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GIRIS ve AMACLAR
Serebral iskemi ve reperfiizyon esnasinda olusan beyin hasar1 ve bunun dogurdugu
klinik sonuglar halen Norosiriirji ve Noroloji kliniklerinin 6nemli sorunlari arasinda yer
almaktadir. SAK (subaraknoid kanama) sonrasi gelisen vazospazm, anevrizma cerrahisi
sirasindaki gegici klip uygulamalar, atherotrombotik ve tromboembolik arteriyel okliizyonlar

bunlara 6rnek olarak verilebilir,

Iskemi ve reperfiizyonda hiicresel diizeyde gelisen fizyopatolojik degisiklikleri
aydinlatmak {izere kalsiyum, eksitatdr aminoasitler (Glutamat, Aspartat), nitrik oksit (NO)
gibi bir cok madde iizerinde ¢aligmalar yapilmis olmakla birlikte, bunlardan NO en giincel ve

bize gore bu siirecte rol alan en 6nemli ajanlardan biridir (1-6).

NO iizerindeki ilk galisma 1772’de Joseph Priestly tarafindan yapilmustir. invivo
olarak varlig1 1914 de Sir Henry Dale tarafindan rapor edilmis, Jeliffe’nin 1962 de yayinladig
makalede NO’nun aort iizerindeki gevseme cevabini gosterilmis ve 1987°de EDRF olarak
bilinen maddenin NO oldugu ortaya gikariimistir (7). Yine aynt yilda NO hakkinda toplam
500 yayin bildirilmisken, daha sonraki yillar hizla artan ¢alismalar ve organizmadaki roliiniin
Onemli oldugunun anlagilmas: {izerine 1992°de NO yilin molekiilii olarak segilmistir. 1996°da

NO iizerine yapilan ¢aligmalar da 4500’1 bulmugtur (7, 8).

Bugiin santral sinir sistemi, dolagim sistemi (koronerler, periferik arter ve venler),
solunum sistemi, lirogenital sistem, immiin sistem ve bunun gibi bir ¢ok sistemin fizyoloji ve

fizyopatolojisinde NO’nun yer aldig1 bilinmektedir (9, 10).

NO iizerindeki caligmalarin hizla artmasi ve organizmadaki roliiniin Gneminin
anlagilmasi nedeniyle serebral iskemi ve reperfiizyon fizyopatolojisinde de NO’nun 6énemli rol

oynadigim diiglindiik ve bu anlamda galigmaya deger bulduk.



Nitrik Oksit (NO) memeli dokularinda yaygin olarak bulunan inorganik gaz yapisinda
bir mediyatordiir. L-argininden Nitrik Oksit Sentaz (NOS) aracilifiyla sentezlenir.
Sentezlendikten sonra depolanmayip hemen difiizyon yoluyla dagilir ve ¢evre hiicrelerde etki
gosterir. Demir ve Tiyol gruplarina olan yiiksek afinitesi nedeniyle gesitli biyomolekiillere
baglanarak kan basinci, vaskiiler tonus, permeabilite, norotransmisyon gibi fizyolojik
fonksiyonlarda diizenleyici rol alir. NO’nun hemen hemen tiim sistemlerinde fizyolojik
etkilerinin olmasinin yani sira patolojik durumlarda agir1 miktarda yapiminin hiicre hasarinda

rol alabilecegi gosterilmistir (11, 12, 13, 14, 15, 16, 17).

Yapilan ¢aligmalar gostermigtir ki, serebral iskemi sonras: artan intraselliiler kalsiyum,
beraberinde NO diizeyinde de artigsa yol agmakta ve NO diizeyi reperfiizyondan 4 saat sonra

maksimuma ¢ikmakta ve 7 giin boyunca yiiksek kalmaktadir (18, 19, 20).

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar NO’nun santral sinir sisteminde birbirine zit iki temel
etkisi oldugunu gostermigtir. eNOS enzimi araciligiyla sentezlenen endotelyal NO, serebral
damarlarda vazodilatasyon yaparak serebral kan akimint arttirmak suretiyle néroprotektif rol
oynarken, néronal NOS enzimi araciligiyla sentezlenen néronal NO superoksit radikali (O )
ile birlesip giiclii norotoksik etkileri oldugu bilinen peroksinitrit (ONOO’) radikalini

olusturarak norotoksik etki yaratmaktadir (12, 13, 15, 16, 17, 21, 22, 23).

Invivo kosullarda NO’ya baghi noroprotektif etkilerin, norotoksik etkilerle
maskelenmesi nedeniyle, iskemi reperfiizyon siirecinde sadece norotoksik etkileri
gérmekteyiz. Bu anlamda giiclii néroprotektif etkiler elde edebilmek igin selektif enzim

inhibitdrlerine ihtiyag vardir (24).
Bu ¢aligmadaki amaglar su sekilde siralanabilir:

1. Iskemi ve reperfiizyonda NO diizeyinde meydana gelen degisikliklerin NO diizeyi

tayini ile gosterilmesi.



