizasyon sonucu salinimina neden olurlar. iskemiye duyarli

noronlarda glutamat, NMDA veya AMPA iyonotropik reseptdrerine



~paglanir. NMDA reseptdr aktivasyonu Ca™ influksina, AMPA reseptdr
':__'aktivasyonu ise Na"' influksina neden olur. Artmig intraseliiler Na*' ise
3Na*'/Ca*? antiporter sistemi ile artmis intraselller Ca'™a neden olur.
: Artrus infraseluler Ca*” ise sitotoksik etkisini degisik yollaria gésterir (1).
Global iskemi sirasinda da glutamat salimminin arttidi kesindir. Fakat
“ NMDA reseptér antagonistlerinin global iskemide néroprotektif etkileri
~ g6zlenmemistir. AMPA reseptor biokaji global iskemide daha iyi protektif
etki gostermistir (1).

Serbest radikal hipotezi ise; néronlann GSH-Px agisindan fakir olmalan ve
fazla miktarda endojen demir icermelerinden dolayi radikal hasarina daha
yatkin olduklarini belitmektedir. Iskemi sonrast yaklasik 4 dakika iginde
beyin ATP diizeyleri tikenmekte ve membran gradientinin kayboimasi ile
intraseliiler Ca™ miktarinda artis olmaktadir. Fosfolipazlarin aktivasyonu
ile serbest vyaQ asillerinde Ozellikie serbest arakidonik asit
konsantrasyonunda artis olmaktadir. Reperflizyon asamasinda ise
serbest arakidonik asit metaboliz-m331 stiperoksit radikallerinin ana

kaynagini olusturmakiadir {3).

Membran lipidlerinin, iskemide Ca*? bagimli lipoliz ile ve reperfizyonda O,
radikallerine bagimli PUFA peroksidasyonu ile hasari; beyin iskemi ve
reperfuzyonunda gorlien Uc fenomen ile agiklanabilir. 1- Reperfiizyon,

duyarlt ndronlarda ultrastriktijrel hasan hizlandirmakta, 2- Intrakraniyal

basingtaki degisikliklerle iliskili olmadan progresif hipoperfiizyon olmakta,
3- Duyarl bélgelerde in-vivo protein sentez inhibisyonu olmaktadir (1).

Bu galismada, ratlarda global serebral Iskemi ve reperflizyon modeli
olusturularak beyin dokusunda NO olusumu, lipid peroksidasyonu, protein
karbonil ve tiyol icerigindeki dedisiklikler biyokimyasal olarak gosterilmeye
calisiimistir. Lamotfrigine ile tedavi edilen ratlarda, bu parametrelerdeki
degisiklikier gosterilerek, erken reperflizyon dénemde glutamat salinim

inhibisyonunun etkileri belirlenmeye ¢aligimstir



ENEL BILGILER
SEREBRAL NORMAL OKSIDATIF METABOLIZMA

SS, fosfokreatin ve ATP'de bulunan yliksek enerji depolarimi kullanarak
;n:'fc'snksiyonla”n' yerine getirir. ATP'nin ADP ve fosfata hidrolizi ile 7
*éi'/anI (29 kJ/mol) serbest enerji agiga gikar. Agida ¢ikan bu serbest
_ ’ rji ile hiicredeki bazi enzimatik olaylar gerceklesir. Sitoplazmadaki non-
-:ékéidatif glikoliz ile ve 6zellikle mitokondrideki oksidatif solunum ile ATP
_t_e_'krar elde edilir. Epileptik ndbetlerde gérilen artmis beyin aktivitesinde
dahi ok az ATP kaybi olugarak, ATP seviyeleri normal sinirarda
:'t:u'tu!maya gaitgilir. ATP dretimi, beynin hicresel iskeletinin ve
:: :n.érotransmiterierin rekonstruksiyonu igin, MSS de glukozun CO, ve
-Hzo'ya oksidasyonuna ihtiyag vardir. Herbir kuilanilan glukoz molekuli igin
38 mol ATP Uretilmektedir. Kapiller endotelde buiunan 6zel glukoz

~ transferaziar sayesinde glukoz, hicresel ihtiyaca goére beyin hucreleri

~tarafindan alinan en énemli substrattir. Otofaji veya otoliz gibi durumlarda
“ beyin, yag§ ve proteinde kullanir. Aglik gibi durumlarda da bazi yag asitieri
~ ve keton cisimcikleride beynin metabolik ihtiyaclarini desteklemektedir.
Fakat bu molekuller MSS'nin ihtiyaci olan tim enerjiyi karsilamakta
yetersiz kalmaktadirlar. Postneonatal periodda, 40 mg/dl 'nin altindaki

hipoglisemi durumlarinda konfiizyon, stupor ve koma ortaya ¢ikmaktadir

(3) \

Beyin normal olarak metabolik rezerviere sahip degildir. Kismi O, ve
substrat azliinda birkag defans mekanizmasini biraraya getirebilir Mutlak

O, azliginda ise, 8 saniye icinde fizyolojik cevapsizlik, ve 10-12 saniye

icerisinde ise elektroensefalografik aktivitede silinme meydana gelir. Total
iskemide ise, glukoz ve glikojen rezervleri bir-iki dakika iginde yok olur
(Tablo 1,2).

Beyin, ylksek enerji ihtiyaclarini kargilamak igin, bir kardiyak atimin
yaki’:a@tk 1/5'i gibi yiksek miktarda kan akimina sahiptir. Gri cevherde
noron ve glial hiicre sayis& fazla oldugundan, kan akimi ve metabolizma
beyaz cevhere gére daha faziadir (5).
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- Tablo 1: Normal insan beyninde kan akimi, glukoz ve oksijen

Fonksiyon

Deger

Serebral kan akimi
“Kullanilan glukoz

_ Kan glukoz seviyeleri
o Dagitilan glukoz

. ‘Kullanilan oksijen

- Kan hemoglobin igerigi
5 Hb O, kapasitesi
Dagitilan oksijen

(8a0,=%95 ve Hb=14 gr / dl)
Efektif dagitilan oksijen

55 mi /100 gr beyin / dk

31 umot / 100 gr beyin / dk
6 umol / ml

330 pmol / 100 gr beyin / dk
156 nmol / 100 gr beyin / dk
0.13-015g/ ml

60 umol / gr

440 umol / 100 gr beyin / dk

330 pmol / 100 gr beyin / dk

Tablo 2: Ciddi beyin iskemisinde zaman aralikian

Fonksiyon Zaman
Elektroensefalografik disfonksiyon 10-12 saniye
ATP kaybi 1 120 saniye
llk néronal hasar 5 dakika
Ciddi néronal hasar 10-20 dakika
{Normoglisemi)

Enfarkt

Normoglisemi 1-2 saat
Hiperglisemi < 1 saat




2.SEREBRAL ISKEMi GESITLERI

iskemi kelimesi; dokulara, kan akiminin tamamen ortadan kalkmasi
-'::.'::seklinde tanimlanabilir. Fakat bu sinirh tanimlama, birgok klinik serebral

' iskemi tipinin  belirlenmesini, 6zellikle patofizyolojik  sonuglarin
degerlendiriimesini zorlagtirir. Anatomik olarak, beyin kan akimindaki
L azalma; fokal ( belirli bir damarin suladig! alana kan akiminin olmamast )

S veya global olarak ikiye ayrilir (Tablio 3}.

Tablo 3: Beyin iskemi gesitleri

Jeografik

Global: Kardiyak arest, ciddi hipotansiyon, anocksemi.

Fokal: Vaskiler okluzyon,

Watershed: Major serebral arterler arasinda makro diisik akim,
arteriolar damariar arasinda mikro distk akim.

Yogunluk

Komplete Asistol veya bliyUk arter oklizyonu

Parsiyel Arterial oklttzzyonlarin gogu

3

Néropatolojik

Otoliz, enfarkt, jeneralize noronal nekroz, selektif
néronal nekroz,

gecikmis postaksonik hemisferik dismyelinizasyon

Fokal ( veya multifokal) iskemi, beyni besléyen bir veya birden fazla
damarin hasara ugramasi sonucu ortaya cikar. Fokal iskemi sonucu
olugsan nérolojik defisit, damarnn besledigi beyin bdlgesinin 6zelligi ile
itgilidir. Fokal iskeminin sebebi; embolik veya trombotik gibi endojen

vaskuler okllizyon veya eksojen vaskiler basi olabilir {(5).



G:lﬁbal iskemi; beynin timiine veya blyiik bir kismina kan akiminin ciddi
brr sekilde azalmasi veya kesilmesi sonucu ortaya ¢ikar. Hasar, Arteria
“Carotis interna veya Arteria Vertebralis'in anatomik dagiim ile paralellik
gi‘jsterebilir veya her iki Arteria Carotis Interna veya Arteria Vertebralis'in
~dagihimiyla uyumlu olabilir. Global serebral iskeminin esas sebebi, total
serebral perfiizyonun, akut hipotansiyon veya asisto! gibi klinik durumlarda
'-}ZﬁfézalmaSIdw‘. Hemorajik veya septik sok gibi ciddi genel hipoperflzyon,
_f.'.'aorta diseksiyonu, kardiyak tamponad veya boyun damarlarinin
tikanmasl, akut kan kaybi veya CO zehirlenmesine bagl olarak ani ve

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

. Global ve fokal iskemi terimleri serebral iskeminin patogenezinin
anlaglimasinda, kan akimindaki dugltsin miktannin belifenmesine gore
daha az dnemlidirler. Komplet veya total beyin iskemisi siklikla kardiyak
asistol ve daha nadiren buylk veya kigik tek damarin okliizyonu sonucu
olur. Parsiyel iskemi ise, fokal vaskiller okllizyon veya global
hipoperflizyon sonucu bir miktar kan akiminin dokulan beslememesiyle

ortaya gikar. Fokal okilzyon lezyon boigelerindeki kan akimini tamamiyia
durdursa da, deneysel ve klinik olarak, iskemik vaskiler yatak merkezinde
dahi, kollateral damarlar vasitasiyla parsiyel perflizyon mumkiin
olmaktadir. Tikanmis damar pélgesi merkezindeki ciddi parsiyel iskemi

sonucu olugsan patofizyolojik olayiar, total iskemi ile aymdir ve merkezi

iskemik bolgeyi, kendisini cevreleyen, ¢ok az kan akimimnin oldugu
bélgeden ayinir Bu bélge iskemik penumbra olarak adlandiriir ve fokal
iskemi tedavisinde tim gabalar, bu bdlgenin yasatiimasina calisilarak

iskemik bdligenin en minimum gekilde tutulmasina ydneliktir (6).

3-GLUTAMAT NOROTOKSISITESININ PATOFiZYOLOJiSI

Hiicrelerde birgok faktorler oksidan strese neden olsa da, beyinde bu
prosesin esas nedeni, iyonotropik reseptdrierin aktivasyonuna neden olan
ndrotransmiter glutamattir. Glutamat ve diger EAA lar, memelilerde
merkezi sinir sistemindeki eksitatuar sinaptik aktivitelerin hemen hemen

birgcogundan sorumlu olup tim sinapslarin yaklasik % 40’indan

M T W = T 6 —



;.::s:almmaktadlr (7). Glutamatin depolarizasyon fonksiyonuna neden olan
.:._'i:'yonotropik reseptorier, kendilerinin en potent antagonistlerine gore
__.'-.isim[endiriimiglerdir: NMDA, AMPA ve KA reseptorleri. Ugli icerisinde en iyi
'karakterize olant NMDA reseptér kompleksidir. Bu kompleks, membrana
yerlegik ve Na’, K*, ve Ca'? a voltaja bagimli olarak oldukga gegirgen bir
- kanaldan, ve dlisin, Zn*?, poliamin ve phencyclidin gibi timi allosterik
" _:3 olarak glutamat badmh kanal acgiimasini etkileyen badlanma
bolgelerinden olugmaktadir (8). AMPA ve KA reseptorleride Na' a
gecirgen kanallarta iligkili olmaktadirlar. Bu reseptérierden her ikiside
digerinin algilama bolgesine kargi belirli bir afinite gostermekte ve
antagonistler agisindan farkiillk gostermemektedirler. Bundan dolayi bu
reseptoriere non-NMDA reseptdrleri denmektedir. Son olarak 4. gesit
glutamat reseptrleri, metabolotropik reseptérler etkilerini G-proteinlerinin
basglattiklari biyokimyasal olaylarta gésterirter. Metabolotropik reseptorler,
glutamatin norotoksik etkilerinin direkt mediatéri olmasalarda, bu
reseptorlerin - alt  tiplerinin  aktivasyonu noérotoksisiteyi daha da

glclendirebilir (9).

Glutamat resepttrlerinin alt Unitelerini kodlayan yaklasik bir dizine gen

izole edilmistir. Non-NMDA reseptérli alt Gnite genleri (¢ sinmitan
olusmaktadir (10):

1- GluR1 - GluR4: AMPA ya yluksek afinite, KA ya dislk afinite
gOsterirler. |

2- GluRS5 - GIuRT: KA ya normal afinite gosterirler.

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

kanal olusturmazlar.

1950 li yillarda, Lucas ve Newhouse; glutamat veya aspartatin sistemik
veriimesi ile yeni dogmus farelerde noral retina dejenerasyonuna
rastlamislardir (11). Daha sonra Olney ve ark. periferik olarak verilen
amino asitlerin, hipotalamus arcuate nucleus (izerinde olan ndrotoksik
etkilerini ve noroeksitatuar giglerini belirlemiglerdir (12). Bu lezyoniarn
karakteristik ozelligi, yilksek glutamat konsantrasyonunun buiundugu

bélgelerdeki nbron hicre gdvdelerine hasar vermesi, uzak ndronlardan
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uzanan aksonlarda ve glia hticrelerinde hasar olmamasidir. Olney,
- noronlara selektif olarak depolarizan aktivitelerinden dolayi hasar veren bu
" EAA grubuna eksitotoksinler adini vermistir. Intraserebral glutamat
. analoglarinin enjeksiyonu ile yapilan ¢aiismalarda, her ug¢ glutamat
iyonotropik reseptor antagonistleri, hiicre gévdesine ozel fakat aksonlari

etkilemeyen lezyonlar olusturmustur (13).

Glutamatin eksitatuar ve norotoksik potansiyelinden dolayl, beynin

ekstraseliller bdlgesinde, BOS'taki konsantrasyonu 0.3 uM iken, beyin

parenkimasindaki konsantrasyonu 3 mM kadardir. Ekstraseliiler

glutamatin primer klirens mekanizmasi, glutamaterjik néronal prosesler ve
glialar Uzerinde bulunan Na* bagdimh ylksek afiniteli transporter ailesidir.
Anoksi veya hipogliseminin neden oldugu enerji eksikligi sonucu,

ekstraselller glutamat konsantrasyonu nérotoksik etkilerini gdsterebilecegi

konsantrasyoniara ulasir (7).

Glutamat reseptérlerinin aktivasyonu, noronal hasara yol agan olaylar
zincirinin  baslamasi igin anahtar rolu oynasa da, her zaman
gerekmeyebilir. Bu durum asafidaki gozlemlerle destekienebilir: 1-
Glutamat reseptor yogunlugu, ndral sensitivite ile orantili degildir (14,15),
2- Aksonlarda ve glialarda glutamat reseptérleri olmasina ragmen, bu
yapilar direkt dejeneratif hasardan korunmuslardir (16,17), 3- Ozeliikle
glutamaterjik inervasyonun oldugu beyin bélgelerinin dejenerasyonu, KA
ve NMDA resepttr agonistlerinin nérotoksik fonksiyonlarini arttirmaktadir
{18,19), 4- Reseptorierin ¢ok kisa aktivasyonundan saatler sonra bile

noronal dejenerasyon baglamaktadir (20).

Bu uyumsuzluklar, arastirmacilar glutamat reseptdr badimhi ndronal

dejenerasyondan sorumiu post-reseptdr mekanizmalara yoneltmistir.

Doku kultirlerinde yapilan ¢aligmalar, glutamat-reseptdr bagimh néronal
dejenerasyonun, zamana ve iyonik bagimitia goére akut ve gecikmis
olarak iki formda olacadint gOstermistir. Nérotoksisitenin akut formu,
néronlarin ozmotik lizisine yol agan agonist variiginda, néronal sisme ile

karakierizedir ve glutamat-bagimh katyon kanallan acik oldugu zaman,

i
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"~ masif H,O influksina neden olan Na' ve CI iyonlaninin ortamdan
uzaklastirilmasi ile 6nlenebilir, Gecikmis ndronal dejenerasyon ise, NMDA
veya KA tarafindan, yuksek konsantrasyondaki agoniste kisa maruz
kalmaktan veya, duslk konsantrasyondaki agonistlere uzun siire maruz
kalmaktan ortaya ¢tkar. Ne NMDA-bagimli gecikmis ndronal dejenerasyon
ne de KA-badimit toksisite, akut toksisitenin blokajl, gecikmis néronal
dejenerasyonun progresini etkileyemeyeceginden dolayl, akut sisme
gbziikmez. Boylece in-vitro gecikmis norotoksisite, in-vivo glutamat-
reseptér badimh  ndrodejenerasyona  benzemekte ve  ndronal
eksitasyondan ayriimaktadir (15,21).

+21

Artmig intrandronal Ca™'un, ndronal hasara neden olmasi igin, uzun stire

yiuksek konsantrasyonlarda bulunmasi gerekir. N&ronun tipine bagl
olarak, intraseltler Ca* artigi, hem voltaj bagimh Ca*? kanallan hem de
NMDA reseptér bagimli Ca*? influksi ile olur. Ca*? ‘un non-NMDA resepttr
bagimh nérotoksisitedeki roli oldukga kangiktir. Molekiler dizeydeki son
galismalar ile, KA/AMPA reseptdr sublinit transkriptlerinin post-
transkripsiyonel diizenlenmesi, kanallarin Ca*® akimiarini iletmesine
neden olmaktadir. Non-NMDA reseptor bagimh Ca* influksi; striatum,
serebellum ve hipokampusta gdsterilmistir. Bununla beraber, Ca'*un,
ortamin KA-bagimli ndrotoksisitesinide &nlemedigi bulunmustur (22,23).
Noronal dejenerasyona yol agan Ca' bagimmh g!utamaf reseptor
aktivasyonu, oksidan strese neden olan birgok ayrn mekanizmanin
olusmasina neden olur. NMDA reseptér bagimh PLA, stimulasyonu,
arakidonik asit saliniminin artmasina ve O, radikallerinin olusumuna
neden olur. Arakidonik asit ve O, radikalleri, glutamat salinimini hizlandinir
ve néronal ve glial transport proseslerini inaktive ederek, geri alimimini
inhibe ederler, boylece kisir bir déngu ortaya cikar. Non-NMDA reseptor
aktivasyonu ve arakidonik asit metabolizmasi arasindaki iligki kesin
degildir. Dumuis ve ark. striatal ndron kiitlrlerinde, non-NMDA reseptor
agonistleri ile arakidonik asit salinimini géstermislerdir (22), fakat Sun ve
ark. KA ile beyin kesitlerinden arakidonik asit salinimini rapor etmislerdir
(24). Artmis intrandronal Ca*, Calpain | gibi, ksantin dehidrogenazi
ksantin oksidaza gevirén peptidaziari aktive eder. Ksantin oksidaz
tarafindan purin bazlarninin katabolizmasida sliperoksit radikali olugumuna

‘ 9
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= neden olur. NMDA ve KA reseptdr agonistleri iki saat icerisinde ATP

o seviyelerinde dugug ve AMP seviyelerinde artisa neden olduklarindan, bu

reaksiyon énem kazanmaktadir. Ayni zamanda laktik asit miktarinda da

snemii bir artis oldugundan, hiicre Fe** depolarn bosaimakta ve Fenton
reaksiyonu ile H,0, den hidroksil radikali olugmaktadir (11).

Dawson ve ark., Ca*? bagimli NMDA reseptdr aktivasyonu sonucu, NOS
tarafindan bazi noéronlarda Uretilen NO’nun, gevresindeki néronlarda da
dejenerasyona yol agtigint 6ne sirmislerdir (25). Doku kiitlirlerinde NOS
inhibitorlerini, NO'ya baglanan rediikte hemoglobini, argininin kiltir
ortamindan uzaklastinlmasini, quiskualik asit ile NOS eksprese eden
noronlarin selektif olarak yok edilmesini deneyerek NMDA toksisitesine
kargl korumay! gostermiglerdir. NO, mitokondrial oksidatif fosforilasyon ve
ribontikleotid redUktaz gibi hicresel prosesleri engellese de, stiperoksit
radikali ile birlegerek peroksinitrit anyonunu olusturur. Olugan ONOO,
asidik ortamda OH olugturur. NOS eksprese eden néronlar, hem NMDA
bagimll hem de NO badimli dejenerasyona direnglidirler. Bunun sebebi
de; NOS eksprese eden makrofajlarda da oldugu gibi, bu hiicrelerin
MnSOD gibi bazi protektif faktdrleri icermeleridir. Bununla beraber dider
laboratuvarlar, NMDA veya glutamat bagimh n&rotoksisitenin NOS
inhibisyonu ile ©6nlenebilecedini konfirme etmemisierdir. Ayrica KA
toksisitesi ve NOS aktivitesi arasinda, rat serebellar hicre kiilturlerinde
tam bir aynima gdsterilmistir. Ayrica, NOS inhibitorieri lle sistemik tedavi
sonrasl, orta serebral arter ligaéyonu sonrasi olugsan beyin hasarinda hem

azalma hem de artma rapor edilmistir (26,27).
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T KA/AMPA Voltaj-Sensitif NMDA Na'/K'
. Reseptbrieri Kanallar Reseptorii ATPaz

- {:}

Figiir 1: Oksidan strese neden olan glutamat-reseptér bagimmh
mekanizmalar. KA/AMPA reseptérlerinin glutamat tarafindan aktivasyonu fle Na* ve
bazi durumlarda Ca* influksi olmaktadir. Depoiarizasyon sonucu olan NMDA reseptor
aktivasyonu fle Na* ve Ca* influsi gergeklesmektedir, Ayrica depolarizasyon; voita)
sensitif kalsiyum kanallanindan da Ca' influksina neden olmaktadir. Artmig intrandronal
Ca*, PLA, aktivasyonu ile arakidonik asit kaskadini, calpain aktivasyonu ile de XDH
enziminin XO'a ddnlsimine ayrica nNOS aktivasyonu sonucu NO olugumuna neden
olmaktadir. Bununla beraber depolarizasyon, Na'/K* ATPaz tarafindan ATP kullanimini
arttirmakta, bu durumda oksidatif fosforilasyonun artarak O,” olugumuna neden

olmaktadir

Bu farkh bulgular, seliler ortamin redoks durumundaki degisikliklerinden
kaynaklanmaktadir. Daha Oncede rapor edildi§i gibi, siperoksit
miktarindaki artig, peroksinitrit olugsumunu arttirabilir, azalls ise NMDA
reseptdr tiyol grubunun S-nitrozilasyonunu arttirarak, reseptér down-

reglilasyonunu ve nérotoksisiteden korunmayi saglayabilir (28).
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Glutamat iyonotropik reseptorlerinin oksidan strese yol agan birgok prosesi
aktive etmeleri, oksidan stresin gergekte noronal dejenerasyonun itk
“'gebebi olmasini gerektirmez. Ug gergedin; oksidan stresin epifenomen

: veya sebep olma agisindan kritik nemi vardir,

1- O, radikalleri irreversible hasar periyodunda uUretiimektedirler, 2-
Oksidan hasar gergegi vardir ve 3- Serbest radikal scavengerlarn ve
inhibitérleri  néronal  dejenerasyonu  dnlemektedir. O, radikallerinin
olusumunda birgok farklt mekanizmanin varhi§i ve deney sistemlerindeki
farkli sonuglara ragmen her ug kriter de hem NMDA hem de non-NMDA

resepttr agonistleri agisindan uyumlu gézukmektedir.

Serbest radikalierin non-NMDA reseptdr bagimh nérotoksisitedeki rolleri

de dnem kazanmaktadir. In-vivo ve in-vitro calismalar sonucu, KA bagimli

nrotoksisite sonucu lipid peroksidasyon Urlinlerinde birikme gosteriimis,
antioksidanlarla  tedavi sonucu lipid  peroksidasyonunda ve
norodejenerasyonda azalma gosterilmistir. ldebenone, NMDA reseptor

foksisitesini engellemeden, intraserebral KA veya quisqualik asit

toksisitesini azaltmigtir.

Oksidan stresin neden oldugu glutamat badimh norotoksisite formunun
giutamat badiml iyon kanallarndan ziyade, glutamatin baglandig: sistin
transporterlarindan  kaynaklandi§i belilenmistir. Noéral-retina glioma
hibridoma N18-RE-105 hiicreleri kullanilarak, 8 saatlik artmig glutamata
maruz kalmanin, bu ndron benzeri hucrelerde dejenerasyona yol actig

Murphy ve ark. tarafindan gésterilmigtir (28).

Sitoplazmik membran blebbing, noritik proseslerde kirilmalar, ¢ekirdek
kondansasyonu hucre lizisinin habercisidir. Sitotoksisite icin ortamda
Ca'?a ihtiyag duyulsa da, glutamat badmmli katyon kanallarinin
aktivasyonu ile uyumsuz olarak, glutamatin orta dereceli depolarizasyona
(+5mV) neden oldugu hucre igi elekirik kayitlan iie gosterilmigtir.
Glutamatin sitotoksik gticl, ortamdaki sistin konsantrasyonu ile ters
orantth bulunmustur. Sistin eksikligine bagh olarak, hiicrede progresif

olarak glutatyon konsantrasyonu diser. Bundan dolayl hicre icinde
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madde birikimi sOzZ konusudur. Bu oksidanlar,
iéfOﬂuorescein’in okside fluoresan Urlne dénugmesi ile gOsterilmistir,

fna alfa-tokoferol veya idebenone gibi antioksidantarin ekienmesi, geg

'nyodda bile, giutamat toksisitesine kargi korumus, intraseililer oksidan

.iki"'r'nini tnlemis, fakat glutamat azalmasini geri déndiirememistir (30).

F’.LA;I‘H” veya lipoksijenaziarla olan arakidonik asit metabolizmasinin
('f'sgmboksijenazlarla olan metabolizma hari¢) inhibisyonu, glutamat
oksisitesine kargt koruma sadlamig ve itk yolun Snemli bir oksidan
kaynagl oldugu gdsteriimistir. Kinonlarin  2-elektron rediiksiyonunu
ggg|ayan kinon redukiaz enziminin induksiyonu glutamatin yararihgini
éialtmi§' enzim aktivitesinin inhibisyonu ise glutamat {oksisitesini
:__'.':éi'ttlrmli,;’ilf (31).

.Choi Rothman ve Oiney; EAA reseptorierinin fazla miktarda
aktivasyonunun, bir dizi intraseliler biyoklmyasal olay| baglatarak néronal
~ hasara neden olacagini btldlrmlglerdir Immatir beyindeki eksitotoksik
noronal hasar selektif EAA reseptdr antagonistleri ile inhibe
edilebilmektedir. Her bir EAA reseptor alt tipi, asin reseptér aktivasyonu
durumunda, hem geligen beyinde hem de yetiskin beyninde nb&ronal

hasarla sonuclanacak olaylar zincirini baglatmaktadir. NMDA, quisqualate

ve KA gibi glutamat analoglarnnin in-vivo eksitotoksik etkilerine karsin,
glutamat badimli in-vivo toksisite, sadece metabolik stres gibi
durumlardaki presinaptik alim sisteminin agir yiklenmis veya baskilanmig
oldugu durumlarda gergeklesir (11).

EAA nérotoksisitesinin altinda yatan mekanizmalar, in-vitro ¢alismalara
dayandirtlarak 2 ana baghk alinda incelenebilir. Birincisi; ndronal
membranlarin depolarizasyonudur. Na™ influksim sekonder pasif CI* ve
H,O influks! takip eder. Bu durumda noronlarda sismeye neden olur, Ikinci
step ise; Ozelikle NMDA reseptdr/kanal aktivésyonu sonucu agin Ca*?
influksi, ikinci mesajcil sistemin aktivasyonu, internal Ca*™ depolarinin
mobilizasyonu, lipazlarin ve proteazlarin aktivasyonu, serbest yag
asitlerinin ve serbest radikallerin olugumu, mitokondrial fonksiyon kaybi ve

enerji depolarinin kayb ile karakterizedir. Bu hticresel degisiklikler, néron
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iskeletini ve membran yapilarini bozarak, néron Slumune neden olurlar,
Metabolik stres veya hiicresel enerji yetmezliginde, yitksek afiniteli EAA
alimi, bu prosesin yiksek enerjiye bagimli  olmasindan dolayi

* pozulacaktir. Gergekten, intraserebral NMDA enjeksiyonu akut veya gegici

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

| Sinaptik aralikta EAA birikimi, EAA reseptdr aktivasyonunun uzamasina
neden olarak, devamli bir membran depolarizasyonuna ve asin miktarda

iyon fluksuna neden olacaktir. Hicreden Ca™ *

un digari atilmasi ve
noronal membraniar arasinda iyonik dengelerin saglanmasi enerjiye
bagiml oldugundan, asiri néronal aktivasyonun, hiicrenin enerji ihtiyaci ve
mevcut enerji depolarn arasindaki dengeyi bozmast muhtameldir. Enerji
azalmasina neden olan fizyolojik faktérler, EAA bagmmli norotoksisiteye

katilabiiifler (11).

Béylece eksitotoksisite; kritik olarak artmug intraseliiler Ca*? seviyelerine
ve kontrol edilemeyen otolize neden olan asin ve devamli 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 igin ylksek afiniteli geri alim
sisitemleri bozuk ise, artmis sinaptik EAA konsantrasyonlan, EAA reseptdr
aktivasyonunun devam etmesine neden olabilir. Ayrica artmig presinaptik
salinim, EAA'ann sinaptik konsantrasyonunu arttiracakiir. Bununla
beraber, post-sinaptik hticredeki enerji metabolizmasindaki dedisikiikler,
normal EAA fonksiyonu ve eksitotoksisite arasindaki dengeyi
belirleyecektir. Ornedin; intraseliler homeostatik olaylar, normal sinaptik
aktivitede eksitotoksisite olugmasini engellemektedir. Bununla beraber, bu
mekanizmalar, enerji metabolizmast bozuldujunda fonksiyonlanni
kaybederler ve eksitotoksisite gelisebilir (11).

EAA reseptorlerinin, ozellikle NMDA alt gruplaninin agin aktivasyonu;
hipoksi-iskemi, hipoglisemi, epileptik ndbetler, fiziksel beyin travmasi ve

Huntington Hastaligi gibi kronik ndrodejeneratif hastaliklar, Alzheimer
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':"';—l.éstallgls Lathyrism ve amyotrofik lateral sklerosis gibi birgok néronal

jf;'hésann patogenezinden sorumlu tutulmaktadir (11).

‘Birgok arastirmact, selektif NMDA reseptor-kanal inhibitorierinin fokal
.".';skemiden Once veya sonra veriimesi ile beyin hasarinin ciddiyetinin
- azaldigint deneysel olarak goéstermiglerdir. NMDA reseptér antagonistieri,
“bunlar gibi akut ve kronik nérolojik hastaliklarin yeni bir kiinik tedavi

“modelini tesgil edebilirler.
 4.SEREBRAL iSKEMIDE GLUTAMAT KAYNAGI

Beyine kan akimimin durmasi ile ATP seviyeleri azaimakta, bu da
glutamatin eksitotoksik saliniminin durmasina neden olmaktadir. Gunki
bu proses te ATP bagimlidir. O halde iskemik beyin dokusunda glutamat

effluksi nasi! olmaktadir?

Noronlarda ve glialarda g!htamattn normal ekstraselller
konsantrasyoniarint mikromolar seviyede tutan ftransport molekdller
fonksiyonlarini yerine getirememektedirler. Ayrica glutamatin néronal ve
glial membranlardan transportu, membran potansiyeline ve Na* ve K’
iyonlarinin - membran Gzerindeki dadilimmna baghdir. ATP seviyesi
distiigunde; beynin total ATP'sinin % 40'Indan fazlasint kulianan Na*/K’
ATPaz, Na' ve K" gradientini koruyamayacaktir Boylece glutamat
transportunu saglayan kuvvet kaybolacak ve eksiraseliiler glutamat
konsantrasyonu, intra- ve ekstraseliiller iyonlar ve amino asitier arasinda
yeni bir denge saglanincaya kadar artis g&sterecektir Sonugta
ekstraseiller glutamat konsantrasyonu sifotoksik seviyelere ulasacaktir
(32).

Noronal somata ve dendritler, iskemide glutamati hizii bir gekilde
salmaktadiriar. Iskemide glia ve néronlar farkli davranmaktadiriar. Bunun
sebebi de; néronlarnin Na*/ K™ ATPaz tn fonksiyon kaybi sonucu membran
potansiyelindeki duslis ile aktive olan, voltaj bagimii Na® kanallari
icermesidir. Bu da anoksik depolarizasyon sonucu, glutamat transportunu

saglayan tum kuvvetlerin ortadan kalkmasina neden olmaktadir. Glialar,
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’ taj bagimh Na® kanallarini daha az igerdiklerinden, depolarizasyonun
-fg_g,masx daha uzun slirmektedir. Boylece ndronlardan giutamat kaybt

“olurken, glialar hala glutamat geri alimina devam etmektedirler (33),

: S..inir terminalleri  depolarizasyon ve iskemiye oldukga direng
_..;'gc")stermektedirler‘. Cok az miktarda glutamat, terminallerden iskemi
“girasinda salinmaktadir. Heniiz kesin olarak gdsteriimemis olsa da, bu
'_f'f-':terminalierin glutamat transporterlari agisindan zengin olabilecekleri
.-W-'beiirtilmektedir.‘ Ayrica  voltaj badimh Na* kanallarinin  sinir
terminallerindeki dagilimida tam olarak bilinmemektedir {34).

MSS nin selektif olarak vyatkinligi, Parkinson Hastaligt, Huntington
hastalii ve amyotrofik lateral skleroz gibi yasa badimi hastaliklarin
karakteristik ozelligidir. Son 10 yif igerisindeki calismalar sonucunda agir
glutamat bagdimh katyon kanallarinin uyariimasi, deneysel modellerde,
epilepsi, strok ve hipoglisemi durumlarinda néron hasarini baglatan olaylar

olarak suglanmaktadir (35).

5. SKEMIK BEYIN HASARINDA HUCRESEL VE MOLEKULER
MEKANIZMALAR

Son vyillarda iskemik beyin hasarinin mekanizmalar hakkinda bilgiler
artmaktadir Ug major molekluler olay veya olaylar zinciri ilgi odag:
olmustur. Bunlar; artmig intraseliiler Ca*, asin asidoz ve agir serbest
radikal olugsumu sonucu ortaya ¢ikan olaylardir. Bu mekanizmalar ayri

ayri belirtilse de, birbirlerinden izole bir gekilde ¢caligmaziar.
A)-KALSIYUM-BAGIMLI HASAR

Memelilerde  gligiu intraseliler  prosesler  intrasellier Ca*
konsantrasyonunu 10°-10® mol/L. ve ekstraselller Ca™ konsantrasyonunu
da 10° mol/L de tutmaktadirlar. Normal olarak Ca* hiicreye ya voltaj
badimh yada ligand bagimh, 6érmedin NMDA kanallarindan girecektir,
Intraseliiler serbest Ca®, sitozolden transmembran Na® gradientine
bagimii Na*-Ca* antiporteri sistemi ile uzaklagtinlir. Ayrica ATP bagiml

+2

Ca™ pompast da serbest Ca™un uzaklastirlmasinda kullanilmaktadir.
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nt;;;selﬂler Ca'? ya proteinlere baglanir yada endoplazmik retikulum yada
mitokondri tarafindan alinir. Intraseliler Ca™un % 60" mitokondri
arafindan alinmaktadir. Endoplazmik retikulum ve mitokondri tarafindan
f};'f'proses enerji bagimli olup, mitokondride bu proses, i¢ mitokondri
sembranindaki proton elektrokimyasal gradienti ile saglanmaktadir,
skemi sirasinda sitozolik Ca™®un 1000 kat arttgi ve Ca'* bagimh
'-'{p"réseslerin anormal artisi godzlenmisgtir. Hicre yikimina neden oian en

énemli Ca" bagiml mekanizma, fosfolipaziann aktivasyonudur (36).

..:l'htrase!ilier Cada asiri artis, lipazlarin, proteazlarin, endonukleazlarin
: égm aktivasyonuna ve protein kinaziann agin aktivasyonuna bagli olarak
-f-"ta, reseptorlerin, membran kanallarinin ve transiokazlarin fosforilasyonu
_'.'i[e fonksiyon kaybina neden olan, non-fizyolojik bir uyaridir. Akut htiicre
. " hasarina yol acan en onemli olay, sitoskeleton komponentlerini hasara
ugratan ve plazma membrani ve sitoskeleton butinli§lind bozan
proteaziarin aktivasycnudur, Henuz kan-beyin bariyerini gegen ve strok

tedavisinde kullanitan herhangibir protééz inhibitérii mevcut degildir. Diger
dnemii olaylardan birisi de, fosfolipazlar tarafindan baslatilan reaksiyonlar
zinciridir. Enerji yetersizligi, kalsiyum influksi/salinimt ve reseptor
aktivasyonu, fosfolipidlerin PLA, tarafindan hidrolizine neden olur.
Reaksiyon sonucunda lizofosfolipidier ve arakidonik asit gibi serbest yag
asitieri ortaya ¢ikar. PLC nin PIP, ile reaksiyonu sonucu arakidonik asidin
diger bir kaynags olan DAG ve IF"3 olusur. Lizofosfolipidier ve serbest ya§
asitleri, ozellikle poliansature yad asitleri, membran deterjanlarn veya
iyonofor gibi davranarak olumsuz etki gostermektedirler. Aynca arakidonik
asit ise, serbest radikallerin bir kaynadi olarak gosterilmektedir. Arakidonik
asitin vazomotor problemlere neden olmasi ve kan-beyin bariyerinden
molekullerin sizmasina neden olmas! dogrulanmig olsa da, serbest radikal
olugumundaki rolu hala tartigmalidir. Gilnlmuzde, arakidonik asite mal
edilen bu rollerin, sikio-oksijenaz ve lipoksijenaz aktivitesi sonucu ortaya
cikan, ikincil mesajci ofarak kabul edilen ve sinaptik aktiviteyi lokal veya
transsinaptik etkilerle modile eden, oksijene Urunler tarafindan
gerceklestirildigi kesinlik kazanmaya baslamistir. Ornegin; postsinaptik
olarak PLA, aktivitesi sonucu olusan arakidonik asit, presinaptik membran

olaylarnni modifiye edecek metabolitieri olugturmaktadir. 4 lipolitik olay tarif
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édilebi!ir. Bunlar; siklo-oksijenaz ve lipoksiienaz yollarinin  asin

aktivasyonu, platelet aktive edici faktérun (PAF) retimi ve protein

-'-:fkinaziarln aktivasyonudur.,

;:_._:.'PLC"nin PIP, ile reaksiyonu sonucu P, ve DAG olusmakta ve PLA, de
_etanolamin fosfogliseridleri, plazmalojenler ve kolin fosfogiiseridleri
-'f_'uzerine etki ederek, lizofosfolipidler ve arakidonik asidi olusturmaktadir.
DAG'in di- ve monoagilgliserid iipazlar tarafindan yikiimasi ile arakidonik
asit olusmaktadir. PAF olugumuna neden olan ayri bir PLA, - bagimli yol
son ylllarda ©nem kazanmistir. PLA, hicre membranlarindaki
| fosfatidilkolin fraksiyonunun kuglk bir komponenti olan alkil-2-agil-sn-
gliserofosfokolin’e etki ettiginde lizo-PAF ve arakidonik asit olusur. Lizo-
PAF biyolojik olarak inaktif oisa da, asetiitransferaz ile kataliz sonucu,
proenflamatuar olan, platelet aktivasyonunu ve |6kosit aktivasyonu ve

endotel hiicrelere adhezyonuna neden olan PAF olusur.

Beyin dokusunda da PAF icin baglanma boigesi mevcutiur. PAF
antagonistleri serbest yag asidi birikimini epileptik nébetlerde ve iskemide
azalttigindan, PLA, nin reseptorlerle birlesmesini uyarabilir ve arakidonik

asit kaskadinda ampilifikasyon faktdri olarak rol oynar.

Beyin dokusu siklo-oksijenaz ve lipoksijenaz enzim komplekslerine sahip
oldugundan, arakidonik asit® eikosanoidlere metabolize olur. Normal
fizyolojik sartlarda substrat miktan az oldugundan, eikosanoidlerin Uretimi
sivifidir.  Ancak  iskemi  strasinda  arakidonik  asit  birikimi,
prostaglandinlerin, tromboksaniann, |6kotrienlerin  ve prostasiklinin
Gretimini arttiracaktir. Arakidonik asitin siklo-cksijenaz ve lipoksijenaz ile
oksidasyonu igin oksijene ihfiyag oldugundan, bu Uretim reperfizyon
fenomeni olarak kabul edilir. Bununla beraber, bu mekanizmada yer alan
bazi enzimler distik Michaelis sabitine sahip olduklarindan, arakidonik asit

metabolitleri kismi iskemik dokularda da birikmektedir.

Tum S-lipoksijenaz drunleri biyolojik olarak aktiftirter ve birgok metabolit,
11-, 12- ve 15-lipoksijenaz aktivitesi sonucu olusmustur. 5-lipoksijenaz

yolunun en dnemli irund 5-hidroperoksi-eikosatetraenoik asit (5-HPETE),
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:hidroksi-eikosatetraenoik asit (5-HETE)'dir. 5-HETE nin
po'i'imo rfontkleer |6kositler (PMNL) iizerine glgli kemoatraktan etkisi
vardir. Lokotrien B, tin gligil bir kemoatraktan etkisi olsa da, Iékotrien C,,
Dm E,. «slow reacting substances of anaphylaxis » olarak adlandirilir ve
:vézokonstriksiyon sonucu vaskuler permeabiliteyi arttinrlar. Boylece
.I"ékotrienlerin kan-beyin bariyerini hasara ugratarak 6dem olugumuna

neden olduklan bildiriimektedir.