2. L-NAME ve steroidlerin NO sentezi iizerine olan etkilerinin NO diizeyi tayini ile

kargilagtirilmasa.

3. Halen birgok patolojik siiregte, olumlu etkilerinden dolay: klinik kullanima giren
steroidlerin, iskemi ve reperfiizyonda degigsen NO diizeyleri ve akut fokal serebral iskemi

sonras1 olusan beyin hasarina olan etkilerinin gésterilmesi.

4. Nonspesifik enzim inhibisyonu yoluyla (endotelyal ve noronal) Nitrik Oksit
sentezini onledigi bilinen, L-NAME’in akut fokal serebral iskemi ve reperfiizyon sonras:

degisen NO diizeyleri ve gelisen enfarkt hacimleri {izerine olan etkilerinin g6sterilmesi.

5. Calismada kullamlan L-NAME’in nonselektif enzim inhibisyonuna yol agmast
nedeniyle iskemi reperfiizyon siirecinde norotoksik mi yoksa noroprotektif etkilerinin mi

hakim oldugunun belirlenmesi.

6. Serebral i1skemi ve reperfiizyonda olusan beyin hasarini énlemek veya azaltmak igin
uygulanacak tedavi protokolunde L-NAME veya benzeri NOS inhibitérlerinin mi yoksa

steroidlerin mi uygulanmasinin daha basarili olacaginin belirlenmesi.

7. Bugiine kadar yapilmis ¢aligmalarda, akut fokal serebral iskemi sonrasi uygulanan
NO sentez inhibitorleri ile elde edilen sonuglarin, tek parametreyle (enfarkt hacmi) g6sterilmis
olmasi nedeniyle, ¢alismada sonuglarn, hem enfarkt hacmi hem de NO diizeyi 6l¢iimiiyle

gosterilmesi.



GENEL BIiLGILER

NITRIK OKSIT
Tarihgesi

Nitrik Oksidin kimyasal dzelliklerine iliskin ilk yaym 1772’de Joseph Priestly
tarafindan yapilmis ve invivo olarak varligt 1914’de Sir Henry Dale tarafindan rapor
edilmistir. Aragtirici intravendz uyguladigl Asetilkolinin tavsan kulaginda kan akimini
arttirdigint  gbzlemistir. Daha sonrak: ¢aligmalar invitro olarak Asetilkolin etkisini
gozlemeye yonelmis ancak bir sonu¢ almamamustir. Ciinkii damar invitro kosullarda
gevseme yerine kasilma ile cevap vermistir. Ik kez Jeliffe’nin 1962’de yayinladig:
makalede Aort’un gevseme ile yanmit verdigi belirtilmistir. Fuchgott ¢alismalarini
slirdiirirken biraz da sansinin yardimu ile halka seklinde hazirladig1 aort preparatinda
gevseme cevabini almis ve bunun nedenini daha once heliks geklinde hazirladigt
preparatlarda endotelyumun harabiyete ugramasina baglamistir. Bu nedenle endotelden
kaynaklanan bir maddenin bu etkiyi yarattifimt belirterek Endothelial Derived
Relaxing Factor (EDRF) adim1 vermistir (7). Uzun bir siire EDRF’nin etkisini neyin
olusturdugu aragtinlmis ve Nitrik Oksit ya da benzeri iiriinler oldugu 1987°de ortaya
cikarilmistir. Daha sonraki yillar hlzla{ artan ¢aligmalar ve organizmadaki rolii nedeni

ile Nitrik Oksit 1992°de yilin molekiilii olarak tanimlanmistir (Sekil 1) (7, 8).
Dogadaki Dongiisii

Normal havada NO konsantrasyonu, siipersonik ugak ve araba egzoz atiklarina,

endiistriyel atiklara bagli olarak artmaktadir. Omnegin saf su 1 saat siireyle sehir



Sekil

stireyle gehir atmosferik havasi ile muamele edildiginde 300 nmol nitrit

olustugu gozlenmistir. NO’nun atmosferde gecirdigi dongti asagidaki gibidir.

2888

1: Nitrik oksit {izerine yapilan caligmalarin yillara gore dagilimi
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NO Déngiisti:
NO + 03 =50, +NO,
NO,; + 0; =50, +NO

Bu etki Ozon tabakasi igin zararli olabilmektedir. (11) NO normal atmosferde

asagidaki reaksiyona gore de olugabilmektedir.

N; + Oz — (1000 °C) NO
NO’nun 6zellikleri redoks formuna da baglt olmaktadir.

Neutral nitric oxide — (NO)
Bir elektron kaybederek
Nitrosonium cation — (NO*)
Bir elekton alarak
Nitroksyl anion — (NO™)

Giinde alinan gida miktarina egit oksijeni organizma kullanmakta (0.64 kg gida ve 0.7

kg O), bunun da %1-5 kadarn superoksit radikaline doniismektedir (25, 26).

NO Sentezi

Nitrik Oksit L-Argininden gesitli formlardaki Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzimi
tarafindan olugturulan, inorganik gaz yapisinda bir mediyatordiir. Sentezlendikten sonra

depolanmayip, ¢evre dokulara difiizyon yoluyla dagilir.
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Nitrik Oksit, noronlar, perivaskiiler sinirler ve serebrovaskiiler endotel
tarafindan sentezlendigi gibi, beyne giden inflamatuvar hiicreler de NO olusumuna

katkida bulunurlar (16, 17, 27, 28).

Yakin gecmise kadar vaskiiler endotel hakkinda yeterli bilgimiz yoktu. Sadece
damar duvarinda bir bariyer olarak bilinen endotel organizmada en biiylik organ
niteligi tagimaktadir. Alti adet tenis kortuna egit alana sahip olup, 1-1.5 kg. toplam
agirhiktadir. Vazomotor toniisiin saglanmasmnin yan: sira inflamasyon yanitlarinda
homeostazisde, vaskliler hiicre bitytimesinde ©nemli rollere sahiptir. Endotel
fonksiyonlarin bozulmastyla atheroskleroz, diabet, hipertansiyon, immiunolojik
hastaliklar meydana gelmektedir. Uzun bir siire Endothelial Derived Relaxing Factor
(EDREF) etkisini neyin olusturdugu aragtirilmig ve Nitrik Oksit (NO) ya da benzeri

urinler oldugu 1987°de ortaya gikariimustir (7, 8, 29).
Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Cesitleri

Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Constitutive NOS (cNOS) ve Inducible NOS

(iNOS: NOS II) olmak tizere iki gesittir.

¢NOS da kendi arasinda Endothelial Constitutive NOS (ecNOS: NOS III) ve
neuronal constitutive NOS (ncNOS: NOS 1) olmak iizere ikiye ayrilir (Tablo I). Bu
enzimlerde Tablo 1°de de goruldugi tzere kofaktor olarak NADPH, GSH (Redilkte.
Glutatyon), FAD, FMN, Tetrahidrobiopterin (BH4), Calmoduline bulunur (Tablo II)

(30, 31, 32).

Tablo I: NOS Cesitleri

I Nos ]
]

r
L eNos T - - INOS Lo

(Constltutlve NOS} (Inducrble N@S)

: T . , TNOS M) -

N ecNOS 1 i neNOS ¢
;(endothellal NOS) (Neurona[ NOS)
. AANOS Iy SANOS 1)
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Tablo II: NOS 6zellikleri

Cosubsrates, Regulated by M of Denatured Present

Cofactors Protein (SDS-PAGE)

NO Sentez Regiilasyonu

NO kendisi (yeni sentezlenen ya da disaridan verilen) negatif geri besleme etkisi
sonucu NOS’a ait hem molekiilii ile birleserek NO sentezini ihhibe eder. nNOS ve eNOS,
iNOS’tan daha fazla bu geri besleme mekanizmasindan etkilenmektedir. NO’nun hemdeki
Fe™" formuna inhibitér etkisinin daha fazla oldugu gézlenmektedir. Tetrahidobiopterin’de

(BH4) Fe"* formuna doniisii gergeklestirerek, inhibitor etkiyi saglamaktadir (31, 32).

Noronal ve Endotelyal form constitutive olup Ca™ /Calmoduline bagmlidir ve
intraselliiler Ca*™ artigt ile aktive olur. Indiiklenen formu ise intraselliiler Ca*™
degisikliklerinden bagimsizdir ve sitotoksik inflamatuvar yanit olugturan NO’yu sentezler (21,

33, 34).
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NO Sentezi Uzerine Etkili Ajanlar

NO Sentezini azaltan faktorler:

NO sentezi baz1 kompetetif inhibitorler tarafindan inhibe edilir.

Bunlar: monomethyl-L-arginine (L-LMMA)
asymmetric dimethyl-L-arginine (L-ADMA)
nitro-L-arginine (L-NNA)
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME)

L-NAME (nitro-L-arginine methyl ester) daha ¢ok cNOS igin; L-NMMA
(monomethyl-L-arginine) ise her iki NOS i¢in inhibitdrdiir. Yine L-NNA (nitro-L-arginine),

NOS I ve III igin daha etkilidir.

iNOS glukokortikoid, deksametazon, progesterone, TGF (Tumor Growth Factor) beta,
IL-4 (Interleucin 4), IL-8 (interleucin 8), EGF ( Epidermal Growth Factor), PDGF (Platelet
Derived Growth Factor), sikloheksimid, aktinomisin D gibi maddeler tarafindan inhibe edilir

(31, 32, 35).
NO Sentezini Arttiran Faktorler:

Perfiizyon bozuklugu, parsiyel oksijen basincinda diigme, asetilkolin, adenosin
difosfat, adenosin trifosfat, bradikinin, kalsiyum iyonofor (vasoactive substance), vazoaktif
intestinal peptid, trombin, kalsitonin gene-related peptid, histamin, noradrenalin, substance P,

serotonin ve insiilindir (Sekil 2) (32, 33).