" Serebrovasktler alanda, siklo-oksijenaz Uriinlerinden Tromboksan A,
';..3._(TXA2) ve prostasiklinin (PGl,) etkileri Gzerinde durulmaktadir. TxA,,
o ‘vazokonstriktdr olup agregasyona neden olurken, PGl,, vazodilatasyona
~ ve anti-agregasyona neden olmakiadir. Ayrica PGD,, PGE, ve PGF,, nin
membran ve sinaptik fonksiyonlarin &nemli mediatérleri oldudu
 pelirtiimektedir. TxA, ve PGI, arasinda bir dengesizlik olustugunda, eneriji
yetersizlidinin oldugu dokuda mikrosirkiilasyon bozulacaktir. Boyle bir
dengesiziik arakidonik asit kaskadi sirasinda ortaya c¢ikmaktadir.
Tromboksan sentaz ve prostasiklin "sentaz enzimleri uyarilmig olsalar da,
prostasiklin sentaz serbest radikaller tarafindan inakiive edilmektedir.
Dider bir deyisle iskemi, tromboksan aktivasyonu ile vazokonstriksiyon ve
platelet agregasyonuna neden olmaktadir. Yapilan deneysel galigmalar,
TxA, antagonistleri ve PGI, nin beraber verilmesinin iskemik dokuda kan
akimim olumlu yoénde etkiledigini gbdstermistir  Gerbillerde yapilan bir

calismada, sikio-oksijenaz blokerleri ile iskemi Oncesi tedavi, CA1

bélgesindeki gecikmis ndronal hasari engeilemistir. Aynt bulgular AMPA
reseptér biokerleri ile de elde edilmigtir. Boylece siklo-oksijenaz
metabolitleri, sinaptik fonksiyonun up-regulasyonunu regule eden

mesaijcllar olarak gérev yapmaktadirlar.

PLC aktivasyonu, IP; ve DAG birikimine neden olmakiadir. IP; olusumu ve
intraselller Ca™ artigl, PKC'nin aktivasyonuna ve translokasyonuna
neden olmaktadir Bdyle bir aktivasyon, .reseptérlerin veya iyon
kanallannin  fosforilasyonu ile, membran fonksiyonunda kalic
degisikliklere yol agmaktadir. Glutamat veya NMDA aplikasyonu ile CA1
noronlarinin dendritlerindé intraseliiler Ca**da artis gézlenmistir. PKC

inhibitéru  sfingozin ile kahlci intraseliler Ca™ artigt engellenmis ve
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‘muhtamel mekanizma, kaisiyum kanallarinin fosforilasyon ile up-
'!_'fr-eguiaSyon oldugu yolundadir. Benzer mekanizmalar, gegici iskemi
‘sonrast gorulen gecikmis noron oliminden de sorumlu tutulmaktadir.
EI[I)iger bir PKC antagonisti olan staurosporin, gerbillerde iskemik hasari
'1.éngeliemi§;tir“ Bununia beraber, iskemi sonrasi PKC translokasyona
ugrasa da, aktivasyonunu kaybetmekiedir. Belkide sinaptik fonksiyonun
transient  iskemi  sonrasindaki  up-regulasyonu protein  kinazlarin
;f-_z'deaktivasyonu sonucu olmaktadir. Diger bir gergek te; protein
metabolizmasini  degdigtiren genetik ekspresyondaki  degisikliklerdir
. :?f.'_l'. Kalsiyum, c-fos ve c-jun gibi proto-onkogenlerin ekspresyonuna neden
o olmaktadir. Bu genlerin mRNA’lar gegici iskemi sonrasi artmaktadir. Son
galismalar, iskemi ve hipogiiseminin bir ¢cok blyume faktdru mRNA sini
indukledigini gostermistir.

B)-ASIDOZA-BAGIMLI HASAR

Iskemi sirasinda intraseliller ve ekstraseliiler pH'taki dusls, glikoliz ve
oksidatif fosforilasyon arasindaki dengesizlik sonucudur. Aerobik sartlarda,
1 mol glukoz, 2 mol piruvata dodntsirken 2 mol ATP elde edilir. Piruvat,
piruvat dehidrogenaz enzimi araciigiyla metabolize olduktan sonra,
mitokondride CO, ve H,O'ya indirgenir, 36 mol ATP elde edilir
Hipoksifiskemi, bu metabolik olaylan piruvat oksidasyonu agamasinda
bloke ederek piruvatin laktata dénligsmesine neden olur. Bu reaksiyonu
laktat dehidrogenaz enziminin, [;iruvat reduktaz kismi katalizler. Anaerobik
sartlarda ATP Uretimi dugsecek ve hlucre asidifiye olacaktir. Ayrica, O,
yetersizliginden dolayt mitokondri de Ca* sekestrasyon yetenegini
kaybedecek, intraseliiler Ca**da artig olacaktir. Asidoz ve intraseliiler
Ca*? konsantrasyonu arasindaki dengesizlik iki sekilde agiklanabilir.
Birincisi; artmig intraseliler Ca™ konsantrasyonu, mitokondriyi Ca™*u
almasl igin uyaracak ve mitokondrinin ATP {iretim yetenegini azaltarak
asidozu hiziandiracaktir.  Ikincisi; ¢ok dislik oksijen veya ATP
konsantrasyonlarinda, mitokondri kalsiyumu alamayacak ve inraselller
Ca'*da artis meydana gelecektir. Ayrica serbest H*, Ca'*u baglanma

bélgelerinden serbest hale gegirecektir
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am veya tama yakin iskemide, laktat birikimi, dokunun pre-iskemik
iﬁkoz veya glikojen miktarina baglidir. Boylece asidozun ciddiyeti, pre-
'.}.('emik plazma glukoz konsantrasyonu ile iligkilidir. Global veya &n beyin
,.,s‘]‘(emilerinde intraseliiler pH, 6.2-6.4 arasindadir ve hiperglisemi ile daha
..dé dusmektedir. Pre-iskemik hipergliseminin gegici global veya 6n beyin
._:..i..'skemisine bagli hasan, laktik asit Uretimini arttirarak kotulestirdigi
..f.kesindir. Bu tip beyin hasarinin en 6nemli gostergeleri; 6dem, post-iskemik
;n('jbetler ve hizla gelisen beyin lezyonlandir. Pre-iskemik hiperglisemi

selektif ndron nekrozunu pan-nekroza gevirdiginden, glial hiicrelere

- ve/veya vaskiler endotele zarar vererek enfarkta neden olan predispozan
bir faktordur. Hiperglisemiklerde, kisa iskemi periodiarini takiben, saatler
" sonra gecikmis buylk parenkimal lezyonlar ortaya gikmistir.
Hiperglisemiklerde, enfarkt ve non-enfarkt dokular arasindaki sinir keskin
bulunmustur ve enfarkt bélgesinde, proliferan kapillerler olmaksizin totai
nekroz bulunmustur. Bu da, asidozun mikrosirkilasyonu hasara udratarak
pan-nekroza neden oldugu seklindedir. Hipoglisemikierde ise,
neokorteksin 2. katmanina lokalize enfarkt ve non-enfarkt bolgeler
arasinda keskin bir sinir olmayan, proliferan kapilierler iceren, perifokal
selektif noronal nekroz halkasl igeren lezyonlar bulunmaktadir.

Hipogliseminin, depresyon-benzeri depolarizasyon dalgalarinin

yayilmasina ve eksitotoksik hiicre hasarina yol agan EAA salimimina
neden oldugu bildirilmektedir.

)
Uzun villardir dugtik ekstraseliler pH'in  kalsiyumun voltaj bagimh
kalsiyum kanallarinca ve kasta 3 Na+/ Ca™ degisimi ile fluksunun
gecikmesine neden oldugu bilinmekteydi. Son yillarda ekstraseliiler disiik
pH'in NMDA reseptdr bagimh Ca*? influksini azalttifi yada bloke ettigi

sdylenmektedir. Bu durumun faydali oldugunu sdylemek imkansizdir.

Asidozun hangi mekanizmalar ile yogun doku hasarina neden oldugu

style 6zetlenebilir:

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

laktat oksidasyonunun inhibisyonu, d)- atiliminin inhibisyonu.
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dbié.':.baglmll odem olusum mekanizmasi, Na‘'/H* ve CI/HCO,

ﬁ-tipbftef sistemlerinin glia gibi hiicrelerde simultane sekilde bulunmasina

ayanmaktadir. Bu gibi antiporter giftleri diger hucrelerde de bulunmakta

e hiicre voluminun regulasyonunda gérev almaktadirlar. Bununia
er’éber, asidoz Na'/H" antiporter sistemini aktive ederek H''nin CI/HCO,
stemi ile tekrar geri alimmina neden olursa, Na* ve CI birikimine neden
olan ‘bir kisir déngl meydana gelecek ve ozmotik olarak su ¢ekecektir,

:_D'itifetikler antiporter  sistemlerini  bloke ederek o6dem tedavisinde

ulianiimaktadiriar.

Dustk pH, mitokondride ADP uyanmli oksijen kullanimini geciktirmekte
veya bloke etmektedir. Boylece pH 6 civanna diistilkge gok az miktarda
:"A'TP Uretilmektedir. Mitokondrinin fonksiyonlarini yerine getirebilmesi igin
:pH‘nln arttinlmasi gerekmektedir. Bu da, biriken laktatin oksidasyonu ve
Na'/H* degdisiminin hizlandiriimasi ite mimkiindtr. Maalesef her iki olayda,
dusik pH nedeniyle inhibe haldedir. En azindan bazi dokularda, LDH in
' lakiata olan afinitesi, enzim molekilundeki titre olmug esansiyel imidazol
grubunun olmasindan dolayl asidik pH'ta duslkiur. Bdylece intraselller
pH arttii zaman dnce laktat oksidasyonu hizlanacaktir. Bu da, Na‘/H"
degisimi ile olacaktir. Bununla beraber, dislk pH degerlerinde antiporter
sistem ¢ok yavas calisacagindan, ekstraseliiler pH artincaya kadar H*
atihmi yavas olacaktir. Kan dolagimi yeniden sagdlansa dahi, ciddi asidotik

doku risk altinda olacaktir.
C)-OKSIDATIF STRES

Beyin vucut oksijeninin asin derecede bliylik bir kismini kullanmaktadir,

Enerjisini,  Ozellikle  mitokondriyal  solunum  zincirinin  oksidatif
metabolizmasindan saglamaktadir. Mitokondriler &zellikle ndron hiicre
govdeleri olmak Uzere dendrit, akson ve sinaptik bouton gibi ATPaz'in
néronal membranlar arasindaki iyon déngelerini korudugu noritik
proseslerde de bulunmaktadir. Néronal oksidatif fosforilasyon, néronal
ateslemede farkhiliklar gostermektedir. YiUksek enerjili elektronlarin,
mitokondrial elekiron zincirinde olusturduklan sizint, siiperoksit ve

hidrojen peroksit radikallerinin olugsmasina neden olmaktadir. Mitokondrial
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solunum zincirinin elemanlarini kodlayan genler, hem nukleer DNA
- (NuDNA) hem de mitokondrial DNA (MtDNA) Uzerinde lokalizedir. MIDNA,
~ NuDNA ya gore 10 kat daha fazla mutasyona ugrayabilmekte ve tamir

——

 mekanizmalarinda etkisi daha az olmaktadir. Hiicrese! oksidanlarin biiytik
bir kismina yatkinhigindan dolayr , MIDNA, yasa bagh olarak yaklagik 15
kat daha fazla okside nukleotid icermektedir. Son bulgular, herediter
MIDNA mutasyon ve delesyoniarinin, ndrodejenerasyon ve strok gibi
patolojilerie iligkili oldugunu ve yasa bagh olarak kazanilan mutasyonlarin
glektron ftransport zincirinin etkinligini bozacagini ve oksidan stresi
arttiracagini belirtmektedir (37).

Beyinde eksprese edilen monoamin oksidaz (MAQ), tirozin hidroksilaz ve
L.-amino oksidaz gibi enzimler, normatl aktiviteleri sonucu H,O, {iretebilirier.
Ayrica askorbik asit, katekolaminler gibi bazt néronlarda konsantre olan
endojen maddelerinde oto-oksidasyonu H,O, olusmasina neden olabilir.
Bazi ndronal enzim aktiviteleri de oksidan olugsumuna neden olmaktadir.
Ormegin Ca™ a bagimli Fosfolipaz A, aktivasyonu, arakidonik asit
seviyesini arttirarak, lipoksijenaz ve siklooksijenaz enzimatik yollar
aracihgiyia superoksit olugsumuna neden olurlar, Membranlardan difflize
olabilen, ikinci mesajci NO ise, Ca'? tarafindan aktive edilen NOS
tarafindan sentezlenmekte ve akfivilesi norotransmiter resepttrleri
tarafindan regiile edilmektedir. NO, superoksit ile hizhica reaksiyona
girmekte ve peroksinitrit anyonu olugmakta, asidik ortamda peroksinitrit
ise, hidroksil radikalini olusturmaktadir. Enerji azlig1 ve artmig intraselller
Ca™ varliginda, Ca'*a bagimli proteaz aktive olarak, ksantin
dehidrogenaz, ksantin oksidaza dénitsmektedir. Birikmis hipoksantininde
ksantine, ksantin oksidaz tarafindan donisgtirilmesi ile de, Urik asit,

sliperoksit radikali ve H,0, olusmaktadir. Hidroksil radikali, en fazla reaktif

olan radikaldir ve bilinen hig¢bir enzimatik reaksiyon tarafindan direkt olarak
olusturulmamaktadir. Hidroksil radikali, H;_,Oz‘nin yavas dekompozisyonu
sonucu olugabilir. Fakat bu proses, Fenton reaksiyonunda oldugu gibi Fe™
tarafindan hizlandirilabilir. Yukarida belirtilen hlicresel oksidanlara karsi,
beyinde oksidan dilzeyini diglrmek igin bazt defans mekanizmalari

bulunmaktadir.
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‘Beyin fazla miktarda PUFA igerdiginden, serbest radikal ataklarina daha |
‘duyarhdir. Membran lipidlerindeki ¢ift badlarda bulunan H' atomlar
:.:'5zeiiikle hidroksii radikalleri tarafindan kolayca taninmaktadir, PUFA
..iginde olusan karbon radikalide, molekiler yapisinda degisiklik gostererek
_.daha stabil bir bilesik olan ve hiicre membraniari igindeki yag asitleri ile
:"gapraz bad yapan konjige dienleri olusturmaktadir. Aerobik durumiarda,
konjuge dienler O, ile birlegerek organik peroksi radikalleri olugur ve lipid
peroksidasyonu devam eder. Peroksi radikalleri de, komgu yag asit
. zincirlerinden hidrojen iyonu galarak lipid peroksidasyonunu devam
ettirirler.  Ayrica; peroksi radikalieri, bu H atomu ile birdegerek lipid
| hidroperoksitierini  olustururlar. Fe** varliginda, lipid hidroperoksitleri

alkoksi radikalierini ve aldehitieri olustururlar.
C-1)-NO

Serbest radikal bir gaz olan NO'nun nérotransmiter olugu, kan basinci
regulasyonunda ve enfeksiyona cevapta rol oynamasi gibi bir gok
fizyolojik islevinin bulunmast, bu molekilin kesfinden bugline kadar bir
¢ok arastirmanin odag: olmasina neden olmustur. Bu calismalar NO'nun
biyolojik fonksiyonlaninin anlagiimasinin  yanisira;  (retiminin  yada
fonksiyonunun onlenmesinin de bazi klinik durumlarda yararls olabilecegini

3
gostermistir.

NO yart dmru ¢ok kisa olan (3-56 sn) fakat cok fazla biyolojik fonksiyoniar:
olan bir molekuidir. Kisaca NO, ozelikle MSS'de ve kardiyovaskiiler
sistemde, hicre membranlarindan kolayca difflize olabilen ve hedef
hicreleri aklive edebilen yeni bir sinyal-ileti moleklludir. Bunlara ek
olarak, oldukga reaktif bir serbest radikal olarak NO, Parkinson hastaligi,
AIDS, strok ve demans gibi hastaliklarda néronal dejenerasyondan

sorumlu tutulan, sitotoksik bir molekiildiir (38). '
NO, MSS ve PSS noronlari, endotel hicreleri, plateletier, nétrofiller ve
makrofajlar tarafindan Uretilmektedir. Noronlarda, endotel hiicrelerinde ve

24

B T o ST T -

Oksilen radikalleri proteinlere, ~deoksiniklek asitlere ve  lipid <
s smbranlarina saldirarak hiicre fonksiyonlarini ve butinligiing bozarar.



:;plateleﬂerde NO sentezi, reseptdr-aracili yada iyon kanal-bagimli Ca*
fluksinin sonucunda Ca-Calmoduline bagimh NOS enzimi tarafindan
oimaktadir. MSS néronlarinda Ca™® influksi, EAA glutamatin NMDA
f'i'eseptérlerini uyarmasi sonucu olmaktadir. Endotel hlcrelerinde ise;
_endojen olarak aktif bazi biyolojik molekiillerin (asetil kolin, noradrenalin,
f"ibradikinin) spesifik hiicre reseptorlerine baglanmasi sonucu olmaktadir.
:. Buniardan farkli olarak, immiin sistem hicrelérinde NO sentezi
“kalsiyumdan bagimsiz olmaktadir. Lipopolisakkaritler (LPS), tumor
nekrosis faktor (TNF), interldkin 1 (IL-1) ve interferon-y gibi sitokinler, NO

_ sentezini indukleyebilmektedirler (39).

Bir cok durumda NO; multiple biyolojik etkilerini, hedef hiicredeki solubl
guanilat siklaz enzimini aktive ederek ve intraseliler cGMP
akiimuiasyonuna neden olarak gdstermektedir(40). Bu mesajci molekil
ise daha sonra intraseluler enzim kaskadini aktive ederek biyolojik
etkilerini gbstermektedir. Buna ek olarak, NO, glgll bir reaktif serbest
radikal olup, siiperoksit radikali ile birlesip, daha sitotoksik bir radikal ofan
- peroksinitrit ve hidroksil radikalini olugturmaktadir. Boyle gugit oksidan
molekiillerin olusumu da, NO'nun sitotoksik ve nérodejeneratif etkiierine
neden olmaktadir {41).

NO, L-argininin 5-elektron oksidasyonu sonucu olusmaktadir. Bu
reaksiyondan sorumlu olan enzim NOS (E.C. 1.14.13.39), protoporfirin {X-
hem igeren bir enzim olup moI\eki‘jl agirhgr 130-160 kDa'dur. Homodimer
olarak bulunur ve FAD, FMN, BH,, NADPH ve caimoduline ko-faktér
olarak ihtiyag duyar. Reaksiyon tam olarak agiklanamamg olsa da, 2
basamakii bir mekanizma 6ne strdimistir. Birinci basamakta; L-Arg, L-
NG hidroksi arginine (L-HOARG) dénislir. Bu reaksiyon igin bir molekdl
0,, NADPH ve BH,'e ihtiyag vardir. Ikinci basamak ise; L-HOARG' in NO
ve sitrilline oksidasyonudur. Her iki basamakta da NOS enzimi gérev alsa
da, sitokrom P450 rediiktazin da ikinci basamag katalizlediji ispat
edilmistir Gergekte, sitokrom P450 reduktaz, NOS ile yapisal benzerlik
gostermektedir. liging olarak, rat beyninden pirifiye edilen NOS, L-Arg
eksikliginde, O, ve H,0, tiretmigtir. Fakat bu reaktif oksijen trlerinin NOS

igeren hicrelerde in-vivo olugup olugmadigi bilinmemektedir (42).
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hUg aynt NOS izoformunun varligl, farkh doku kaynaklarindan elde edilen,
enzzml kodlayan c¢DNA'lann izolasyonu ve sekans analizi yapilarak
gosterllm!§tll' Noronal veya nNOS, endotelial veya eNOS, induklenebilir
veya INOS.
kalsiyumdan bagimsiz iken, nNOS ve eNOS ekspresyonu konstitiitif olup,

INOS ekspresyonu, LPS ve sitokinlere bagimli olup,

kalsiyuma badimhdir. Genel olarak iNOS enzimi mikromolar diizeyde NO
aretirken, nNOS ve eNOS pikomolar duzeyde NO Uretmektedir.

" PSS'de de aktivite gbsterse, nNOS'un esas yerlesim yeri serebellumdur.
- eNOS ise esas olarak bilylk damarlann endotel tabakasinda membranda
= " pulunur. Plateletlerde bulunan NOS aktivitesinin de eNOS oldugu
stylenmektedir. INOS ise nétrofillerde, kanser hiicrelerinde, hepatositlerde

 ve endotel hiicrelerinde sitokin veya LPS indiksiyonu sonras! artmaktadir.

Y Y NHHOH 0
H,0 0, HO
%"’ + N0
NADPH NADP! 0.5 NADPH 0.5 NADP*
NOS NOS
“00C NH,* 00C NH;* -00C NH,*
L-arginine L~-NChydroxyarginine L-citrulline  Nitric Oxide

Figlir 2:L-argininden L-sitrdll

. ST e -
T

in ve nitrik oksit olusumu
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NO + Citrulline

0, + Arginine

Figlr 3: Nitrik oksid sentaz enziminin kofaktérleriyle beraber homodimer olarak

gtsteriimesi.