Ayrica iNOS, LPS, INF alfa, IFN gama, IL-1, IL-2 gibi sitokinler tarafindan da uyarilir

(31, 32, 35)

14



Hypoxia UMEN

Shear stress Bk, SP

naturetic

Smooth muscle
cells

Sekil 2: NOS sentezini arttiran faktorler

NO’nun Hiicresel Etkileri

Gegici az miktarda NO salimmnin hiicre haberlesmesinde rolii olmasma ragmen
yiiksek miktarlardaki NO mitokondriyal solunumu inhibe edip, glikolizi deprese ederek ve
intraselliiler glutatyon seviyesini azaltarak sitotoksisiteye neden olur. Ayrica riboniikleotid
rediiktaz aktivitesini azaltarak DNA sentezini inhibe eder (14). DNA nitrasyonu, oksidasyonu
ve deaminasyonu ile de DNA yapisini zedeler (15). NO’nun programli hiicre 6liimiinde de rol

aldig1 gosterilmistir. (Kondrositler, makrofajlar, mastositlerde) (16, 17).

Iskemide intraselliiler Ca™ artigmi takiben NO aktiviteleri artar. ¢cNOS istirahat
degerinden hafif yiiksek Ca™  seviyelerinde aktive olur. 0.5 M konsantrasyonlarinda

maximum aktivite saglanir (36,37).
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NO guanilat siklaz’in hem molekiiliine baglanarak ¢cGMP artigina ve sonugta hiicre igi
Ca™ azaligma; Ca™ la aktive olan K™ kanal agiligina neden olur. K™ hiicre digina ¢ikarak
hiperpolarizasyon olugur ve diiz kas gevsemesi meydana gelir. cGMP’den bagimsiz olarak da
NO etkisini gostermekte, P53 (tiimdr baskilayic1 gen) gen artisina neden olarak apopitozis
sonucu hiicre Oliimiine neden olmaktadir. Ayrica mitokondrial hem igeren enzimlerin

inaktivasyonunu saglamakta bu yolla da tiimér gelisimini 6nlemektedir (32, 38, 39).
Superoksit radikali O, ile NO radikali reaksiyona girerek peroksinitrit
(ONOO) olusturur. Fizyolojik pH da peroksinitrit hizla hidroksil ve nitrojendioksit radikaline
cevrilir (12, 13).
02"+ NO — ONOO”
ONOO™ + H — ONOOH

ONOOH — OH + NO,

Peroksinitrit giiglii bir peroksidan madde olup NO’ya bagli hiicre oliimiinde ana
mekanizmay1 olusturur. Siiperoksit dismutaz ile reaksiyona girerek selliiler proteinlerin
trozinlerini nitrolize eder. Boylece disfonksiyona neden olur. Hipokside meydana gelen hiicre
hasar1 da peroksinitritin mitokondri DNA’s1, lipitler ve proteinleri disfonksiyone etmesine

baghdir (12, 13, 23).

Ozellikle siiper oksitten zengin ortamda NO intraselliiler Fe"" salinimina neden olur ve

Haber-Weiss reaksiyonunu tetikler. Béylece reaktif oksijen tiirleri olugur (Hidroksil radikali)

(12).

16



Damar duvarinda yapilan NO kana gecer, oksi ve rediikte Hb ile baglanir. Oksi
hemoglobinle birlesen NO nitrat iyonuna doniigiir ve metHb olusur. NO rediikte Hb ile
nitrozohemoglobin (HbNO) bilesimini de olusturur ve bu da oksijenin fazla oldugu
ortamlarda metHb ile nitrata doniigiir. NO sadece hem molekiilii ile birlesmesine karsin, nitrit

hemoglobinin globin béliimii ile de reaksiyona girebilmektedir (40, 41).

NOS inhibisyonu nétrofillerde CD11 a, b, ¢,/CD 18 ekspresyonunu arttirarak damar
duvarina yapismalarina neden olur. NO P-selektin yapimimi ve ICAM-1’in de yiizeyde
olusumunu inhibe eder. Mikrosirkiilasyon, reperfiizyonu takip eden 2.5-5 dk. i¢inde endotelde
fonksiyon bozukluguna ve dolayisi ile NO azaligina yol agar. NO azalis1 hiicresel adezyon
molekiilleri (CAM) 6zellikle P-Selektin’in reperfiizyonun 20. dakikasinda olusumuna neden
olur. Bu dakikadan itibaren lokosit adezyonu baglar. 2-3 saat iginde nétrofiller damar alt1
dokulara infiltre olur, boylelikle 3 saatten itibaren reperfiizyon hasar baglar. Agirlikln olarak
da 4.5 saatte meydana ¢ikar. Bu nedenle reperfiizyon 6ncesi verilecek olan NO reperfiizyon

hasarini ihhibe edecektir (9).

NO ayrica siklooksijenaz aktivitesini de uyarir (42). Endotelin-1 Endotel iizerindeki
reseptorlerini etkileyerek NO ve prostosiklin saltmumimi  arttirdigi halde NO, endotel

hiicrelerinden endotelin-1 salimimint inhibe eder (43, 44, 45).

NO’nun Cesitli Sistemlerdeki Etkileri

Genelde arter ve arterioller, ven ve veniillere gére daha fazla NO sentezler. NO aktif
ve reaktif hiperemi gelisiminde etkilidir. Karotid cisimciklerinde ve damarlarinda NOS

enziminin varlig1 gdsterilmigtir (43, 44).
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NO bobrek gelisiminde etkilidir. En ¢gok makula densa’da olmak iizere proksimal tubul
efferent ve afferent arteriolde bulunur. Renal kan akimi ile yakindan iligkilidir. Sistemik NO
inhibisyonu afferent ve efferent arteriolde diren¢ artisina neden olur. NO bébrek
mikrosirkiilasyonunda tonik olarak vazodilatér etkilidir. Ayrica basing natriiirezisinde
fonksiyonu vardir ve tiibiil epiteline direkt etki ile Na reabsorbsiyonunu inhibe eder. Detriisor

kasu, trigon ve iiretra’da NOS tespit edilmistir (46, 47, 48).

nNOS en yiiksek foveada olmak iizere retina ve koroid tabakalarinda bulunmaktadir.
nNOS fotoreseptorler ve bipolar hiicrelerde NO yapimindan sorumludur. NO
fotoreseptorlerde ¢cGMP’yi arttinr. Kedi retinasmnda NOS’un inhibe edilmesi fotoreseptor
iletiminde azalmaya neden olmugtur. Miiller hiicreleri ile retinal pigment epitelindeki iNOS

ise fagositozdan sorumlu olmaktadir (49, 50).

Cigneme, tiikriilk ve mide asit artigi mideden NO salimmimi uyarir. NO histamin
salgisin1 inhibe ederek asit salgisini baskilar ve ayn1 zamanda mukozal kan akimini arttirarak
koruyucu bir rol oynar. Ispanak gibi nitrattan zengin gida alimimi bu gergevede faydali
olmaktadir. Herglin 75-150 milimol nitrat gida ile alinmaktadir. Tiikriikte ise nitrat 200-600
mikromol, nitrit ise 30-210 mikromol’diir. Midede nitrit NO’ya veya nitrat’a

doniistiiriilebilmektedir (51, 52).

Penis ereksiyonunda NO ©&nemli bir role sahiptir. Serum testosteron diizeyi
diistiigiinde, yaslilikta, kastrasyonda, Tip 1 ve II diabette, adrenelektomide, hipofizektomide
penisteki nNOS aktivitesi azalmaktadir. Sigara i¢iminde de NOS aktivitesinin azaldig1

gozlenmistir. Sertoli ve Leydig hiicrelerinde de eNOS aktivitesi androjen yapimindan
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sorumludur. Prostat ve seminal vezikiillerdeki varligi da sperm olgunlagsmasinda rolii

oldugunu diisiindiirmektedir (53).

Septik sokta ortama ¢ikan sitokinler ve LPS (Lipopolisakkarid), NO salinimin arttirir.

L-NMMA gibi NOS inhibitorleri sokta meydana gelen hipotansiyonu 6nleyici 6zelliktedir.

L-arginine analjezinin artisina neden olurken, NOS inhibitdrleri morfine bagh
analjezik etkiyi inhibe etmektedir. NO’nun nosisepsiyonda da rol aldigini gésteren ¢aligmalar

bulunmaktadir (54, 55).

Ovaryumlarda NO, preovulatér follikiillerin siireklili§ini saglayici rol oynar.
Myometriumda gevsetici roldedir. Hamilelikte genital sistemde vardir ve dogum olayinin
basladigt swada azaldign kabul edilmektedir. NO donérlerinin  verilmesi uterus
kontraksiyonlarini inhibe ederek istenmeyen erken dogum gibi olgulari 6nlemektedir. Normal
myometriumdaki varlig1 ise dismenoreyi dnlemekte ve implantasyonu kolaylagtirmaktadir (56,

57).

Ostrojen NO yapimmm arttirmakta, endotelin-1 yapimim azaltmakta boylelikle damar

fonksiyonlarinda modiile edici rol oynamaktadir (57).

Topikal olarak NO dondrlerinin uygulanisi fungal ve diger enfeksiyonlarda énemli rol
oynarken, L-arginine yara iyilesmesini hizlandirir, NK (Natural Killer) aktivitesini arttirir,

metastatik hiicrelerin 6liimiine neden olur (58).

NO dis gelisiminde ligament araliginin olugsmasinda fonksiyon goriir (59).
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Kulaktaki tily hiicrelerinde NOS aktivitesi tesbit edilmis ve NO artiginin igitme esigini

yiikselttigi gosterilmistir (60).

Idrarla atilan nitrit ve nitrat kiigiik gocuklarda yiiksek iken daha sonra giderek

azalmakta ve 12 yasinda sabit diizeye gelmektedir (61).