Her {g izoformun da amino asit sekanslan ortaya konmug, NADPH, FAD,
FMN ve calmodulinin enzime baglanma bélgesinin, enzimin karboksi (C)
terminalinde yer aidi§1 belirlenmigtir. Her lg¢ izoformunda bu béigeleri,
sitokrom P450 rediiktaz ile ben‘zerlik gbstermektedir. NOS izoenzimlerinin
amino terminali (N), cAMP bagimh kinaz igin fosforilasyon boélgeierini
icermektedir. Ancak fosforilasyonun enzim aktivitesi Ozerine fijyolojik
Onemi hentiz agiklik kazanmamigtir. Yine molekdilin bu bélgesi, putatif
Arg veya BH, baglanma bolgelerini igeren, bir bélge daha igermektedir.
eNOS'un N terminali, diger izoformlardan farkli olarak agiltransferazlar
tarafindan gerceklestirilen myristoylation hedef sekansi igcermekte ve
karakteristik ozelliide, membran ile iligkili olmasindan dolayidir (43) (Figlr
4),
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B CALL. FMN FAD  NADPH
aNOS N — C
M
eNOS N— — C
iNOS N— — C
Cytochrome p430 reductase N~ — C
T™D

Figlir 4:NOS izoenzimieri ve sitokrom p450 rediiktaz enzimlerinin cDNA yapilar. M:

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

NOS izoformlarn arasindaki amino asit sekansi benzerligi insanda %51-57
arasinda degdismektedir. Fakat insan ve rat nNOS enzimieri, %93 amino
asit benzerligi gostermektedir (44) (Figiir 5).

NOS aktivitesinin inhibisyonuna ilgi hergegen gun artmakia ve bir ¢ok
NOS inhibitéril bulunmaktadir. En fazla kullanilan ajanlar, hi¢ sliphesiz ki
L.-argininin guanidino mono- veya di-analoglar olup, L-NG mono-metil
arginin (L-NMMA), L-NG nitre arginine (L-NOARG) ve metil esteri ([-
NAME) dir. llk galismalar bu i¢ bilesigin de L-arginin ile NOS {izerindeki
substrat baglanma bélgesine baglanmak igin yanstiklart yolunda idi. Fakat
son aragtirmalar, L-NMMA'nin NOS tarafindan hentz bilinmeyen bir reaktif
Urline ddntsturtldugt ve NOS aktivitesinin irreversible olarak bu reaktif

Uriin tarafindan inhibe edildigidir.
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insan %51 insan
iNOS eNOS
y %54\ /AST w
Fare insan Bovin
INOS nNOS iNOS
%94 %93
%57
Rat Rat

iNOS %66 nNOS

Figlir 5: Degisik canllarda NOS izoenzimleri arasindaki amino asit sekans benzerlikleri.

Kesin etki mekanizmalar ne olursa olsun, L-NMMA, L-NOARG, L-NAME
gibi ajanlar; tek bir NOS izoenzimi lzerine selektif etki gdstermemekte, in-
vivo olarak ¢ok genig bir etki alanlan olmaktadir. Omedin L-NAME'nin
ratlarda, nNOS aktivitesinin inhibisyonundan dolayl antinosiseptif etki
gosterdigi belirlenmis, ayrica eNOS aktivitesinin inhibisyonundan dolayi da
kan basincinda artis gdzlenmistir. Bu noaneIektif etkiden dolayt, bu
klinik  kullanim igin iyi birer Ornedin

maddeler aday degildirler.

diphenyleneiodonium gibi kalmodulin antagonistleride, ko-faktérlerin
sira, diger NADPH ve
kalmodulin badimii enzim aktivitelerini de inhibe etmektedirer. 7-nitro
indazol (7-NI) gibi indazol t't]rf%vi NOS inhibitdrieri, ratlarda kan basincinda

artisa neden olmadan ratlarda nNOS inhibisyonu sonucu antinosiseptif

NOS'a baglanmasini engellemelerinin yani

etki gdstermislerdir. in-vitro olarak 7-NI, NOS selektivitesi géstermese de,
in-vivo olarak NOS-selektif etki yapmstir.

NOS
bulunmaktadir. Bu etkilerden bir gogu, MSS {izerine odaklanmistir. NOS

inhibitdrlerinin, literatirde belirtiimis  birgok terapétik  etkisi

inhibitdrlerinin; strok gibi akut, AIDS, demans, Parkinson hastali§i gibi
kronik ndron hasarina yol agan patolojilerih tedavisinde kullanilabilir
olacag: ihtimalini arttirmaktadir. Fakat birkag istisnai durum hari¢, NOS
inhibitorlerinin  potansiyel terapttik etkileri hayvanlar Uzerinde yapilan
insanlar Ulizerinde vyapilmig

galismalara dayandinimaktadir. Henlz

kapsaml bir calisma mevcut dedildir. NOS inhibisyonunun potansiyel
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terapotik  etkisinden de, ancak izoform-selektif inhibitérierin

tanimlanmasindan sonra bahsedilebilinecektir,
~ ¢-2)-PEROKSINITRIT
Peroksinitrit (ONOQO"), nitrojen monoksit ve stperoksitten olugmaktadir.

NO+ 02" — " ONOO

Reaksiyon gok hizli olup hiz sabiti k= 6,7 10° M" sn” dir. ONOOH sadece
ksantin oksidazin veya aktive notrofillerin  hizli sUperoksit olusturmasi ve
NOS aktivasyonu sonucu olmaktadir. ONOOH in sok, enflamasyon ve
iskemi-reperfuzyondaki rolu gdsteriimistir. ONOOH oldukga hasar verici bir
oksijen radikali olup nétrofillerden kemiluminesans olusumunu arttirmistir,

6-LiPiD PEROKSIDASYONU

Yagiarin korunmasi ve saklanmasi insanoglunu uzun vyillar mesgul
etmigtir. Yaglar okside oldugu zaman karakteristik renk, tad ve kokulari
degisir. Halk arasinda acima, eksime, bozuima yada kokma denen bu
olay, 1840l yillarda kimyasal olarak oto-oksidatif serbest radikal zincir
reaksiyonu olarak adlandinimistir. Biyolojk sistemlerde PUFA’larin serbest
radikaller tarafindan oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak
adlandinimigtir (45).

Toksikoloji ve hastaliklarda, lipid peroksidasyonunun belilenmesi ve
Slgulmesi, serbest radikal hasarinin bir géstergesi olmustur. Oksidasyonun
gostergesi olarak birgok teknik gelistiriimis, fakat higbirisi oksidasyonun

tum asamalarini gostermek igin yeterli olamamistir (46).

Membranlarda veya PUFA'larda lipid peroksidasyonu; serbest radikallerin
metilen grubundan (-CH,-) bir hidrojen atomu (H °) ¢cikartmasi ile baglar.
Hidrojen atomu sadece bir elektron igerdiginden karbon atomu Uzerinde
eslesmemis tek bir elektron kalr, -°CH-. Yad asitlerindeki ¢ift bag
varlijinda, ¢ift bada komsu karbon atomu {(izerindeki C-H bagt zayiflar ve
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- nin aynimasi hizlanir. Boylece, membran lipidierindeki PUFA yan
-;ii}:]cirleri peroksidasyon igin duyarli hale gelir. Karbon merkezli radikal,
E':.:r.n'olekiilk-‘)r bir diuzenleme ile konjlge dienleri olugturur. Olusan konjlige
“dien ise, oksijen ile birleserek, peroksil radikalini olusturur. Olugsan bu
‘radikal, diger bir yad asitinden hidrojen atomu ¢ikartarak zincir reaksiyonu
ﬂfbaglatlr. Peroksidasyon, Vit E gibi zincir kinci antioksidanlarin ortama
“eklenmemesi durumunda, substrat kullanilip bitinceye kadar devam eder.
';".[I__ipid peroksidasyonu, diger zincir reaksiyonlan gibi 3 agamadan olusur:
::'Baglama, ilerfeme, sonlanma. Bu terminolojide baglama asamasi ile, yad
-.asidinden ilk hidrojen atomunun cikartiimasi He zincir reaksiyonunun
_:baslamam kastedilmektedir. ik hidrojen atomunu gikartan serbest
___._.radikailer; hidroksil ("OH ), alkoksil (RO®), peroksil (ROO*) ve HO,
- radikalleridir. H,O, ve O,'nin bir etkisi gbzlenmemigtir. Zincir
reaksiyonunun son urunleri, bircok hidroperoksitler ve siklik peroksitlerdir
(47).

Lipid peroksitleri, fijyolojik sartlarda oldukg¢a stabil molekullerdir. Ancak
transizyon metalleri veya metal kompleksleri varliginda dekompoze
olurlar., Ornedin; in-vivo Fenton Reaksiyonuna katilan tUm redoks-aktif
demir kompleksleri, lipid peroksit dekompozisyonunu
hizlandirabilmektedirler. Hemoglobin ve sitokromlarda, direkt olarak

Fenton reaksiyonunu katalizlemeselerde, peroksit dekompozisyonunu
hizlandirmaktadirlar, Ancak hem igeren proteinler, chelatable demir
salarak, Fenton Reaksiyonuna katilmaktadirlar. Ferritin ve hemosiderin,
lipid peroksidasyonunu basglatmaktia oldukga etkilidier. Buna Kkargin,
transferrin veya lakioferrinin 2 yuksek afiniteli baglanma bélgesine

badlanan demir, peroksit dekompozisyonuna yol agmamakiadir (48).

Reditkte metal kompleksleri (Fe?,Cu*') lipid peroksitlerle birleserek
(LOOH), alkoksil radikalierini olugtururken,

LOOH + M™ —LO+ M™y OH-

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

peroksil ve alkoksil radikailerini olustururlar. Alkoksil ve peroksii
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radikalleride ya§ asitlerinden diger hidrojen atomlarini ¢ikartarak, lipid
peroksidasyonunu devam ettirirler. Ayrica Ca*, Al*® ve Pb*? gibi iyonlarda
bazi durumlarda demir bagimli lipid peroksidasyonunu

hizlandirmaktadirlar.

A)-FERROZ [YONLARI ILE PEROKSIDASYONUN BASLAMASI

Demir iyonlarinin kendileri serbest radika! olup, ferrdz iyonlar, molekiiler
oksijen ile elekiron transfer reaksiyonuna girerler. Herhangibir kaynaktan
superoksit olusumu, demir iyonian varh@inda, Fenton Reaksiyonu ile
hidroksil radikali olusumuna neden olur. Yiiksek enerfili radyasyon
galigmalari, serbest sollisyoniarda olugan 'OH radikallerinin lipid
peroksidasyonunu, yad asitlerinden hidrojen atomu g¢ikartarak yaptigimi
gostermistir (49).

LH + *OH - L* + H,0

Doymamis yag asidi iceren biyolojik numunelerin demir kompieksleri ile
muamelesiyle,peroksit dekompozisyonu sonucunda alkoksil ( LO® ) ve

peroksil (LO,") radikalleri olusumuyla peroksidasyon uyariimaktadir,

2LOOH > LO* +L0,"+ H,0

\
Bu reaksiyonun hiz sabiti, ferrdz iyonlari icin 1.5 x 10° mol™ L s olarak
hesap edilmistir, Bu hiz sabiti, Fenton Reaksiyonundaki ferréz demirin
H,O, ile olan reaksiyon hiz sabitinden oldukga ylksektir (76 mol’ L™ s7),
Boylece demir komplekslerinin peroksidasyonu, vyeterli miktarda
hidroperoksit mevcut oldudundan, lipid dekompozisyonu reaksiyonlar ile

uyardiklart muhtameldir.

B)-NON-ENZIMATIK LiPiD PEROKSIDASYONU

Doymamis yag asidinin (LH) metilen karbonundan bir hidrojen atomu

cikartmaya yeterli enerjisi bulunan herhangibir serbest radikal (R’),
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|ipidierde zincir reaksiyonunu baglatabilir, Bu serbest radikal zincir
reaksiyonu, 2 serbest radikal birbirini yok edinceye kadar devam eder.

L0, +LO; > LOOL +0,

 Olugan LOOL ise siklik peroksitlir. Non-enzimatik lipid peroksidasyonunda,

.+ peroksil radikalleri, yeni ya§ asidi molekilierini etkileyebilecek zamana
kadar aktivitelerini korurlar. Aynca demirin redoks siklist lipid
peroksidasyonunu devam ettirir. Sitokrom p450 gibi enzimler NADPH
varliginda demir komplekslerini indirgerier.

C)-ENZIMATIK PEROKSIDASYON

Enzimatik peroksidasyon, bir enzimin aktif merkezinde olusan lipid
peroksitleri  igin  kullanilmaktadir. _Uretilen  hidroperoksitlerin =~ ve
endoperoksitierin  biyolojik  fonksiyonlan vardir.  Sikiooksijenaz ve
ihtimalle reaksiyon ara driinleri olmakta, fakat proteinlerin  aktif
merkezlerine lokalize olmaktadirlar. Siklooksijenaz ile endoperoksitierin
olusumu sirasinda gucll bir oksidan olugsmakta ve baz! anti-oksidanlar
tarafindan ortadan kaldinlmaktadir (50).
)

Biyolojik membranlarda yogun lipid peroksidasyonu, akiskanhk kaybi,
membran potansiyellerinde diuslis, H" ve dider iyontarin permeabilitesinde
artisa ve sonugta hiicre membraninin yirtilarak, organellerin digar
sizmasina neden olur Bazi peroksit fragmantasyonunun son
urtnlerininde  sitotoksik  oldugu  belidenmistir Her zaman lipid
peroksidasyon prosesi zararli olmamaktadir. Arakidonik asit kaskadi veya
bitkilerde yara iyilesmesine cevapta oldugu gibi, lipid peroksidasyonunun
da faydall taraflari bulunmaktadir Lipid peroksitierin olugsumu ve karbonil
gruplarina fragmantasyonu, bitki dokulanindaki hasarda, bakterilerin ve

fungal sporlarin éldurulmesinde rol oynamaktadir.
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TIYOLLER

Tiyol veya sulfhidril terimi, SH gruplarini kastetmektedir. Biyolojik tiyoller,
sulfur metabolizmasi  Urunleridir.  S-H baginin  fiziksel &zeliikleri,
reaktivitesini ve kimyasal oOzelliklerine yon verir. Biyolojik acidan; pK,
_:--:redoks potansiyeli ve serbest radikai olusturma kapasitesi, tiyol
'_f'biyokimyasmm anahtar noktalandir. Tiyoliler ( R-SH), H,O dan tureyen
bazi atkoller { R-OH } ile bazt kimyasal ¢zeliikleri paylagiriar. Fakat fiziksel
olarak 8-H ve O-H baglar farklihk gostermektedir. O-H bafi S-H bagina
. gore kisa olup, daha kuvvetli bir baglanti gergeklegtirmektedir. Oksijen ile

karsilagtinldiginda, sulfuriin daha duslik elektronegativitesine karsin, S-H
- baginin dissosiyasyon enetjisi alkoilere goére daha az olmakta ve alkollerin
asiditesi daha fazia olmaktadir. Tiyoller RS® olarak reaksiyona
girdiklerinden, reaksiyon hizi, pH artigi ile artmaktadir. pH ve tiyol
reaktivitesi arasindaki bu iligki sonucu, tiyol reaklivitesinin indikatdrii olarak
tiyol pK’'si kullamimaktadir. pK ve reaktivite arasindaki bu iligki, thiolate
iyonlannin nikleofilik oluglart ve yiksek pK'ya sahip zayif asitlerin thiolate
anyonlarinin elektroniarini, reaksiyonu hizlandirmak igin kolayca vermeleri
ile agiklanabilir. Ozellikle sistein tzerindeki karboksil gruplannin tiyol pK’si

tzerine negatif etkisi vardir (51).

Zayif olan S-H badinin oksidasyonu O-H badina goére daha kolay
olmaktadir. Boylece, tiyoller ve. alkoller oksidan ajanlara karsi farkll
davranmakiadiriar. Karbonun oksidasyon seviyesinin arttiidi alkol
oksidasyonuna karsi, tiyol oksidasyonu, silfliriin oksidasyonu (zerinden
olmaktadir. Tiyoller dnce disulfidlere ( RSSR ) oksitlenir Daha kuvvetli
oksidasyon durumiarinda ise, slifenik { RSOH ), siilfinik { RSOOH ) ve
stifonik ( RSOOOH ) aside oksitienir. Biyolojik sistemlerde tiyol-disulfid
redoksu dnemiidir. Biyolojik amino ftiyollerin ve disiilfidlerin redoks
potansiyelleri benzerdir. Tam olmayan bir reaksiyonda, tiyol-distlfid
degisimi,

2RS" ———— - 2RSSR +2e€

potansiyeli (-} 0.2 - (-) 0.4 volt kadardir {51).
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.Tiyoller, flavoproteinler, sitokromiar, askorbat, reaktif oksijen tirleri, amino
asitler gibi intraselliler molekiiilerle reaksiyon sonucu disilfidlere
oksitlenirler. Amino tiyollerin oto-oksidasyonu ise bir metal kataliste ihtiyag
duymakta ve unstabil thiyl radikallerini (RS} olugturmaktadir. RS,
soliisyonda serbest olan veya metaller ile kompleks yapan bir elekiron

kaybetmistir (51).

Fizyolojik sartlarda, alkil ve aril halidlerie olan reaksiyonda, halidlerin yerini
alarak suilfidleri olusturur { RSR" ). Tiyollerin alkilasyonu, alkenlerin (-C=C)
eklenmesi sonucunda da olugmaktadir Biyolojik olarak bu reaksiyonun
: karsilidl; 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 Urlin bu reaksiyona Ornektir. Tiyollerin
izole karbon-karbon ¢ift badina eklenmesi, serbest radikal mekanizmasi
acisindan fazla dnem tagimamaktadir. Tiyoller sivanatlardaki ¢ift bag (
C=N ) ile de reaksiyona girerek tiyokarbonatlan (NH2-CO-SR)
olugturmaktadir {51).

Biyolojik amino tiyolierin karbonii ( -C=0 ) gruplan ile olan reaksiyonlarn
sonucu olugan Uriinler, alkollerle olan reaksiyon sonucu olugan Uriinlerden
farklidir. Tiyoller karbonil gruplari ile reaksiyona girerek tiyazolidinteri
olugtururiar. Bu stabil halka turevlerinin olugumu, serbest amino grubu,
stilfhidril grubundan ne kadar uzaklagirsa, o kadar zor olmaktadr,
Glutatyon 6megdi disinGliirse, karbonil gruplarinin  eklenmesi ife
hemimerkaptal olugsmaktadir. Bazi pridoksal fosfata bagimh enzimlerin
inhibisyonu biyokimyasal olarak tfiyazolidin olusumu ile orantiidir. Diger
taraftan izomerizasyon, dehidrojenasyon ve hidrasyon reaksiyonlarinda,
glutatyonun ko-faktér roli, hemimerkaptal olusturma mekanizmasina
baghidir (51,52).

Tiyoller, karboksilik asit ile { RCOOH ) birleserek tiyol esterlerini
olustururlar. Koenzim A, bu yolla reaksiyona girerek RS-agil bilegiklerini
olugturarak biyolojik asetilasyon reaksiyonlarinda gérev alir. Diger bir
reaksiyonda ise, asidik p'H' ta homosistein halka yapisina donerek

tiyolaktonu olusturur (51,52).
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Alifatik amino tiyoller, nitrojen dioksid (NO,) , dinitrojen trioksid (N,O;) ve
dinitrojen  tetraocksid (N,O,) gibi nitrojen oksidlerle (NOx} olan
Eeaksiyonlarmda degisiklik gosterirler. Aynt. ozellik, tiyollerin hem
proteinleri gibi metal-nitrozil kompleksleri (M-NO) ile gergeklestirdigi
reaksiyonlar icinde gegerlidir. Bu NOx bilesiklerinin kimyasi, elektrondan
zengin bazlarin eklenmesi ve gikarilmasi reaksiyonlar: ile karakterizedir,
Bu bilegikler NO* yu nukleofilik substratiara transfer ederfer. Her durumda
- da S-nitrozotiyol { RS-NO ) veya tiyonitrit olugur. Bu bilegikler guanilat
siklazi aktive ederek EDRF metabolizmasinda &nemli rol oynarlar.
EDRF'nin vazodilator ve anfiplatelet fonksiyontarini redikte tiyollerle
gergeklestirdigi bu gorist dogrulamaktadir. Tiyonitrit dekompozisyonu,
dijer metal veya tiyol igeren enzim aktivitelerini de etkileyebilir. Metal
iceren enzimlerin akfiviteleri ya NO-metal bagdlanmasi veya S-metal
baglanmas: ile metal iyonlannin asit-stabil selatér komplekslerini
olusturmalan ile degisebilir. Tiyol iceren enzim aktiviteleri ise, RS-NO nun
proteinlerin aktif veya allosterik tiyol bdlgeleri ile transnitrozasyon
reaksiyonuna katilarak NO™ transferi "yapmaSE sonucu olur, Gergekte bu

sekildeki RS-NO dekompozisyonunun heterolitik yollart, NO'nun homolitik
salimmindan daha Gstlin olmakta ve bir ¢gok metabolik aktivitede rol

oynamaktadir (53).

Tiyol gruplart tokoferil radikalleriyle reaksiyona girerek tokoferolli tekrar
olugturmaktadirlar. Tokoferoller ‘de, thiyl radikalleriyle birleserek tiyolleri
olustururiar. Hiicre icinde GSH, dustik molekil agirikli en énemli tiyoldr,
Dihidrolipoat gibi lipid solubl ve gucll rediiktan non-GSH tiyollerde
mikrozomal peroksidasyonu inhibe ederler ve tokoferolit korurlar fakat

tripsinizasyon veya i1sitilma sonrasinda da kaybolmazlar (51,52,53).