INOS ve cNOS kemik hiicrelerinde de bulunur. NO yapiminin artig1 osteoklastik
aktivite ve osteoklast hiicre azalisina neden olmaktadir. Cok yiiksek miktarlar: osteoblastlar

i¢in de inhibitér etkilidir. Diisiik dozlarda osteoblastik aktiviteyi arttirir (56, 57).

Astim ve brongiektazi gibi solunum yolu enfeksiyonlarinda, ekspirasyon havasinda

miktan artar (62).

Viriis, bakteri, protozoa gibi hastalik etmenleri makrofajlar tarafindan sentezlenen NO
tarafindan etkisizlestirilir. Ciinkii NO, Fe-S bilesikleri ile reaksiyona girerek onlarin gogalan
hiicrelerde yer alan mitokondrial enzimlerini inhibe eder. Ancak bunun yani sira NO diabet,
graft versus host (Akut doku rejeksiyonu), romatoid artrit, lupus, multiple skleroz,
ensefalomyelit gibi baz1 otoimmiin reaksiyonlarda da rol alir. Bu nedenle NO yapimu1 oldukga
hassas bir kontrol altinda tutulur. Ornegin Thl hiicreleri IFN gama yapar ve bu da iNOS’un
NO yapimim uyarir. Th2 hiicreleri ise IL-4 yapar ve bu da iNOS inhibisyonuna neden olur.
Ayni zamanda NO’nun yiiksek dozlart Thl hiicrelerini inhibe eder (63). NO aracili olusan p53
timor supressér gen artigt apopitozise ned.en olur ve tiimor hiicrelerinin de Oliimiinden

sorumludur (64, 65).
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NO’nun Santral Sinir Sistemindeki Rolii

Organizmada biitiin sistemlerin fizyolojisinde ve patolojik olaylarinda NO’nun rolii
olmasma karsin NO belki de en 6nemli rolii santral sinir sistemi hiicrelerinde oynamaktadir.
Santral sinir sisteminde bulunan inducable NOS yaninda endotelyal constitutive NO

(ecNOS=NOS III) ve neuronal constitutive NOS (ncNOS=NOS I) bulunmaktadir (30, 31, 32).

NOS igeren néronlar NMDA toksisitesi, Huntington hastalif1 ve iskemideki tahribata
dayaniklidirlar (66, 67). Bu ndronlar serebral korteks, corpus striatum ve hipokampustaki tiim
noronlarin  %1-2’sini  olugturur. Olduk¢a fazla dallanirlar ve fazla miktarda NO
olusturduklarindan ¢evre néronlarin 6liimiine neden olurlar (27, 28). Bunun disginda beyne
gelen inflamatuar hiicrelerde, NO olusumuna katkida bulunurlar. Iskemide intraselliiler Ca™
artigina takiben constitutive NOS aktivitesi artar. Constitutive NOS istirahat degerinden hafif
yitksek Ca*" seviyelerinde aktive olur ve 0.5 M konsantrasyonlarinda ise maximum aktivite
saglanir. Bu nedenle iskemide maximum aktiviteye ulasilir (36, 37). Bu hipotezden yola
cikilarak c¢aligmalarda orta serebral arter okliizyonu ile birlikte NO seviyesinin hizla
ylikseldigi gosterilmistir. Bu artigta indiikklenen NOS (iNOS) aktivitesinin etkisi yoktur.

Ciinkii NO artis1 okliizyondan hemen sonra iNOS indiiksiyonundan ¢ok 6ncedir (18, 19).

No6ronal NO sentaz (nNOS) miktarlarindaki artigin kalici orta serebral arter
okliizyonunu takiben 4 saatte maximuma ulastifi ve 7 giin boyunca yiiksek kaldigi tespit

edilmigtir (20).

Ancak constitutive NOS (neuronal ve endothelial) aktivitesi, iskemi baglangicindaki

aktivasyondan hemen sonra azalmaktadir (68). Geg ama kalic1 NO artis1 ise iskemi sonrasi 24-
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72 saatte ortaya ¢ikar ve inflamatuvar hiicreler ile mikrogliada indiiklenen iNOS tarafindan

gerceklestirilmektedir (69, 70).

NO’nun serebral iskemideki rolii halen tartigmalidir. Zira yapilan ¢alismalar hem

noroprotektif ve hem de noérotoksik etkileri oldugunu desteklemektedir (71).
NO’nun Norotoksik Etkileri:

Bilindigi iizere NO’nun siiperoksit radikali ile reaksiyona girmesi sonucu olusan
peroksinitrit giiglii bir peroksidan madde olup, selliiler proteinlerin trozinlerini nitrolize eder.
Bu yolla DNA lipid ve proteinlerde disfonksiyona yol agar. Ayrica riboniikleotid rediiktaz
aktivitesini azaltarak DNA sentezini inhibe eder. DNA nitrasyonu, oksidasyonu ve

deaminasyonu ile de DNA yapisin1 zedeler ve DNA fragmantasyonuna neden olur (12-17).