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

peroksidasyonuna karsi koruma potansiyeli azalir. Protein tiyol gruplarinin

36



a;yonu' mikrozomlarda tokoferol kaybi ile de paralel oimaktadir

2).

edé birgok biyolojik ve farmakolojik-toksikolojik olaylar, sinyal iletimi
s'_kiii olan tiyol-redoks degisiklikleri aractigiyla gergekiesmektedir. N-
sistein, penisilamin, merkaptopropionit glisin, dihidrolipoat ve
pril gibi farmakolojik olarak reaktif ajanlarin gelistiriimesi ile, bu
érm baz spesifik dzellikleri gdzlenmigtir. Bazi silflr iceren ajanlar,
ioksidan ozelliklerinden dolayi tedavide kullaniimaktadir. Tiyoller, doku
}i‘é'rml onlemek igin proteinaz inhibitdrlerinin  oksidasyonunun
f’kltanmasmda kullaniimaktadirlar. Okside olduklarinda stlfhidril gruplari

~é,._iyum salinimina neden olmaktadir (51)

\)-GLUTATYON

edukte glutatyon (GSH), bir tripeptid olup, gama-glutamil-sistein-glisin,;
um hucrelerde bulunan dustik molekul agirikh  tiyoldir. Hicre ici
_konsantrasyonu 05 mM olup, 10 mM konsantrasyona kadar da
‘ulagmaktadir. GSH, redukte tiyol grubu ve peptidaz ataklanna direngli
.}gama-glutamil bag! ile karakterizedir. H,O,, sUperoksit ve hidroksil radikali
ile birleserek, radikalleri indirger, aynca bircok detoksifikasyon

mekanizmasinda da rol oynamakiadir,

GSH, hidroksil ve karbon radikalieriyle birlesir ve H* atomu verir. Boylece
serbest radikal hasarinin esas kaynagl olan hidroksil radikali nétralize
edilmis olur. Membranlarda lipid peroksidasyonunun GSH bagimli faktor
ile inhibe edildigi 6ne surtilmistur. Diger antioksidan sistemlerde oldugu
gibi, yaghlik gibi fizyolojik durumlarda veya bazi neopiastik hastaliklarda
GSH seviyeleri degismektedir.

8-PROTEIN KARBONIL iGERIGI

Metallerin katalizledi§i oksidasyonun proteinlerin  post-transiasyonal
kovalan modifikasyonunda rol aldigi belirlenmis ve bu olayin yaslanma,

intraselller protein turnoveri, artrit, pulmoner hastalilar gibi birgok fizyolojik
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atolojik prosestede dnemli oldugu gdzlenmistir. Proteinlerin amino asit
_é'idmer;nde karbonil gruplarinin bulunmas), oksidatif modifikasyonun bir
L.é-tergesidir. Bu gruplarin, karbonil-spesifik. reaktiflerle reaksiyonu,
éta!!erin katalizledigi oksidasyonun belilenmesi ve kantitasyonuna
.'.kan vermektedir.  Proteinlerdeki diger degigikiiklerde, oksidatif
modifikasyonun bir gdstergesi olarak kuilanilabilir. Bunlar; katalitik aktivite
kaybi, histidin rezidusii kaybi, yiizey hidrofobisinde degisiklikler,
proteinlerin ultraviyole spektrumundaki dedisiklikler olarak ozetienebilir.
|naktivasyon haricinde bu alternatif metodiar, sadece purifiye proteinlerde
kullanilabilir. - Proteinlerin  karbonil igeriklerinin  tayini, metal-katalize
6ksidasyon icin kesin bir gostergedir. Karbonil igeren rezidii, tam olarak
Eammlanmamxg olsa dahi, y-glutamil semialdehit, major rezidii olarak
gozukmektedir (54).

Karbonil grupiart proteinlerde; enzimatik veya non-enzimatik glikozilasyon
- sonucunda bulunmaktadir. Ornegin glukoz, proteine bagl amino gruplari
'_ ile reaksiyona girerek Schiff Bazt (aldimin} olusturur ve bu bilegik Amadori
diizenlenmesi ile daha stabil olan ketoamine déntigtir. Hem Schiff Bazi
- hem de ketoamin borotritid metodu ile isaretli proteini olusturur. 2,4-DNPH
ile Schiff Baz; proteine bagl hidrazon olusturmaz iken, ketoamin yavas bir
sekilde olusturmaktadir (54).

Redoks siklusiine sahip olabilen bir katyon (Fe*?/Fe*®), protein iizerindeki

divalan katyon baglanma bdlgesine baglanir. O, veya H,0, ile reaksiyon,

reaktif oksijen tlrlerini olugturur. Olugan bu serbest radikalier, katyon

baglanma bdlgesindeki veya yakinindaki amino asit rezidulerini oksitler.
Bu reaksiyon genelde proteinleri, esansiyel katyon badlanma bolgelerini
hasara ugratarak inaktive eder. Oksidatif modifikasyon birgok enzimatik
veya non-enzimatik sistemlerce modifiye edilirken, proteinler (zerindeki
katyon baglanma bdlgelerinden dolayl, bdlgeye spesifik serbest radikal
reaksiyonlan olusur (54). Non-enzimatik model; askorbik asit, oksijen ve
demirden olugmaktadir. E.Coli glutamin sentetazi gibi proteinlerin oksidatif

modifikasyonunun belirenmesinde kullanidmistir (54).
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Figiir 6: Protein karbonil gruplarimin serbest-radikai bagimh hasari

Protein karbonil iceridinin tayininde gesitli metodlar kullaniimaktadir.

1-Karbonil gruplarinin alkole, NaB,H, ile indirgenmesi, 2-Karbonil
gruplarinin 2,4-DNPH ile birlegerek 2,4-dinitrofenil hidrazon olusturmalart,
3-Karbonil  gruplarimin  floresan  tiyosemikarbazid ile  biresip
tiyyosemikarbazon olusturmalan, 4-Karbonil gruplarinin floresan amin ile
birlegerek Schiff Bazi olusturmalari ve olusan bazin syanoborohidrit ile
ikinci bir amine indirgenmesi, 5-Karbonii gruplarinin p-amino benzoik asit
ile Schiff Bazt olusturmalan ve Schiff _Bazm syanoborohidrit ile

indirgenmesi (54,55,56).
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(ARBONIL GRUPLARININ ORIJINI

-asit_-':rezidijleri, metal katalize oksidasyon veya iyonize
c:;'h:uéu, aktif reaktif oksijen turleri tarafindan karbonil
ﬁhﬂgﬂrier.. Sadece amino asit yan zincirlerinin direkt
u, fbtein karbonil gruplarinin olugsumu igin tek sebep degildir.
0'. '..c'unda indirgen sekerlerin lizin (Lys) rezidilerinin £ amino
a'k:éiyonu sonucu Schiff bazlan olusur ve Amiadori reaksiyonu
mler olusur. Alternatif olarak, seker molekill okside olarak
t.c'):i.ﬁif,turabilir‘. Daha sonra ketoaldehit tlirevleride Lys reziduleri

.ek_.-"karbonil fonksiyonu igeren Schiff bazlarini olusturabilir. Bu

__urdhleri daha sonra oldukga floresan kahverengi pigmentler olan

nierini olustururlar, Hayvanlarda Maillard Grilinlerinin yagla

u'n_ ustur (57).

ér}: ve arkadaslan, PUFA'larin serbest radikal bagmls
asyonu sonucu  o,B-doymamig  aldehitlerinin, ozellikle 4-
nenalin olustugunu ve bu molekillerin proteinlerin ~stilfidril
“ile ‘Michael addition tip’ mekanizmasi ile reaksiyona girerek,
I fonksiyonunu igeren daha stabil tiyoeter tlrevierini
'rd'lt'jkianm gostermiglerdir. Ayrnica bu o,p-doymamis aldehitleri
in '.ve lizin rezidileri ile reaksiyona girerek, karbonil grubu igeren

e uileri olusturmaktadirlar (57).

OKSIDE PROTEIN BIRIKIMININ MOLEKULER TEMELI
N oksidasyonunda artig, birgok faktérden en az birindeki degisikligi

Hucrelere 0, dagitiimasi, hemoglobinin O,'ye badlanma afinitesindeki
, 2-Elektronlarnin transferinde yetersizlik, 3-Meta!l baglayict proteinler
_selatdr ajantanin yoklugunda, Fe' ve Cu*? gibi metallerin artmis
Zﬁf}santrasyonu, 4-GSH-Px’in H,0, ve alkil peroksitlerini scavenge edecek
elenegini kisitlayan redikte glutatyon miktarindaki distis, 5-SOD,
a alaz, GSH-Px, bilirubin, Vitamin E, karotenoidler, trik asit gibi aktif O,
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cavengerlaninin - konsantrasyonunda dustg, 6-Enzimieri  oksidatif
odifikasyondan koruyan substrat konsantrasyonlarinda degigiklik (57).

kside proteinlerin  yikiminin azalmasi da, proteaz aktivitesindeki
éé!mayl veya proteaz  aktivitesini inhibe eden  maddelerin
.kénsantrasyonundaki artisi yansitir Proteaz akiivitesinin énemi, Carney
;}é:arkadagiar[ tarafindan belirtilmigtir. Okside protein birikimi, noétral
félzkalen protein aktivitesi ile ters orantilidir. Yagli gerbillerin uzun sureli tert-
'-:bﬁtil-oc-feni!nitron (PBN) ile tedavisiyle, beyinlerindeki nétral proteaz
i'aktivitesinde artig, hafiza fonksiyonlarinin yerine gelmesi ve okside protein
miktarinin geng hayvaniarla ayni bulunmasi gibi sonuglar elde edilmistir.
PBN tedavisinin kesilmesi ile, tUm test edilen parametreier tekrar eski

.haline donmdistiir (57).

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 gdstermemektedir. Ginimizde parsiyel veya generalize tonik-

klonik epileptik vakalartn Klinik tedavisinde kullaniimaktadir (58).

Cl Cl

NH,

Figir 7: Lamotriginin kimyasal yalpESL



aﬁsmalar, Lamotriginin, voltaj-bagimli sodyum kanaliarint bioke

presinaptik noronal membraniann stabilizasyonunu sagladigi ve
at: gibi eksitatuar norotransmiterierin - salinimim  engelleyerek
":s'ini gosterdigi yolundadir. Beyindeki en 6nemli EAA olan glutamat
gpartat; epileptik  aktivitenin  baglamasi, devam etmesi ve
~asindan, yakindan sorumiu tutulan molekillerdir. Lamotrigine; rat
al kortikal kesitierinde, sodyum badimh glutamat ve aspartat
.-:-_m; izole spinal kord da elektriksel uyariya karsi gelisen glutamat
_m:‘i’.ln' ve ratlarda iskemiye bagimh striatal glutamat salinimint giglii
skilde inhibe etmistir. Lamotrigine glutamat salimiminin modiilasyonu

sinde sodyum bagdunli GABA salimmini da inhibe etmektedir (59).

aj pafgimli  elektrofizyolojik  dzelliklerinden dolay,, devamii  bir
SII'érizasyonda selektif olarak sodyum kanallart ile iligkili olmakta ve
rfhal elektrofizyolojik akfivitede herhangibir fonksiyon gdstermemektedir,
gzelliéin"n gostergesi olarak, rat kortikal sinir hicresi kiltirlerinde ve
blé spinal kord kesitierinde tekrarlayén ve ani néronal ateglemeyi bloke
...__i_& rat hippokampal kesiflerinde ise normal sinaptik iletiyi

Hééllemem@tir (60).

_vitro olarak, D1 ve D2 dopaminerjik, o ve § adrenetjik, Al ve A2
dénozin, muskarinik ve o reseptdrierine kargi herhangibir afinitesi
E-b'_éiirienmemigtirv Fakat [°H] batrachotoxinin-A-20-a-benzoate ve [°H]

-_-qijizapine ile voltaj sensitif sodyum kanallari ve serotonin 5-HT, reseptér

-:__tlgandlan ile baglanmak igin yarigmaktadir. Rat hippokampal ve kortikal
._'njﬁron membraniarinda GABA, giutamat, NMDA ve KA bagimh iyonik
-maklmiar Uzerine minimal etkisi vardir. In vivo olarak da glutamat
‘reseptdrieri Uzerine herhangibir antagonistik etki yaptig bulunamamistir
(59,60).

Glutamat bagmli ndrotoksisite, serebral iskemideki hlcre hasan ve
nekrozundan sorumiu tutuimakta ve EAA saiiniminin engellenerek iskemik
hasarin sinirlandirilacagi disiintiimektedir, Lamotriginin ratlarda kalici so!
orta serebral arter oklizyonu sonrasi, enfarkt hacmini azaltarak norolojik
defisitleri ortadan kaldirdigr gézlenmistir (37,61,62,63).
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. farmakokinetik ozellikleri saghkili yetigkin gondllilerde ve
tik"’tedavi alan yetigkin hastalarda tammlanmistir. Cocuklar
armianmig data ok azdir (58).

ine oral alimdan sonra tamamiyla absorbe olur. Pik plazma
rasybnlarma 1-3 saat icinde ulasir. Oral dozdan 4-6 saat sonra,
k resiklisunden dolay) 2. bir pik gézlenmigtir. Lamotriginin %

zrﬂa proteinlerine  baglanir.  N-glukuronidasyon araciligiyla
oi'i:f‘cé.olur ve bu basamak ilacin eliminasyonunda hiz kisitlayic
aktir. Tek oral dozun yaklagik % 70'i 6 glin sonra idrarla; % 80-90'
ronide ve geri kalam 5-N-glucuronide ve esas ilag olarak atilir.
|ah.a'n doz alimlarinda; Lamotriginin metabolizmasinda klinik agidan
mh_ﬁ'ﬁérhangibir otoindilksiyona rastianmamistir. Bu sebeple hepatik
f:(;..m'p450 enzim aktivitesinde herhangibir degisiklige rastlanmamigtir

ral doz sonrasi, plazmadan ortalama eliminasyon yan omri 22 8-
4 séat olarak hesap edilmigtir. Multipl dozlarin ise bu slire Uzerine pek
la etkisi yoktur. Ancak valproik asit ile beraber alindiinda bu sire

Vy_ébilir ve enzim-indikleyen antiepileptiklerle bu siire kisaltilabilir (58).
slukuronidasyon aktivitesindeki azalma, yaga bagh olarak, Lamotriginin

lazma klerensini diiglirmektedir. Lamotriginin  yashlardaki plazma
= A

l:'e__'fensi, genglere gére % 37 daha az bulunmustur (58).
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I-MATERYAL VE METODLAR

1-CERRAHI PROSEDUR

Bu gahgmada 50 adet 270-350 gram agirigdinda yetigkin, erkek Swiss-
Albino rat kullanildi Ancak iskemi veya reperflzyon sirasinda &len
hayvanlar ¢alisma disi tutuldu Her grupta 8 adet rat olmak iizere, 32 rat

e ¢aligsma tamamiand.

- Operasyon dncesi ratlar yaklagik 12 saat ac¢ birakidi. Bir grikg Gretan
intraperitoneal uygulandiktan sonra, ratlar sirtlistd yatinlarak dort
- ekstremitelerinden operasyon masasina tespit edildi. Kafalarn ekstansiyon
pozisyonunda sabitlestirildi. Cene altindan baglayarak sternuma kadar
| orta hatta, insizyonla cilt, cilt alti, platisma superfisyal fasiasi gegildi. Her
tki musculus sternohyoideus ekartor ile birbirinden aynldi Trakea
goziendi. Her iki musculus sternomasteideus medialinde ve trakea
lateralinde nervus vagus ile seyreden arteria carotis communis ortaya
¢ikartiiarak nervus vagustan ayinldi. Kontrol (Sham) grubunda operasyon
bu agsamaya kadar gergeklestirildi. iskemi grubunda her iki arteria carotis
communis 5/0 ipek ile badianarak 30 dakika siresince iskemi olugmasi
sadlandi. Ayrica kuyruk veninden yaklagik 4 mi kan alinarak hipotansiyon
induklendi. Reperflzyon grubunda ise, 30 dakikalik iskemi ve hipotansiyon
oksijenasyon saglandi. Tedavi grubunda ise, iskemi ve hipotansiyon
olusturuimasindan hemen sonra Lamotrigine 20 mg/kg intraperitoneal

verilerek iskemi ve reperfiizyon asamalan aynen uyguland.

Ratlar dekapite edildikten sonra beyinleri ¢ikartilarak kan ve diger
kontaminantlardan anndirldi. Beyin; kortikal, subkortikal ve serebeliar
dokularina ayrnlarak, her bir doku o6rnegi, igerisinde 1 mi soduk 100
mmol/L potasyum fosfat tamponu ( pH:7.5) bulunan plastik tiplere
konuldu. Ttim dokular buz igeren ortamda homojenize edildi (TRI-R STIR-
R Model K43) Homojenizasyon agamasinda, dokulann daha iyi
homojenizasyonunu saglamak igin 2 m! soduk tampon yavas yavag ilave
edilerek toplam homojenat hacmi 3 ml'ye tamamiandi.
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omojenizasyon sonrasl, her bir numune ependorflara ayrilarak, 14.000
rpm, +4°C de 20 dakika santrifuj edildi (SIGMA 3K10, Laborzentrifugen).
‘Ependorflardan sUpernatanlar hemen ayrilarak, nitrit Slgima igin ilk 30
‘dakika icinde kullansidi. Diger biyokimyasal analizler igin, sUpernatan

“slikuatlara bolunerek - 60°C de saklandi.

2-NITRIT TAYINi
"Beyin dokusu nitrit diizeyleri Ohta ve arkadaglannin fluorometrik

:metoduna gore belirlenmistir (64).

Prensip:

Nitrit, asidik ortamda fenolik bilegikierle hizii bir reaksiyona girerek nitrozo
. turevierinin olugsmasina neden olur Normalde nitrozo grubunun eiektron
- gekme oOzelliginden dolay! bu bilesikler non-fluoresandir. Bu bilesiklerin
alkalen ortamda aromatik amine indirgenmesi ile fluorometrik olarak nitrit

tayini mumkindir. Bu metodia; 4-hidroksikumarinin asidik ortamda

nitrozasyonu ve alkalen ortamda fluoresan 3-amino-4-hidroksikumarine

indirgenmesi ile nitrit tayini yaptmistir.

Reaktifler:

o 4-hidroksikumarin: % 0.04
¢ Dimethylformamide :

¢ Sodium thiosulfate: % 8

« HCI 2N

e NaQOH: 15N

e Sodium Nitrite

Prosediir:

1 ml stpernatan {izerine 0.5 mi % 004 4-hidroksikumarin [ 1:1 (viv)
dimethylformamide: 2N HCL icinde ¢dziidi.] éklendi. Vortekslendikten
sonra 5 dakika 0 °C de buz icinde bekletildi. 50 pL %8 sodium thiosuifat
eklendi Bes dakika oda isisinda bekletildikten sonra 0.5 ml 15 M NaOH
eklenerek numuneler oda Isisinda 10 dakika daha bekletildiler. 340 nm
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'.:sitasyon, 453 nm emisyon dalga boylarn kultanilarak, numunelerin
fuoresansi Shimatzu RF-5000 spekiroflurometresinde &lgildii. Sonuglar

piko mof nitrit / mg protein olarak verildi.

N'iirit standart grafigi:

'N.iirit standart soltisyonu, sodyum nitritin 110 °C de 4 saat kurutularak, 1
fﬁglml olacak sekilde deiyonize su igerisinde ¢oziimesiyle elde edildi
Standar’t solusyon haftalik yapilarak +4 °C de sakiandi. Dilusyonlar gerekli

oldugu zaman giinlitk olarak hazirland

Nitrit Standart Grafigi

300

250 4

200 -

150 4

Fluoresans

100 4

50 4

0 1,25 2,5 3,75 5

Konsantrasyon {(nmollL)

Figiir 8:Nitrit standart grafigi

3

3-NITRAT TAYINI

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

dlgulmustir (65).

Prensip:

Beyin dokusu nitrat diizeyleri; nitratin nitrite, nitrat rediktaz ile indirgendigi
reaksiyonda B-NADPH'In oksidasyonu sonucu 340 nm de absorbansdaki
dusus ile degerlendiriidi. Ortama FAD elektron tagiyicist olarak eklendi.
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eaktifler:

__:Nitrat Reduktaz (Aspergilius): 500 U/L

FAD 02mM

B-NADPH: 12 mM

NaNO3:

Potasyum fosfat tamponu: 100 mM, pH=7.5

'?l'rosedur:

 Igerisinde 250 L 100 mM potasyum fosfat tamponu, 50 uL distile su, 50
pL FAD, 10 ul B-NADPH ve 100 pL numune bulunan tipler 25 °C de
?'i"f.-dengeye getirildi  Enzimatik reaksiyonu baslatmak igin 40 plL Nitrat
_=:.:-"Redijktaz eklendi. FAD nin fotolabilitesinden dolay) reaksiyonun karanlik
otamda gerceklesmesi saglandi. 45 dakika sonra numunelerin

-;'Z: kullanitarak hazirlandi.
- Reaktif korii:
~ Ayni prosedir, 100 puL numune yerine 100 pl distile su kullanilarak

hazirlandi
internal standarth numuneler:
Ayni prosedirr, 50 ul distile su yerine 50 ul standart nitrit soliisyonu

eklenerek yapildt.
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Zamana gore nitrat redilksiyonu

120

100 + 1

80 +

60 =

Nitrat (umol/L)

40 ¢

20 4

2
3
4
5
6
7
8
96
100

Zaman (dk)

Figlir 9: Zamana gore nitratin nitrite indirgenmesi
- Hesaplama:
~ Doku nitrat konsantrasyonu asagidaki formil ile hesaplandi. Sonuglar

umol/mg protein olarak verildi.

C=AA x faktor

AA= A numune kérd = A numune = A reaktif k&rl

Fakior=V7/Vn X 1/1 X 1/€350 x 10° = 0.8

Vr = Reaksiyon total hacmi (500 uL)

Vi = Numune hacmi (100 pL)

I = |siIk yolu {1 cm)

gsa0  =P-NADPH in 340 nm de milimolar absorptivitesi (6.22 mmol .
cm '1)

10°  =mmol/L den umol/L ye gevirme faktsra

4-MDA TAYINI

Beyin dokusu MDA dlzeyieri Wasowicz ve arkadaglarinin fiuorometrik

metoduna gore yapimistir (66)
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._..p;ensipi

gu metod fle MDA tayini, MDA nmin TBA ile MDA-TBA bilesigini
':'a.i':ugturmasma ve olugan bilesigin asidik ortamda n-Butanol ile
{'él.{straksiyonuna ve n-Butanol fazinin 525 nm eksitasyon, 547 nm emisyon

_'aalga boylarinda fluoresansinin élgiilmesine dayanmaktadir.

3.:;Reaktifler':

‘s Thiobarbiturik asit (TBA): 29 mM
Asetik asit: 875 M
¢ 1,1,3,3 -tetramethoxypropane:

+« n-Butanol:
e HCI: 5M

 Prosedur;

50 pL numune, iginde 1 ml distile su buiunan cam tuplere kondu. 1 ml
TBA ( 875 M asetik asit iginde) “(reaksiyon karigimi pH=2.4-2.6)
eklendikten sonra tupln agzi siki bir sekilde kapatilarak 1 saat 100 °C

kaynar su banyosunda tutuldu. Numuneler ¢esme suyu altinda
sogutulduktan sonra 25 nl HCI eklenerek son pH nin 1.6-1.7 olmasi
saglandi. 3.5 ml n-Butanol ekienerek, numuneler 5 dakika voriekslendi.
Butanol fazi, numunelerin +4 °C de 5 dakika 1500 xg de santrifligasyonu
sonucu elde edildi. Butanol fazinin fluoresansi 525 nm eksitasyon, 547 nm
emisyon dalga boylari " kullaniarak Shimatzu RF-5000

spektrofluorometresinde &lglldll. Sonuglar nmol/mg protein olarak verildi.

49



MDA Standart Grafigi
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Figiir 10: MDA standart grafigi

5-KONJUGE DIEN TAYINi

Doku konjuge dien duzeyleri Recknagel ve Glende’nin spektrofotometrik

metoduna goére yaplimigtir (67}.

Prensip:

Konjuge dien igeren organik molekiiller, « K banti » denilen 215 ve 250
nm arasinda absorbans piki yaparlar. Peroksidize lipidler ise 233-234
nm'deki yogun K banh ile karakierizedirler. Peroksidize doymamis yag
asitlerinde konjige dien olusumu; bu molekuideki ¢ift bagiar ayiran

metilen grubundaki hidrojenler Uzerine serbest radikal atagl sonucundadir.

Reaktifler:

Kloroform:

Metano!l:

Cyclohexane: (spektrofotometrik grade)
Nifrojen gaz: (HABAS)

Prosediir:
0.5 ml numune tzerine 0 5 ml kloroform:metanol ( 2:1, v:v) solisyonu

eklendi 5 dakika vortekslendikten sonra nitrojen gazt altinda
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form:metanol fazinin evaporasyonu sagiandi. Kloroformdan arinmig
"‘n':ekstrakt, 2 ml cyclohexane iginde ¢6zlldli. Numunelerin absorbansi
4. nm de cyclohexane kérune karsi Shimadzu UV-1601
ektrofotometresinde okundu. Sonuglar ema= 2.52 x 10 M'em”

:ku;l:l-anﬂarak nmol hidroperoksit / mg protein olarak verildi.

¢.DOKU SULFHIDRIL (SH) GRUPLARI TAYINi

Doku SH gruplarn Koster ve arkadaglarinin spektrofotometrik metoduna

_ gore belirlenmistir (68)

Prensip:
Protein sifhidril gruplan, DTNB tarafindan indirgenir ve disulfid bag

~olusturarak bir kromofor agia cikartirlar (5-merkapto-2-nitrobenzoik

Reaktifler:

o DTNB {5,5-dithiobis (2-nitrobenzoik asit)): 2 MM

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

Prosediir:

100 pl numune, 1500 pl fosfa‘t tamponu ile karigtinldi. 400 ul DTNB
(sodyum sitrat i¢inde) ilave ediidikten sonra 5 dakika 37 °C'de bekletildi
Numunelerin absorbansi 412 nm de reaktif koriine kargt Shimadzu UV-

1601 spektrofotometresinde okundu. Sonuglar ema=13600 M .cm™

kullandarak pmol/mg protein olarak veriidi.
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7-DOKU PROTEIN KARBONIL GRUPLARI TAYIN
Protein karbonil gruplan, Levine ve arkadaslarinin spekirofotometrik

metoduna gdre belirlenmigtir (69)

.Prensip:

:_Protein!er ile kullanilan klasik bir karbonil reaktifi olan 2,4-
:dinitrofeni!hidrazin, karbonit gruplan ile birlestiginde renkli bir hidrazon
~olugturmakta ve olugan bu hidrazonun intensitesi 360 nm de

- okunmaktadir

' Protein-C=0 + HoN-NH-2 4DNP  —  Protein=N-NH-2 4-DNP  +
" H,0

Reaktifler:

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

e HCL 2N

¢ TCA: %10, %20
s NaOH: Y
Prosediir:

500 pl numune 500 pl %20 TCA ile karigtiriidi. 14000 rpm de 15 saniye
santrifiij edildikten sonra sUpernatgn dokiildii, Pelet 500 pl DNP ( 2 N HCI
icinde 50 °C de ¢dzulecek) ile kanstinldiktan sonra karanlkta oda isisinda
1 saat bekletildi. Her 10 dakikada bir vorteksienerek peietin DNP ile
muamelesi saglandi. 500 pi %20 TCA ile kangtinldiktan sonra 2-3 dakika
oda sisinda bekletildi 14000 rpm de 3 dakika santrifllj edildikten sonra
siUpernatan dokuidu ve ayni igslem %10 TCA ile 3 defa tekrarlandi.
Presipitat 2 mi NaOH iginde 37 °C de 30 dakika bekletilerek ¢dztildi.
Numunenin absorbansi NaOH kérune 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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-DOKU PROTEIN TAYiNi

;bku protein igeridi Lowry metoduna gore tayin edilmistir (70).

Reaktifler:

¢ BSA (Bovin serum albumini);

+ NaOH: N

e D reaktifi: a-%2 Na2CO3 anhidr { 10 mi)
b-%1 CuS04 (0.1 mi)
‘c-%2 Na-K tartarat (01 ml)

« Folin Ciocalteu reaktifi:

l‘ Protein standart grafigi
0,14 1

0,12

01
0,08
0,06
0,04
0,02

Absorbans

N
g

o 100 200 300 400

Protein (ugrimi}

Figtir 11: Protein (BSA) standart grafigi
Prosediir:

0.1 ml numune tizerine 0 1 ml NaOH ve 1 mi D reaktifi eklendi. 20 dakika
oda i1sisinda karanlkta bekletildi 0.1 mi Folin Ciocalteu reaktifi eklendikten
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gonra 30 dakika daha oda Isisinda karanlikta bekletiidi 2 mi distile su

“eklenerek numunenin absorbansi distile suya kargl 750 nm’de okundu.
“9-ISTATISTIKSEL ANALIZ

[statistiksel analizier MICROSTA paket programi kullanilarak yapildi,
- Sonuclar ortalama = SD olarak ifade edilmigtir. Gruplar arasindaki
istatistiksel anlamlililk One-way analysis of variance (ANOVA) testi
kullamiarak belirlenmistir Student's t testi kullanilarak beyin bolgeleri

arasindaki istatistiksel antamlilik test edilmistir.
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[V-SONUGLAR
ff:§_5_;.5'1-l')OKU NiTRIT DUZEYLERI

Her dort deney grubundaki, koriikal, subkortikal ve serebellar nitrit

%Q_f' diizeyleri Tablo 4'te goriimektedir

3_5' Tablo 4:Doku nitrit dlizeyleri (pmol/mg protein)

GRUPLAR T KORTEKS SUBKORTEKS SEREBELLUM
d

KONTROL | 0.40+0.03  0.39:0.03  0.57+0.07
_ ) ae a a
ISKEMI | 419+052 5164056  4.94+0.71
ab a,b ab
REPERFUZYON | 12.78+1.07 12.71£1.84 11.94+1.18
] a,c a,c a,c
TEDAVI | 766:092  8.08+0.91  8.23:0.91

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

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

¢ p<0.001 Tedavi vs Reperfuzyon

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

Doku Nitrit Diizeyleri
1 !

1% 4

2 +

Serebellum

£
g T+
=3 O Korteks
8 4
E: m Subkorteks
3
£
S

L] T
Kontrol Iakemi Reperfilzyon Tedavl

Figlir 12: Doku nitrit duzeyleri
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~ Nitrit diizeyleri, korteks, subkorteks ve serebeliumda; iskemi, reperfiizyon
ve tedavi gruplarinda, kontrol grubuna gdre onemlii olglide yiksek
bulunmustur (p < 0.001). Iskemik periyodu takiben reperfuzyon grubunda
nitrit duzeyleri istatistiksel olarak ylksek bulunmustur (p <0.01). Tedavi
5_ grubunda ise, reperfuzyon grubuna gére, nitrit dizeylerinde 6nemli diisus
gozlenirken (p <0.01), nitrit dederleri kontrol grubunun gok Uzerinde

bulunmustur.

Her Uc¢ beyin boigesi grup igerisinde karsilastinildigi zaman; kontrol
grubunda, serebellar nitrit dizeyleri, kortikal ve subkortikal nitrit
degerlerine gére yiuksek bulunmustur (p <0.001). Ayrica iskemi grubunda
kortikal nitrit duzeyleri, subkortikal ve serebellar nitrit dizeylerinden

istatistikse! olarak daha dustk bulunmustur (p <0.05).
2-DOKU NiTRAT DUZEYLERI

Her dért deney grubundaki kortikal, subkortikal ve serebelar nitrat

diizeyleri Tablo 5te gériimektedir.

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

GRUPLAR J_ KORTEKS SUBKORTEKS SEREBELLUM
d

KONTROL | 1.39:021  1.1240.08  1.40+0.11

_ . N a a,d a

ISKEMI | 3831011  3.86+0.07  3.73+0.06
a,b a,b asb:e

REPERFUZYON | 6331022 6224012  6.15+0.17
_ a,c ac a,c,f

TEDAVI | 4244020  4.33+0.09  4.6440.11

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

ap<0001 iskemi, Reperflizyon, Tedavi vs Kontrol
b p<0.001 Reperfiuzyon vs Iskemi

¢ p<0.001 Tedavi vs Reperflizyon

dp<005 Subkorteks vs Korteks ve Serebellum
e p<0.05 Serebellum vs Korteks

fp<0.001  Serebellum vs Korteks ve Subkorteks
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'- O{éz dakikalik iskemi periyodunu takiben elde edilen nitrat dizeyleri,
gontrol grubuna gdre iskemi grubunda istatistiksel olarak yuksek
ylunmustur ( p< 0.001) Iskemiyi takiben reperfuzyon grubunda ise nitrat
.ﬁ:z.:eyinde artis hem kontro! grubuna hem de iskemi grubuna gére devam
tmistir { p< 0.001). Lamotirigine ile tedavi edilen grupta, nitrat diizeyieri
.m'ntrol ve iskemi grubuna gore yilksek bulunmus olsa da ( p< 0.001),
eperfuzyon grubuna gore istatistikse! olarak azalmig bulunmustur { p<
.001)

Doku Nitrat Diizeyleri

£

s
=
g4
e O Korteks
E’ 2 | Subkorteks
g 2 Serebellum
3, |

14

i} t HH 1. H 1

Kontrol Iskemi Reperfizyon Tedavi J

Figiir 13: Doku nitrat diizeyleri

Her ¢ beyin bdlgesi grup icerisinde karsidastinldiginda; kontrol grubunda
subkortikal nitrat dizeyleri, kortikal ve serebellar nitrat dizeylerine gore
istatistiksel olarak daha az bulunurken, iskemi grubunda subkortikal nitrat

deferleri kortikal ve serebellar bolge nitrat deerlerinden daha yiksek
bulunmustur ( p< 0.05). Reperfuzyon grubunda ise, serebellar nitrat
diizeyleri kortikal nitrat duzeylerinden daha az bulunurken ( p< 0.05),
tedavi verilen grupta serebellar nitrat dizeyleri, 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 T KORTEKS SUBKORTEKS SEREBELLUM
= d
~ KONTROL | | 1265010  1.34%0.06  1.22+0.05
o ] a,e a a
 iSKEMi | 347+0.14  2.9740.04 _ 3.00£0.08
T a,b a,b a,b,f
' REPERFUZYON | 7.09+0.19 7.0440.12 7.22+0.06
' ] a.c,e ac a,c
- TEDAVI | 5424009 520+0.08  4.98+0.07

n=8 (Herbir deney grubunda)
Data ortalamaxSD olarak verilmigtir,

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

¢ p<0.001 Tedavi vs Reperfuzyon

d p<0.05 Serebellum vs Korteks ve Subkorteks
e p<0.01 Korteks vs Subkorteks ve Serebellum
fp<0.01 Serebellum vs Korteks ve Subkorteks

Doku MDA Dilzeyleri

1 Korteks
Subkorteks
B Serebellum

nmol/mg protein

Kontrol lskemi Reperflzyon Tedavi

Figiir 14:Doku MDA diizeyleri

Otuz dakika iskemi uygulanan grupta, kontrol grubuna gore doku MDA
konsantrasyonunda anlamh bir artig gozlenmigtir { p< 0.001). Bu artig
reperfiizyon grubunda, kontrol ve iskemi grubu ile karsiastiridifinda
devam etmistir ( p< 0.001). Lamotrigine ile tedavi sonrasinda, reperfuzyon
grubuna gore, MDA konsantrasyonunda anlamli bir digiis gézlense de (
p< 0 001), bu degderler kontro} ve iskemi grubu MDA konsantrasyonlarinin

¢ok Uzerinde bulunmustur ( p< 0.001).
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H.er bir beyin dokusu, grup igerisinde kendi arasinda kiyaslandidinda,

jaha az bulunurken ( p< 0 05), iskemi ve tedavi grubunda kortikal MDA

ontrol grubunda serebellar MDA konsantrasyonu diger dokulara gére

Iegerieri , reperflzyon grubunda ise serebellar MDA diizeyleri diger

~dokulara gore anlamii derecede fazla bulunmustur ( p< 0.01).
- 4-DOKU KONJUGE DiEN DUZEYLERI

Beyin dokusu konjuge dien igeriginin iskemi ve reperfizyona gore degigimi

-' Tablo 7'de gorulmektedir

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

- GRUPLAR | KORTEKS SUBKORTEKS SEREBELLUM
KONTROL | 0984006 0954003  0.98+0.01
R . ad a a
ISKEMI | 2704010  2.33+0.06  2.28+0.09

ab,d a,b a,b
REPERFUZYON | 405+031  3.98:0.19  4.35:0.32
) a,c a,c a,c,e
TEDAVI | 1913079  1.91+0.03  2.01+0.05

n=8 (herbir deney grubunda}
Data ortalama+SD olarak verilmigstir

!

ap<0001 Iskemi, Reperfuizyon, Tedavi vs Kontrol

b p<0.001 Reperfuzyon vs iskemi

c p<0.001 Tedavi vs Reperfiizyon

dp<0.001 Korteks vs Subkorteks ve Serebellum

e p<0.01 Serebellum vs Korteks ve Subkorteks

Otuz dakikalik iskemi periyodunu takiben her li¢ beyin dokusu konjtige
dien miktarinda istatistikse! olarak bir artis meydana gelmistir (p<0.001).
Reperfuzyon grubunda ise bu artig hem kontrol grubuna hem de iskemi
grubuna gdre devam etmistir. Iskemi olusturulmasindan hemen sonra
Lamotrigine tedavisi ile, hem iskemi hemde reperfuzyon grubuna gore
konjuge dien miktarinda anlamk bir duigus gergeklesmistir (p<0.001) fakat
tedavi grubunda konjtige dien miktariari, kontrol grubunun ¢ok Uzerinde

bulunmustur (p<0.001).
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Doku Konjiige Dlen Diizeyleri

T Korteks
I Subkorteks
Serebellum

nmol hidroperoksitimg protemn

Kontrol iskemi Reperfiizyon Tedavi

Figlir 15:Doku konjiige dien diizeyleri
Kortikal, subkortikal ve serebellar bodlge konjuge dien konsantrasyolan her
dort grup icerisinde kendi arasinda kiyaslandiginda, iskemi ve reperfiizyon
grubunda kortikal konjuge dien konsantrésyonu, subkortikal ve serebellar
konjuge dien konsantrasyonlarindan yiksek bulunurken (p<0.001), tedavi
grubunda serebellar konjuge dien konsantrasyonu, diger bdlgelere gbére

anfamh derecede artmis bulunmustur (p<0.001).

5-DOKU TiYOL GRUPLARI KONSANTRASYONU

\

Beyin dokusunda tiyol gruplarinin iskemi ve reperfuzyona gére degisimleri

Tablo 8'de gorilmektedir.

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

GRUPLAR 1 KORTEKS SUBKORTEKS SEREBELLUM
d
KONTROL | 126.63 +3.87 119.67 +3.97 115.29 + 4.07
i ) a ae a
ISKEMI | 81.16+3.74 6550+128 83.33+1.97
] a,b,f ‘ a,b a,b
REPERFUZYON | 7570+2.84 60.09+1.71 67.80+1.60
. a,c,f a,c ac
TEDAVI | 103.58 +1.63 96.00+1.26 92.21+2.06

n=8 (herbir deney grubunda)
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pata ortalama+SD olarak verilmistir

ap<0001  Iskemi, Reperfuzyon, Tedavi vs Kontrol
pp<0.05  Iskemivs Reperfiizyon

¢ p<0 001  Tedavi vs Iskemi ve Reperfiizyon
dp<0.05 Korteks vs Subkorteks ve Serebellum
p<0.001  Subkorteks vs Korteks ve Serebellum
p<0.001  Korteks vs Subkorteks ve Serebellum

I——
Doku Tiyol Diizeyleri
140

120 4

00 +

E

2

g 80 7 O Korteks

€ o m Subkorteks
= T

E = Serebelum
=

a0l

20 4

Kontro! Iskemi Reperflizyon Tedavl

Figiir 16:Doku tiyol diizeyleri

Otuz dakikalik iskemi periyodunu takiben, her (¢ beyin dokusu tiyol
gruplarinda istatistiksel olarak anlaml bir dists gézlenmistir { p< 0.001).
Tiyo! gruplarindaki bu dusls, reperflizyon grubunda, kontrol grubu ve
iskemi grubuna gére istatistiksel olarak devam etmistir ( p< 0,001, p< 0.05

sirastyla).

Lamotrigine tedavisi ile, doku tiyol gruplannda, iskemi ve reperfizyon
gruplanna gore artis meydana gelse de ( p< 0.001), bu konsantrasyonlar
kontrol grubuna gore istatatistiksel olarak dusiik bulunmustur ( p< 0.001)

Kontrol (p < 0.05), reperflizyon ve tedavi (p< 0.001) gruplarinda, kortikal
boige tiyol gruplart konsantrasyonu subkortikal ve serebellar bdigeye gére
yliksek bulunurken, iskemi grubunda subkortikal tiyol konsantrasyonlari,

kortikal ve serebellar bolgeye goére daha az bulunmustur,
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6-DOKU

KARBONIL DUZEYLERI

Tablo 9‘da gérilmektedir

Beyin dokusu karbonil icerigi'nin iskemi ve reperflizyona gore degisimi

':3:"Tab|o 9: Doku karbonil diizeyleri (mol karbonil/img protein)

| KORTEKS SUBKORTEKS SEREBELLUM

~ KONTROL

| 0.53+0.07 048:0.09  0.53+0.05
. af a a
- iskemi | 0.66+0.05  0.71+0.07  0.75+0.05
o a,b,f a,b a,b
_ REPERFUZYON | 1132006  1.1840.05  1.17%0.05
' ) c,d c,d,e,g c,d
~ TEDAVI | 056:0.05 0.61:0.06  0.55:0.04

" n=8 (Herbir deney grubunda)

Data orta

lama+SD olarak verilmigtir.

ap<0001 Iskemi, Reperfiizyon vs Kontrol
b p<0.001 Reperfiizyon vs Iskemi
¢ p<0.001 Tedavi vs Reperfiizyon

dp<0.05 Tedavivs Iskemi
ep<0.05  Tedavi vs Kontrol
fp<0.05 Korteks vs Subkorteks ve Serebellum
gp<0.05  Subkorteks vs Korteks ve Serebellum
—
Doku Karbonil icerigi
1,4
]
1,2 +
[ =
. — 1 4
g
o A
g’ 0.8 - O Korteks
% Il Subkorteks
a 0,8 -
a 3 Serebellum
g
5 04T
E
0,2 +
0 b ; Ll
Kontrol iskemi Reperflizyon Tedavl

Figiir 17:Doku karbonit diizeyleri
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:_;;dtuz dakikalik iskemi periyodunu takiben her Gg¢ beyin dokusunda da
:-fi.karbonii igerigi kontrol grubuna gére anlamlt olarak artmigtir (p< 0.001).
E"ReperfUzyon grubunda ise bu artig, kontrol ve iskemi grubuna gére
jstatistiksel olarak devam etmigtir ( p< 0.001). Tedavi grubunda ise, her
¢ beyin bolgesinde, karbonil olusumunda reperfuzyon grubuna gére ( p<
-0.001) ve iskemi grubuna gore ( p< 0.05) istatistiksel olarak bir azalma
“pelitlenmigtir. Sadece subkortikal bdlgede, kontrol grubuna gbére daha

fazla karbonil ierii tespit edilmistir ( p< 0.05).