Yine superoksitten zengin bir ortamda NO intraselliiler demir salinimina neden olur ve

Haber-Weiss reaksiyonunu tetikler, béylece reaktif oksijen tiirleri olusur (12).

NO’nun norotoksik etkilerini gostermek iizere gesitli ¢aligmalar yapilmigtir. N6ronal
NOS geni delesyona ugratilmig mutant fareler kullanilmigtir. Bu fareler normal beyin anatomi
ve mikrovaskiiler yapisina, normal kan basincina ve fizyolojik parametrelere sahiptirler. Bu
farelerde MCA okliizyonu sonrasi olusan enfarkt hacmi 5745 mm iken esit kosullardaki
kontrol grubunda enfarkt hacmi 9332 mm bulunmustur. Daha sonra mutant farelere var olan
tek NOS g¢esidi olan endotelyal NOS aktivitesini inhibe etmek iizere L-NNA (Nitro-L-
Arginine) uygulanmasinin enfarkt hacmini arttirdigy gozlenmis. L-Argininin uygulanmasi ise
eNOS sentezini arttirarak enfarkt hacmini daha da kii¢liltmiistiir. Bu ¢aliyma, ndronal NOS

aktivitesinin beyinde olmamasinin, néronal hasar azalttigim gostermistir (24).

22



NO’nun nérotoksik etkilerinin bir boliimiinden de NMDA reseptorleri aktivasyonu
yoluyla olusan hiicre toksitesinde NO’nun da rol almasi sorumlu tutulabilir. L-NAME ile
olusturulan NOS inhibisyonun NMDA reseptor aktivasyonu ile olusturulan enfarkt hacmini

%35 oraninda azaltmasi bu goriisii desteklemektedir (66, 67, 71, 72, 73).
NO’nun Noroprotektif Etkileri

Noronlar, perivaskiiler sinirler, serebrovaskiiler endotelin iskemi esnasmnda NO
olusturdugu bilinmektedir (74, 75). Hemen iskemiyi takip eden donemde endotelden veya
perivaskiiler sinirlerden salman NO kan akimini arttirarak, koruyucu rol oynamaktadir.
Nitekim L-arginine inflizyonunun NO’nun aracilik ettigi mekanizmalarla iskemik ve normal
beyinlerde, serebral kan akimim arttirdigy, pial damarlarda genislemeye neden oldugu, boylece
enfarkt alanimi azalttifi gozlenmistir (74, 75, 76). Kan akiminin artiginin yam sira endotelyal
NO trombosit agregasyonu ve lokosit adezyonunu azaltarak mikrovaskiiler sirkulasyonu
diizenledigi goriilmiistiir. (77, 78). Nitekim endotelyal NOS geni delesyona ugratilmig mutant
farelerde, diger tiim hemodinamik ve anatomik faktorlerin farklilik gostermemesine ragmen
yapilan MCA okliizyonu sonrasi olusan enfarkt hacimlerinin kontrol grubuna gore daha biiyiik
oldugu gézlenmistir. Bu farelere L-Arginine infiizyonu néronal NO sentezini arttirdig icin

toksisiteyi arttirmig ve enfarkt hacminin bitylimesine neden olmugtur (79).

Diger bir ¢alismada deneysel olarak derin hipotermik kardiak arrest sonrasi serebral
metabolik diizelmede serebral NO’nun etkisi arastinilmig ve NOS’un L-NAME ile
inhibisyonunun kardiyopulmoner by-pass esnasinda serebrovaskiiler rezistansi arttirdig

CBF’u diisiirdiigii ve serebral yilksek enerjili fosfat bilesikleri, pH ve sitokrom aa; iin
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kardiyak arrest sonrasi diizelmesini belirgin olarak azaltmustir. Hayvanlara L-Arginine
verilmesi ise tam tersi etkiler yaratmigtir. Sonug olarak klinik sartlara yakin hipotermik global
serebral iskemi modelinde L-NAME’in net olarak zararli etkileri, L-Arginine’in ise olumlu

etkileri gosterilmigtir. (80).

Serebral vazospazmda NO’nun roliiniin aragtirildigr bir bagka ¢alisma da NO’nun
SAK esnasinda tiiketilmesinin vazospazma yol agtifi bildirilmigtir (81). SAK sonrasi
eritrositlerin lizise ugramasi sonucu olusan oksihemoglobin kuvvetli vazospazmojendir. SAK
sonrasi olugan bu oksihemoglobinin NO’ya afinitesi yiiksektir ve damar duvarindaki NO’yu
tiiketir. Bilindigi lizere NO damar diiz kas hiicrelerindeki ¢cGMP diizeyini arttirarak
vazodilatasyon yapar. Bu noktadan hareketle NO’nun harcanmasmnin vazospazma neden
olacag: diisiiniilmiis ve bir grup farede deneysel olarak vazospazm yaratilmig; vazospazmli
farelerde ICA’den SF (Serum Fizyolojik) esliginde verilen NO’nun vazospazmi anjiyografik
olarak ¢6zdiigii ve dopplerle dlgiilen kan akimim arttirdigi gézlenmistir. Bu bulguda NO’nun

endotelyal formunun serebral kan akimini artiric: yonde hareket ettigini diistindiiriir (81).