Her tic beyin bolgesindeki karbonil kontent olusumu, deney grubu
icerisinde karsilastinldiginda; iskemi ve reperfuzyon grubunda kortikal
- karbonil  konsantrasyonu,  subkortikai ve  serebellar  karbonil
konsantrasyonundan daha distk bulunurken ( p< 0.05), tedavi grubunda
subkortikal karbonil konsantrasyonu dijer boligelere gére daha fazia

bulunmustur { p< 0.05).



V-TARTISMA

:'_ .Strok, kafa travmasi veya kardiyak areste bagl olarak meydana gelen
:3 serebral iskemi, en Gnemli kalici sakatlik sebebidir. Global serebral
- iskeminin prototipi kardiyorespiratuvar arestir. Olayl baslatan sebepler
dikkate alinmazsa; kardiyak arest, vital organlara ézellikle beyine oldukga
zarar vermektedir. Klinisyenin dikkat etmesi gereken bir husus, basaril bir
resiusitasyonun sadece normal kardiyak ritmin veya hemodinamigin
saglanmasi demek olmadigidir. Resusitasyonun biling, kuvvet ve hayatin
yeniden saglanmasi oldugu ve esas amacin mentalitenin yeniden
kazaniimas! oldudu unutulmamalidir. Bu sebepten, Kkardiyopulmoner
restsifasyon fenomeninin, kardiyopulmoner serebral resusitasyon

fenomenini de icine alacak bir sekilde genigletiimesi gerekmektedir {71).

Son yillarda resUsitasyon alaninda yeni gelismeler olmustur, fakat bununla
beraber norolojik iyilesme, resusitasyon tibbini kisitlayan en dnemli faktér
olma 6zelligini korumaktadir. Ulkemizde bu alandaki istatistiksel bilgiler
kisithdir.  ABD’de  yilda 800000 den fazla kardiyak resusitasyon
gerceklestiriimektedir. Hastaneden taburcu olma oranina bakilarak
hastalarin yasama sansi % 20 nin altinda olup % 12 ye kadar
dusmektedir. "Brain Resuscitation Clinical Trial 1" adlt ¢aligmadan
alinan bilgilere gore; arest zamaninin 6 dakikadan daha uzun olmadidi ve
resiisitasyon zamanininda 30 dakikay: agsmadig vakalarda, hastalarin %
50 si norolojik olarak herhangi bir defisit gostermemiglerdir. Resusitasyon
zamani 30 dakikayi astiinda, hastalarin sadece % 3 U nérolojik diizelme
gOstermistir. Arest zamani 6 dakikay! asan fakat resisitasyon iglemlerinin
5 dakikadan daha kisa stirdigl vakalarda da, hastalarin % 50 sinde
olumlu sonuglar alinmistir. Tim vakalar ele alindiginda, arest zamaninin
15 dakikayl gectigi durumlarda hicbir hastada iyilesme gbézlenmemistir.
Kardiyopulmoner resisitasyon, tam bir standarta sahip olmayan, yeterince
gelismemis bir tibbi midehale olma &ézellijini 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 olmakta, aerobik olarak metabolize olamayan glukoz

da asidozu arttiracaktir (1,72).

“Beyin total viicut agiriginin % 2 sini olustursa da, bir kardiyak atimin % 20

sini almakiadir. Beyin, serebral kan akimini { CBF ) koruyabilmek igin sabit

bir gekilde glukoz ve oksijene ihfiyag duymaktadir, Beyin hemen hemen

tum enerji ihtiyacini glukozun oksidasyonundan saglamaktadir Kan
akiminin herhangi bir sebepten dolayi kesilmesi durumunda, beyinde iki
fizyolojik mekanizma Onem kazanmaktadir. Bunlardan en &nemlisi
otoregiitasyondur. Normal bir beyinde oforegiiasyon; 50 mi / 100 gram
beyin / dk lik CBF yi korumaktadir. lkinci protekiif mekanizma "Cerebral
metabolic requirement for oxygen ( CMRO; ) "dir. Bu mekanizma ile
kan, metabolik ihtiyaclart daha &nemli olan fokal beyin boélgelerine
kanalize olmaktadir. Patolojik olaylar kaskadi iskeminin baglamasi ile
dakikalar icinde olusmaya baslamakiadir. 6-8 dakika icinde, santral
iskemik bolgede kalici noronal hasar olmaktadir. Fakat global serebral
iskemide, noronlarn bir kismi iskemiden korunurken, bir kisim néronlarin
subpopiilasyonlarinda kayip meydana geimektedir Noéronal dejenerasyon
yalnizca iskemik periyod ile irreversible olarak belirlenemez Arest
sirasinda veya sonrasinda néronal hasara neden olan bazi metabolik ve
hemodinamik diizensizlikler olugmaktadir Bu mekanizmalardan hangisinin
iskeminin patofizyolojisinde en énemli roli oynadigini kestirmek glctir
(73,74).

Enerji ve iyon dengesinin kaybi bir ¢ok degisiklige neden olmakla birlikte,
buniardan en Onemlisi beyinde eksitatuar cevaptan sorumiu olan
ndrotransmiter glutamatin  ekstraseluler akumulasyonudur. Glutamat
iskemi siiresince ilk 10 dakikada 5 kat, 20. dakika sonunda ise 10-15 kat
artmaktadir (73).

Kardiyak arest sonrasi serebral perfuzyonun kesintiye ugramast, " no-
reflow " denilen, higbir kan akiminin olmadigi bir periyoda neden
olacaktir. Bu periyodu multifokal iskemi, kisa global hiperemi periyodu ve
uzamig hipoperfiizyon ve sonugta rezoliisyon fazi izleyecektir. Global
beyin iskemisi sirasinda veya sonrasindaki bu degisiklikler kompleks oiup

tam olarak anlagilamamistir. Ancak bununia beraber néronal hasarin
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wyik bir kisminin reperfuzyon sirasinda oldugu kesinlik kazanmistir. Kisa
i reaktif hiperperfliizyon periyodu olmasina ragmen, yeterince perfiize
‘oimamis, oksijene ihtiyaci ve saglanmasi arasindaki dengelerin olmadigi
-béyin bélgeieri olacaklir Bu patolojinin muhtamel nedenleride; kan
viskozitesindeki artig, damar lumeninin fizyolojik kompresyonu, endotelial
mikrovillus olusumu ve yetersiz perfiizyon basincidir Iskemi sonrasindaki
n re-flow "; yagsami ve kardiyak arest sonrasi iyilesmenin kalitesini
belirleyen en onemli fakidrdur (75). Klinik tecribeler organ
reperfuzyonunun doku hasarini arttirdigi  yolundadir. Global beyin
iskemisine neden olan herhangibir olay, hastada kortikal veya tim beyin
 yetersizlijine neden olacaktir. Klinisyen bdyle bir potansiyel patolojinin
varhigindan mimkin oldugunca haberdar olmak mecburiyetindedir ve

resitsitasyondan hemen sonra; kortikal, beyin sapt veya serebellar

fonksiyonlarn kontrol altina alacak seri ndroiojik muayeneler yapmahdir

Nérolojik bulgulardaki degisiklikier prognoz agisindan énemlidir (76).

Diger organ sistemieriyle kiyaslandiginda, serebral yetersizligin derecesini
gosterecek standart bir marker yokiur. Serebral perflizyon basinci ( CPP ),
CMRO; hesaplanmasi, kreatin kinaz-BB ( CK-BB } izoformunun élgimu

veya elektrofizyolojik calismalar yapiimaktadir (77).

CPP, CBF’nin yeterliligi hakkinda kaba bir fikir vermektedir. CPP; ortalama
arterial basing ile ortalama intrakraniyal basincin farkidir ve normal olarak
60-90 mmHg kadardir CPP, 30 m}an’nin altina distugu zaman, néronlar
tehdit altindadir Normal CBF, 50-860 ml / 100 gr beyin / dk'dir ve normal
bir yetiskin beyninde 700-840 mi / dk'dir Basing akim ile es anlaml
olmadigindan CPP ve CBF arasindaki iligki énemlidir. CPP, 50 mmHg nin
altina distugt zaman, CBF azalacaktir. Kritik CBF normalin % 20 si kadar
dustniimektedir. Herhangibir akim olmamasina gére, beyinin, normalin %
10'undan fazla olan kan akimini tolare edebildiji gosteriimis olsada,

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

olmasina gore daha iyidir (74)

Klinik olarak ilgi CMRO, (zerinde olmasina ragmen, Kkolayca
slclilememektedir. Normal degerleri 3-4 mi / 100 gr beyin / dk’dir. CBF'nin
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arteriyoven0z  oksijen  farkina  bélimudur.  Eksiraserebral  kan
 kontaminasyonunu minimumda tutmak igin, CMRO; hesaplanirken, vena
jugularis superior bulbundan kan ahnmaktadir. Son yillarda CK-BB de
- dlglilebilmektedir.  Kardiyak arest sonrasindaki norolojik  hasarnn
belirlenmesinde bu testin dnemi vardir. CK-BB nin blyilk bir kism beyinde
pulunsa da, gastrointestinal sistem, mesane, uterus, prostat ve
damarlarda da bulunmaktadir. CK-BB maksimum seviyelerine iskemiden
05-2 saat sonra ulastigindan, kisa slire igerisinde dlglilmesinde yarar
vardir (77,78).

Postkardiyak arest ensefalopatinin patolojisi kompleks olup tek bir
mekanizma icermemekiedir ve postiskemik ndronal koruma da tek bir
tedavi yénteminden ziyade multipl tedavilerle daha iyi olacaktir Beyine
yonelik terapotik modelier sdyle 6zetlenebilir:

a) Kardiyopulmoner serebral resusitasyon, b) Re-flow, ¢) Ventilatuar
destek, d) Hipotermi, e) Farmakolojik destek, f} Hemodilisyon, g)
Metabolik maniptilasyon, h) Epileptik aklivitenin kontrolu ve énlenmesi, 1)

Serbest radikal bagiml hasarin énlenmesi.

CMRO; nin azalmas:, intra- ve postreslsitasyon ndronal korumayla
ilgifidir Indiiklenen hipoterminin CMRO,'yi, enzimatik reaksiyon hizlarini
ve ATP tiketim hizlarin azalttidi beliflenmistir. Postkardiyak arest
hipoterminin beyni, reperfiizyon hasarindan korududu fakat, prekardiyak
arestte uygulanan hipotermide elde edilen sonug¢ kadar iyi olmadig
gosterilmistir. 28 °C - 32 °C lik hipotermi, néronlarda protektif olmusg fakat
ventrikiiler 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
membrantarin  direkt proteksiyonu ile olmaktadir. Beyin isisinin
duslrulmesi, intrakarotid soguk salin bolus enjeksiyonu veya kafa

cevresine buz torbasi yerlestiriimesi ile gerceklestiriimektedir (78).

Bir gok hasta tibbi mudehaieyi; iskemiden dakikalar veya saatler sonra
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deneyleri; ciddi iskemide dakikalar, orta dereceli iskemide ise saatlerin
enfarkta yol agan olaylar zincirini baslattigini géstermistir. Bununia beraber
| ciddi iskemiden saatler hatta ginler bazen de haftalar sonra doku hasari
gerceklesmektedir Yodun iskemik alan ile, normal perfizyonun devam
ettii bolge arasindaki peri-infarkt boélge; yiksek ekstraselller
norotransmiter  konsantrasyonu, yaygin depresyon ve  anoksik
depolarizasyon ile karakterize depolarizasyon dalgalariyla, serbest radikal
olugumu ve enflamasyon ile karakterizedir. Birgok néroprotektif ajan, bu

bolgedeki bu tir patolojilerin baskilanmasi amaciyla kullaniimaktadir,

NMDA reseptér antagonistleri veya kanal blokerleri, hayvan modellerinde
fokal iskemide basarili olmugiar fakat global iskemide bu basanyi
gosterememiglerdir. Kanalin baylk bir ihtimalle acik oldugu yiiksek
giutamat konsantrasyonunda, NMDA reseptdr kanalini bloke eden ajaniar,
reseptére baglanmak igin glutamatia yarisma icinde olan ilaglardan teorik
olarak Ustindiirler. Glisin bdigesi ( MDL:105572, AEE1021, L687414 )
veya potansiyel poliamin modulatuar bdlgesi ( eliprodil ) antagonistleri,
glisin veya poliaminlerin farkll allosterik bélgelere badlanmasi, NMDA
reseptdr kanal aciimasini etkileyeceginden, néroprotektif olabilirler. Kanal
blokerlerinin prototipi olan dizociipine, 1980'lerde strok calismalarinda
kullaniimaya baglanmistir. Fakat hayvanlarda cingulate gyrus néronlarinda
vacuolar degisikliklerin  bulunmasi, bu ilag ile ilgli gelismeleri
yavaglatmistirr Bu patoloji yiiksgk dozda diger NMDA reseptor
antagonistierinin kullanilmast ile de gosterilmigtir. Non-NMDA reseptor
aktivasyonu, iskemi sirasinda belirgin bir iyon fluksi ve eksitotoksisiteye
neden olmaktadir NMDA reseptorierinin aksine, iskemik bolgedeki asidik
pH'tan dolayt inhibe olmamakiadirlar. NBQX gibi quinoxaline ve
quinoxaline-dione turevleri hem fokal hem de global iskemi modellerinde
basarill olmuglardir. Ozellikle NBQX, NMDA reseptsér antagonistlerinin
bagarli olamadidi ciddi global iskemide oldukga basarili olmustur
(79,80,81).

Serbest oksijen radikalleri; lipid, DNA, karbohidrat ve proteinlere zarar
vererek eksitotoksik noronal hasara katkida bulunmaktadiriar. Serbest
radikal olusumu ile kan-beyin bariyeri bozulacak, beyin o6demi ve
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|bkositlerin iskemik boigeye hareketi ile, kan akiminda degisiklikler
meydana gelecektir. Serbest radikal scavengerlari ve lipid peroksidasyon
inhibitorleri iskemi sonrasinda 6zellikle reperfpzyonda beyin hasarin
azaltmaktadirlar. 21-aminosteroid olan U74006F, iskemi / reperfuzyon
modelierinde néron hasarini azaltmistir. U74006F, kafa travmasi, strok ve
subaraknoid kanama sonrast vazospazmdan kaynaklanan iskemik beyin
hasarinda kullanilmigtir.  Vazospazm ¢alismalarinda kadinlar, ilact
erkeklere gére daha hizli metabolize ettiklerinden, ilag erkeklerde daha
basartl olmustur (82,83). Strok calismalari hala devam etmektedir.
Polietilen glikol konjige SOD ( PEG-SOD ), hayvan modellerinde,
reperfuzyona bagl néron hasarint azaltmistir (84). Kafa travmasina bagl
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 dlmis veya
bitkisel hayata girmis iken bu oran tedavi grubunda % 20 olarak
bulunmustur. Spin traplar veya dijer serbest radikal scavengerlan, kan-
beyin bariyerini daha iyi gegtiklerinden, damar igerisinde fonksiyona sahip
olacaklardir ve PEG-SOD veya trilazaddan daha iyi sonug vereceklerdir.
Serbest radikal scavengeriari hayvaniarda gecici iskemi modellerinde
olduk¢a basarili olmuslardir. Fakat insanlarda, trombolitik ajaniar gibi
reperflizyonu saglayacak ajanlar ile beraber kullanildiginda etkilerinin nasil

olacagini gérmek gerekir.

Nadroparin adli dastik molekdl a@l;”llkll heparin benzeri antikoagllanin
strok calismalaninda bagarili oldugu gosteriimisgtir. Urokinaz, streptokinaz
veya rekombinant doku plazminojen aktivatorll { rt-PA ) gibi trombolitik
ajaniar, M.l. hastalarinda erken verildiginde basarnl olmustardir ve % 70-

80 damar rekanalizasyonunu saglamiglardir Fakat % 0.6 gibi dustik bir
ihtimal de olsa fatal beyin kanamasina yol agmaktadirlar (85).

iskemiden saatler sonra, beyaz kan hucreleri iskemik bélgedeki damar
yuzeyine yapisarak kapillerlerin oklizyonuna ve reperfiizyonda dahi
bolgesel kan akiminin ttkanmasina yol agmaktadirlar. Beyaz hticreler kan-
beyin bariyerini iskemiden yaklasik 12-48 saat sonra gegmektedirler. PMN

veya makrofajlardan salgilanan sitokinler ve dider kemoattraktan
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kimyasaliar, damar duvari hasarina, hemoraji, 6dem ve doku nekrozuna

neden olmaktadirlar Iskemik hasar, nétropeni yapan ajanlaria veya ICAM
if_”véya P-selectin gibi beyaz hucrelerin endotel ylzeyindeki reseptorlere
::::'yap@masml engelleyecek antikorlarla azaltilabilir

Nérotransmiter safinimi, Na® kanal aktivasyonu ile depolarize olmus akson
terminalindeki Ca*? kanallarinin aclimast ile olmaktadir. Klinik olarak
~ sadece L tipi |

( Nimodipine ) kanal blokerleri kullanimistir (86). Sitoplazmik veya
mitokondrial yogun Ca** influksini engelleselerde, Klinik agidan Snemli
sonuglar elde edilmemigtir.  Orlmcek zehirinden veya deniz
hayvanlarindan elde edilen N kanal blokeri peptidler, nérotransmisyonu
etkili bir sekilde bloke etmislerdir (87). SNX111, klinik olarak gelistiriimeye
galigilan bir ajan olup, hipotansiyon gibi yan etkileri bulunmakta ve bu da,
strok hastalar igin kabul edilemez bir durumdur. Lamotigine, lubeluzoie,
riluzole ve fosphenytoin, Na* kanal blokaji ile iyon fluksini azaltmakta ve

akson terminallerinden nérotransmiter salinimini azaltmaktadirlar (88)

Akut iskemik strokta, iskemi olusmasindan sonraki ilk 48 saat igerisinde,
GSH-Px benzeri anti-oksidan aktiviteye sahip olan seleno organik bilesik
ebselen verilmis ve tedavi 2 hafta sliresince devam etmigtir Mathew
skalast ve Barthe! indeksi kullanlarak, plasebo ve tedavi grubu
karsllastirldiginda, ik 24 saat i¢erisinde ebselen tedavisine baglamanin
faydal olabilecegi dusunlimustur. Diger bir calismada, nootropik bir ajan
olan piracetam’in ilk 12 saat icerisinde verilmesi ile basarili sonuglar elde
edilmemigtir, ancak ilk 7 saat igerisinde verilmesi ile yarar saglanabilecegi
dustiniimektedir (88).

Gortildugi gibi; global serebral iskemi modeilerinde; néroprotektif etkileri
belirlenen ¢ok az farmakolojik ajan bulunmakiadir ve ilgili ¢alismalar
henlz pre-klinikk agsamadadir. Fokal iskemi modellerinde, global iskemi
modellerine gbre daha fazia galigma gerceklestiriimistir ve daha fazla
farmakolojik ajanin néroprotektif etkisi denenmigtir, fakat bu ajanlarn
klinikte kullamimi yine ¢ok kisitlidir. Bu galigmada amacimiz, fokal iskemi
modellerine gore fazla denenmemis olan, fakat fokal iskemi modellerine
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gore uygulanmasi daha kolay olan, global iskemi modelini kullanarak,
_jfg glutamat salinim inhibisyonunun biyokimyasal etkilerinin beyin dokusunda
gosterilimesidir. Bu amag ile; bilateral karotid arter okllizyonu ile iskemi

olusturulmus ancak koliaterallerden kan akimi olabilecegi digtnulerek

ratin kuyruk veninden bir mikiar kan alinarak hipotansiyon indikienmis ve
iskeminin daha iyi olusmasi saglanmistir. Ozellikle buyikk sehirlerde,
kardiyak arest hastalarimin hastaneye ulastiriimalan zaman almakta ve
hastalar i)k yarim saat igerisinde iskemik periodda olmakta, eger
restisitasyon basarli ise, hastalar reperfiizyon periyoduna gegmektedirler.
Ayrica iskeminin ilk 10 dakikasinda normalin 5 kati kadar artan glutamat,
20. dakikada normalin 10-15 katini bulmaktadir Eksperimental
prosediirde iskemi suresini 30 dakika tutarak, glutamat saliniminin
norotoksik etkiyi olusturabilecek dluzeylere ulagmasini ve kardiyak arest
hastalarinda da b&yle bir patolojinin, pre-resiisitasyon dénemdeki etkilerini
arastirmay! amagladik. Reperfuzyon periyodunun 1 saat tutulmasindaki
amacimizi da goyle oOzetleyebilirizz . Yapilan hayvan deneylerinde,
reperflizyonun glnler hatta haftalar sonraki gec etkileri arastirdmig ve
gecikmis néron 6lumu olarak da adlandirdan apoptotik degisikliklerin,
reperflzyonun ge¢ ddnemdeki etkilerinden sorumiu  olabilecegi
belirtiimistir.  Ancak reperflizyonun ilk anlarnndaki biyokimyasal
degisikliklerin arastinldidi ¢ahismalar kisitidir. Bu sebeple; erken
reperflizyon doénemindeki biyokimyasal degisiklikleri arastirarak, geg
reperfuzyon donemindeki degisikliklere ne tiir etkide bulunabileceklerini
ortaya koymay hedefledik

Calismamizda doku nitrit dizeylerini Ohta ve ark. nin fluorometrik
yontemine gore Olgtlik. Bu metodun Griess reaksiyonu ile Slgllen nitrit
duzeylerine gére avantaji bulunmaktadir. Belirtilen eksitasyon ve emisyon
dailga boylann nitrit icin spesifik olup, pikomol diizeyinde sonug
vermektedir. Griess reaksiyonu ile nitrit dizeyleri ancak mikromolar
duzeylerde 6lgllebilmektedir, ayrica fluorometrik medota gére daha fazla
numune hacmine ihtiyag duymaktadir. Fluorometrik dlgim ile numuneler
1/10 oraninda diltie edildiklerinde bile kesin sonu¢ alinmaktadir. Bilindigi
gibi NO, yar émri ¢ok kisa olan bir molekiidiir Nitrit (NO;) aerobik
sartlarda NO’nun major yikim Urtniidiir ve NO,, nitrata (NOs) yavas bir
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sekilde oksitlenmektedir. Daha 6nce yapiian galigmalarda, 37°C de beyin
homojenatiarinda nitrit inkubasyonu yaptimig ve 3 saat siresince nitritin
stabil oldugu gbzlenmistir (89) Calismamizda; beyin dokusunun
cikartilarak, homojenizasyon ve santrifiigasyon iglemieri yapilarak nitrit
dlgimine hazir hale gelmesi, 1 saatten az bir slirede, ortalama 40-50
dakika icerisinde gerceklesmektedir ve tim iglemler buz igerisinde

yapildidindan, bulunan degerlerin nitrite ait oldugundan stiphemiz yoktur,

Nitrit dizeyleri; iskemi grubunda konfrol grubuna gore, reperfuzyon
grubunda ise hem kontrol grubu hem de iskemi grubuna gére anlamh
derecede artmis bulunmustur. Kontrol grubunda ise serebellar nitrit
diuzeyleri diger dokulara gére daha fazla bulunurken, iskemi grubunda
kortikal nitrit degerleri, dijer dokulara gére daha diiglik bulunmustur. Bu
durum su sekilde acikianabilir: Endotelial NOS (eNOS) ve néronal NOS
(NNOS) iskeminin olugmas! ile artmaktadir. Bunun nedeni de, bu
enzimlerin Ca**-Calmodulin’e bagiml olarak aktive olmalari ve intraseluler
Ca'? konsantrasyonununda iskemide artmis olmasidir. Reperfizyon
grubunda ise, nitrit dlzeyleri, iskemi grubuna gore 2-3 kat artmustir
Reperfiizyon asamasinda, NOS enzim aktivitesinin hala korundudu,
membran hasarina bagiml olarak intra- ve ekstrasellier iyon dengelerinin
iskemik periyoda gore daha dramatik bir sekilde degiserek, intraseluler
Ca™ konsantrasyonunun iskemik periyoda gére daha fazla bir sekilde
artmis olmasi, nitrit seviyelerindeki artisi agiklayabili. Ayrica serebral
iskemi sonrast reperfuzyon agamasinda gdzlenen, ndrofransmiter re-
uptake tastyicilarinin pertirbasyonu sonucu olugan sekonder glutamat
artist, NO olusumuna yol agabilir ve reperfiizyon sirasinda NO; ve NO;
seviyelerindeki artis bu sekilde agiklanabilir. Global iskemi ve
reperfizyonda sekonder giutamat artiginin etkilerini gésteren herhangibir
calisma bulunmamaktadir. Kontrol grubunda, serebellar nitrit diizeylerinin
dijer dokulara gére daha fazla olmasi;, nNOS'un serebellar
lokalizasyonundan kaynaklanmaktadir (90}.

Fokal serebral iskemi modellerinde beyinde NO olugumu gdsterilmigtir.
Daha oOnce, fokal serebral iskemi modelinde, nitritin iskemik kortekste,
iskeminin ilk 10 dakikasinda artarak maksimuma ufagtigini ve 1 saat

sonunda da normal seviyelerine dondudini goéstermistik  NOS
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ivitesindeki bu azalma; hizli NO olugumunun NOS inhibisyonuna neden
abilecedi,  aynca NO'nun  NOS {izerindeki SH gruplannin
-_'i‘ﬁ',oziiasyonuna neden olarak NOS aktivitesinde inhibisyona neden

iabilecedi seklinde agiklanmisti (91,92,93).

Siobal serebral iskemi / reperflizyon modellerinde, beyin NO olugumu
ndikatorlerinin biyokimyasal olarak gosterildigi ¢aligmalar gok azdir. Fokal
ékemi modellerinde, NOS inhibitorierinin kullanimasi hem iskemi hem
'éperfUzyon modellerinde olumlu sonuclar vermigtir. 21-aminosteroid
rilazad mesylate’in global serebral iskemi modelinde NOS inhibisyonu
";':Yaptl‘gl ilk defa gosterilmistir (94). Shibata ve ark tarafindan global
_f 'iskemide NO olusumu gosteriimis ve L-NAME ile NOS inhibisyonu
“yapilmigtir (95). Immiinohistokimyasal bir ¢alismada, eNOS ve nNOS'un
é_’ir'beyindeki lokalizasyonian  belirlenmis,  siklooksijenaz  inhibitdri
;:-Ifl indometazin ile iskemi &ncesi tedavi ile iskemiye bagimh eNOS artigi
* bloke edilmistir (96). Ayrnica NOS inhibitérleri kullanidarak, biyokimyasal ve

" morfolojik olarak degisik beyin boigelerinde, Ozellikie hippokampa! CA1
bolgesindeki néroprotekiif etkiler gosterilmistir

Biz bu calismamizda, voltaj badmli sodyum kanallarinin blokaji ile
presinaptik 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 reperfuzyon grubuna gére anlamii bir
dusts meydana gelse de, bulunan degerlerin kontrol ve iskemi grubu
degerlerinin oldukga uzerinde oldugu gbézlendi. Bilindigi gibi NOS
aktivasyonu glutamaterjik reseptérlere ve hiicre igi artmig Ca'?
konsantrasyonuna baghdir Lamotrigin ile tedaviyle, iskemiye bagimh
glutamat salinimi inhibe edilerek, glutamaterjik reseptériere badiml NOS
aktivasyonu inhibe edilmis olabilir. Ancak sadece ligand-sensitif Ca™
kanallaninin, diger bir deyigle NMDA reseptériune bagimli intraseluler Ca*
birikkiminin engellenmesi, NOS veya dider Ca*2-Calmoduline bagimh enzim
aktivitelerinin inhibisyonunu tamamen sagiamamaktadir. Intraseltler Ca™
arhigt, voltaj bagimh Ca*? kanallarindan, Mg**-Ca*? ATPaz pompasindan,

Na’-Ca™ antiporter sisteminden devam etmektedir Ayrica membranda
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"'i_niunan PLC aktivasyonu ile olusan I[P, Ca**un endoplazmik
'fétikulumdan mobilizasyonuna, sitozolik asidoz da ATP kaybi ile birlikte
ca@un mitokondriden mobilizasyonuna neden olacaktir. Ayrica
:eperftizyon asamasinda eNQOS aktivitesinde de artis meydana
elebilmektedir. Gorlldugi gibi, global serebral iskemi ve reperfluzyon
modellerinde, sadece glutamat salinim inhibisyonu ile NO olusumu
_azaltlamamakta, NOS inhibitorleri ve / veya Ca'? kanal blokerleri ile

“'kombine tedaviye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Lamotrigin anti-epileptik bir ajan oldudundan, iskemi modelierinde
- kullanildigy calismalar gok azdir. Lamotriginin post-iskemik 10 mg / kg i.v.
verildigi bir ¢alismada, hippokampal hiucre popllasyonundaki hasarda %
50 den fazla bir azalma meydana gelmistir (97). Diger bir ¢alismada 6n
beyin iskemisinden 30 dakika &nce ve diger bir gruba 30 dakika sonra
Lamotrigine verilmistir ve ratlar 7 ve 28. gunlerde hem histolojik hem de
davranigsal olarak incelenmiglerdir (98). Her iki grupta Lamotrigine ile
tedavi ile néron popllasyoniarinin korundugu ve tedavi alan grubun
kontrol grubuna goére davranigsal olarak daha iyi sonug¢ verdigi
gozlenmigtir Dider bir galismada, 5, 10 ve 15 dakikallk BCAO yapiian
gerbillerde, 21 gunlik reperfiizyon sonrasi Morris Water Maze hafiza testi
uygulanmis ve hippokampal pyramidal hiucreler incelenmistir. 5 dakikahk
BCAO, hippokampal CA1 ve CA2 noronlannda ciddi iskemik
dejenerasyona neden olurken, 100 mg / kg p o. Lamotrigin’'in hemen
reperflizyon agamastndan sonra verilmesi ile néronlardaki bu kayip

engellenmigtir (99).

Proteinlerin metal-katalize oksidatif modifikasyonlan, bircok fizyolojik ve
patolojik prosesten sorumlu tutuimaktadir. Bu reaksiyonun bélgeye 6zgi -
proteinlerin katyon baglanma bélgesine- serbest radikal hasan ile oldugu
dusunulmektedir, Oksidasyon, amino asit yan  zincirlerinde karbonil
gruplarinin tesbit edilmesi ile karakfterizedir (100). Ratlarda, akcijer
iskemi-reperfiizyon hasarinda akcider dokusu protein karbonil igeriginin
iskemi ve reperfiizyon ile arttigi gosterilmistir (101). Diger bir galismada,
akciger dokusu protein oksidasyonu 2-mercaptopropionylglycine ile tedavi

sonucu, reperflizyon grubunda %65 oraninda azalmistir (102}).
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_é.vg;amarda olusturulan myokardiyai iskemi ve reperfuzyon modelinde,
'ypkard dokusu karbonil igerifinde iskemi ve reperfuzyon ile bir artis
szlenmis, antitrombotik ve fibrinolitik aktiviteye sahip defibrotid ile
':'daviyie protein oksidasyonu azaltilmistr (103). Ratlarda yapilan bir
__:._:gé"gmada, yash ratlarin hippokampal bélgelerinde geng ratlara gére %19
.‘"._-:bfanmda daha fazla protein oksidasyon urunlerine rastianmigtir (104).
‘Folbergrova ve arkadaslan, ratiarda fokal serebral iskemi ve reperfiizyon

‘modelinde, 1-3 saat arasinda degigen iskemi periyodu ve 6 saate kadar

“stren reperfuzyon periyodu uygulamigiar ve beyin dokusunda proteinlerin
- oksidasyonunu gosteren bulguya rastlamamisiardir (105). Ayrica kardiyak
‘arest ve reperflzyon sonrasinda beyin solubl ve ribozomal protein

3'.fraksiyonlar|nda da proteinlerin oksidasyonu gésterilememistir (106).

Calismamizda iskemi ve reperflizyon sirasinda artrmig protein karbonil
icerigi, iskemi sirasinda demir depolarindan  salinan  demir
konsantrasyonundaki artts ve doku proteinleri oksidasyonuna,
. oksijenasyonun oOzeliikle reperflizyon agamasinda saglanmas: ile neden
olabilecegi seklinde agiklanabilir. Glutamat salimm inhibisyonu ile protein
oksidasyonu hem reperfizyon hem de iskemi grubuna gbre anlamli
dicude azalmigtir. Literatlrde global serebral iskemi ve reperflizyon
modelinde protein oksidasyonunun gosterildigi calismalar yoktur. Ayrica
glutamat salinim inhibisyonunun protein oksidasyonu Uzerine olan
etkisinin  gosterildigi fokai veya: global iskemi-reperfiizyon modelleride

bulunmamaktadir.

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

iskemik beyin hasan kompleks ve multifaktoriyel bir proses olup, enetji
ihtiyaci ve kargilanmasi arasindaki dengeizlik teme! mekanizmay!
olusturmaktadir (107).
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'}f'lskemik hasarda asidoz, demir depolarindan demir mobilizasyonuna
_;5_':"neden olmaktadir Mobilize demir ise reperfilzyon asamasinda serbest
f:f.i:rad'ikal badimh lipid peroksidasyon hasarina neden olmaktadir
Hayvanlarda gergeklestirilen fokal ve global iskemi modellerinde degisik

- kimyasal ajanlarin lipid peroksidasyonuna olan etkileri incelenmigtir

Post-iskemik U-101033E tedavisi, 15 dakikalik global serebral iskemi
sonrasl hippokampal CA1 ve kortikal noronlar lipid peroksidasyonundan
korumustur (108). Lipid peroksidasyon ve PLA; inhibitéri EPC-K1 in
iskemi sonrasi hemen veriimesi, CA1 bdlgelerindeki ndron hasarini
azalfmistir fakat reperfuzyondan sonra veriimesinin hasar otnleme

acgisindan bir faydas! bulunamamistir (109).

Kopeklerde yapilan bir ¢alismada in vitro lipid peroksidasyonu inhibitoril
21-aminosteroid trilazad mesylate (U 74006F), ciddi iskemi asidozuna
sekonder metabolik bozukiugu erken reperfiizyon ddnemde engellemistir
(110). Diger bir lipid peroksidasyon inhibitoru U 78517F gerbillerde tek
tarafli karotid arter okliizyonu sonrasi inrtraperitoneal verilmis ve
postiskemik kortikal noéronal nekrozu engelledigi lipid peroksidasyon

urdinlerindeki azalma ile gosterilmistir (111).

Horakova ve ark. BCAO ve takiben reperflzyon sonrasi, maksimum
konjuge dien ve MDA seviyelerini, reperflizyonun 30. dakikasinda artmis
bulmuslardir. Kisa sureli incomplete iskemiye tabi tutulan ratlarda oksijen
eksikligi, hem beyin hem de kalp dokusunda ¢ok az miktarda MDA
olugumuna neden olmusg fakat reperfiizyon agamasinda &l¢iilebilen MDA

konsantrasyonunda bir artis belirlenmisgtir (112,113).

Galismamizda lipid peroksidasyon Urunlerinden doku MDA ve konjlge
dien duzeylerini belirledik, iskemik grupta doku lipid peroksidasyon
grtnierinin artigt, iskemi sirasinda salinan serbest oksijen radikalleri ve
daha gok NO olusumu ile ilgili olabilir. Nitrit ve nitrat diizeylerindeki artis bu
hipotezi desteklemektedir Reperfiizyon grubunda ise iskemi grubuna goére

lipid peroksidasyonu driinlerinde vyaklastk 2-2.5 kathk bir artig,

reoksijenasyon ile dokularda olugan serbest radikal bagimlt hasar
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jesteklemektedir. Reperfizyon sirasinda, olusan serbest arakidonik asit

radikal hasar! icin uygun bir zemin olugturmaktadir.

[skeminin, hiicrenin tiyol havuzunda ve proteinlerin suifidril grup igeriginde
belli bir dlistise neden oldugu ve bu sartlar altinda reperfiizyonun hticrenin
mekanik fonksiyonlarinda geri donitisti zor bir oksidan hasara neden
olacagt kesinlik kazanmistir (114).

Tiyolter hiicreyi oksidan hasara kargi koruyan énemli antioksidaniardandir.
Son yillarda bu bilegiklerin NO baglama ve biyolojik sistemierde transport

ile iliskili yeni fizyolojik rolteri tanimianmigtir (115)

Calismamizda 30 dakikalik iskemi ve 1 saatlik reperfuzyon periyodlarini
takiben her ¢ beyin boélgesinde doku tiyol konsantrasyonlarinda kontrol

agiklanabilir:

Ozellikle iskemi sirasinda NO olusumu tiyol kaybina neden olmaktadir. In
vitro yapilan bir galigmada NO-salan ajanlardan 3-morpholinesydnonimine
(SIN-1) ve S-nitroso-N-acetylpeniciillamine (SNAP), N-asetil sistein, sistein
ve glutatyonun silthidril gruplanni hizh bir sekilde kullanmistir. SIN-1 den
nitrit salinim hizl, N-asetil sistein ve ve glufatyondan siilfidril kaybi ile
paraiellik gbstermistir (116). Boylece S-nitrozotiyol olugsumu ile NO'nun
tiyoller ile stabilizasyonu gosterilmistir (115). Calismamizda iskemi
periyodunda NO indikatorlerinden nitrit ve nitratin artisi ve buna paralel
olarak tiyol konsantrasyonundaki azalma bu goriisu desteklemektedir.

Reperflizyon asamasinda da tiyol konsantrasyonundaki diisiis devam
etmistir. Peroksinitrit anyonu (ONOQY) protein ve non-protein sulfidril
gruplarninin oksidasyonuna neden olan kuvvetli bir oksidandir. Ozellikle
reperflizyon sirasinda olugan superoksit radikali NO ile birieserek 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

Urlnleri vasitasiyla olusmaktadir (117).
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{eratUrde iskemi-reperfizyon hasannda suifidrii konsantrasyonundaki
degisikliklerin  gosteriidigi  galigmalar ¢ok azdir  Myokard iskemi-
perfizyon hasarinda, myokard dokusu sulfidril gruplan azaimig
pulunmustur (118). Ayrica myokard dokusu kreatin kinaz ve piriivat kinaz
g|b| enzimlerin demir bagimii inhibisyonu, iskemi ve reperfiizyonda
niicresel mikro ortamdaki redoks degisiklikleri dustk molekul agiriik
.'_c'iemirin mobilizasyonunu arttiracak ve demirdeki redoks degisiklikleri -SH
grubu igeren enzimierde vyapisal modifikasyonlara neden olarak
inhibisyona neden olacaktir (119).

Kopekierde yapilan bir ¢aligmada myokard total -SH gruplarnda, 90

-+ dakikalik iskemi ve 5 saatlik reperfuzyon saonrasi % 22 azalma olurken
non-protein -SH gruplarinda % 57 azalma olmustur (120). Bindoli ve
arkadaslan ratlarda myokard iskemisi sonrasi myokard dokusu -SH grubu
konsantrasyonunda bir degisiklik bulamamislar ancak reperflizyon
periyodunda % 25 oraninda bir azalma tesbit etmislerdir (121). Chang ve
arkadaglari, plazma f{otal -SH gvrubu konsantrasyonlarint  diger
antioksidanlar ve oksidan Urlnlerle beraber iskemik strok hastalarinda

belirlemiglerdir. Total -SH grubu konsantrasyonlarinda hasta ve kontrol

grubu arasinda herhangibir fark gézlenmemistir (122).
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vil- OZET

iskemik serebrovaskuler hastaliklar, geligmis (ilkelerde Ugtincu en énemli
dilm nedeni ve uzun sureli disabilteye neden olan en o6nemli
patolojilerdendir. Gunimuzde serebral iskemiye bagimh beyin hasarini
onleyecek etkili bir tedavi metodu henuz mevcut dedildir ve yapilan tim
mudehaleler semptomatik duzeyde kalmaktadir Serebral iskemi ve
reperfuzyondaki patafizyolojik mekanizmalarin agida ¢ikmasi ile, deneysel
hayvan modelleri ile, insanlardaki klinik tablo benzeri kontrollu lezyonlar
olusturularak, patofizyolojik mekanizmalardaki basamaklara farmakolojik
olarak miidehale edilmekte ve verilen ajanlanin noroprotektif etkileri
biyokimyasal veya fizyolojik olarak goésterilmektedir. Hayvanlardaki
deneysel global serebral iskemi ve reperfizyon modelleri, insanlardaki
kardiyorespiratuvar arest ve kardiyopulmoner resisitasyonu temsil
etmektedir. iskemi ve reperfiizyona bagimii hasarin olugsumunda iki
hipotezin dnemi buyuktir. Bunlardan birincisi; iskemi sirasinda membran
depolarizasyonu sonucu olusan eksitotoksik amino asit glutamatin

salinimi, digeri ise; reperfuzyon asamasinda olusan serbest radikal
badimii hasardir.

Bu calismada ratlarda global serebral iskemi ve reperfizyon modeli
olusturularak beyin dokusu NO olusumu, lipid percksidasyonu, protein
karbonil ve tiyol igerigindeki degdigiklikler biyokimyasal olarak gdsterilmeye
calisiimistir.  Lamotrigine ile t:edaviyie, erken reperfuzyon dénemde
glutamat salinim inhibisyonunun etkileri belirlenmeye ¢aligiimistir,. NO
indikatorlerinden NO, ve NOs, iskemi sonrasinda kortikal, subkortikal ve
serebellar bélgede artmis bulunmustur NO; ve NO; seviyelerindeki bu
artis reperflzyon asamasinda da devam etmistir. Lamotrigine ile tedavi
edilen grupta NO indikatér seviyelerinde reperflzyon grubuna gore
azalma olsa da, iskemi grubu NO indikatSrierinden yliksek bulunmustur.
reperfiizyon grubunda, kontrol grubuna kiyasia yiksek bulunmuglardir.
Tedavi verilen grupta ise lipid peroksidasyon Grunlerinde reperflizyon

grubuna gére bir azaima gozlense de, dederler kontrol ve iskemi grubunun

uzerinde bulunmusgtur. Protein karbonil gruplarinda, kontrol grubuna gére
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iskemi ve reperfizyon grubundaki artig, tiyol konsantrasyonunda ise
kontrol grubuna gére, iskemi ve reperfuzyon grubundaki azahs, doku

proteinlerinin  iskemi  ve reperfizyon sirasindaki  oksidasyonunu

desteklemistir.
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Viil- ABSTRACT

Ischemic cerebrovascular 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 NO3; 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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