Biitiin bunlardan ¢ikan sonug, néronal NO giiglii bir peroksidan olan peroksinitrite
déniismek suretiyle ndrotoksik rol oynarken, endothelial NO lokal kan akimimi artirarak

noroprotektif rol oynamaktadir (12-17, 74-76, 79-81).

Sonugta invivo kosullarda noroprotektif etkilerin norotoksik etkiler tarafindan

baskilanmasi nedeniyle NO’nun invivo net etkisi norotoksisite yoniindedir (24, 71).
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SEREBRAL ISKEMi VE REPERFUZYON

Genel Bilgiler

Beyin oksijen ve kan akimiyla enerji gereksinimi arasinda hassas bir denge vardir.
Beyin dinlenme halinde viicudun kullandigi oksijenin %20’sini tiiketir: Enerji
metabolizmasinin hemen hemen tamami glukoz metabolizmasi tarafindan karsilanir. Oksijen
ve glukoz rezervi bulunmayan beyin dokusunun, fonksiyonlarinin devam ve parankimasinin
fizyolojik kosullarda biitiinliigiiniin korunmasi i¢in kalp dakika atim hacminin yaklagik %151
oraninda kan akimina gerekisinim vardir. Beyinde glukoz ve glikojen seklinde depolanan
enerji kaynaklar beynin gereksinimini yaklasik 1 dakika siireyle kargilamaya yeterlidir.
Iskemiyi izleyen birkag dakika iginde nérolojik fonksiyonlar bozulmakla birlikte baslangigta

bu bozukluklar kalict degildir (82).

Dinlenme halinde insan beyni her 100 gr. doku i¢in dakikada 3.35 ml. oksijen tiiketir.
Bu oksijen kaynaginin kesilmesi halinde, hasta 10 saniye iginde bilincini yitirir, 20 saniyede
EEG izoelektrik hale gelir, 5 dakika iginde beyindeki tiim yiiksek enerjili fosfat depolar

tiikenir ve geri doniisii olmayan hasar yani hiicre 6liimii meydana gelir (82, 83).

Noronlar yiiksek enerji metabolizmasina sahip hiicrelerdir ve bu enerjinin %50’si
membranlardan iyon transportu igin kullamilir. Hangi amagla kullanilirsa kullanilsin,
ndronlarin kullandigi bu enerji ATP’den saglanir. Bu ATP biiyiik oranda mitokondride gegen
oksidatif fosforilasyonla, az oranda sitoplazmik glikoliz ile saglanir. Beyin dokusunun oksijen
depolart iskemi aninda yalmizca bir kag saniyelik siire igin yeterlidir. ATP kaynagi olarak
fosfokreatinin ilk 1 dakika iginde, depolanmig ATP ise 2 dakika i¢inde minimal diizeye iner:
Bundan sonra néron ATP diizeyi aneorobik glukoliz ile saglanmaya ¢alisilir. Bu asamada

laktik asit birikimi ortaya cikar. Asidoz ise serbest radikal reaksiyonlarini giiglendirir ve
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noronlardaki mitokondriyal solunumu ve mitokondrilerin iskemi sirasinda hiicre igine giren
kalsiyum iyonunu iglerinde depolama islevini inhibe eder. Sonug olarak iyon dengesinin

siirdiiriilebilmesi ve néronlarn biyoelektrik uyarilmas igin enerji 6n koguldur (82).

Kalsiyum iyonlar1 iyon dengesinin diizenlenmesinde ¢ok énemli rol oynarlar. Iskemik
néronlarda 6limil baglatic1 faktor ATP yoklugudur. ATP yoklugu hiicre membraninda ve
hiicre i¢i organel membranlarinda iyon transportunun bozulmasma neden olur. Iskeminin
baglangicinda ekstraselliiler K iyonu artmaya baslar ve néron igine Na* iyonu akig1 baglar.
Bu asamada K'  hiicre disma; Na®, C.a++ ve CI' hiicre igine girerler. Membran
gecirgenligindeki bu ani artigin presinaptik membranlardan salinan glutamat’in etkisiyle
oldugu diisliniilmektedir. Glutamat salinimina bagli olan depolarizasyon ayni zamanda voltaja
bagimli Ca™ kanallarim1 da agmakta ve global etki sonucu hiicre igine kontrolsiiz bir Ca*™

Na* ve CI' girisi olmaktadir (82).

Noronal membranda iyon dengesinin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan intraselliiler Ca™
artig1 hiicrede lipolizis ve proteolizise yol agmakta, ayrica protein fibrilasyonu bozulmaktadir.
Ca"™" varhginda aktive olan fosfolipaz A ve C enzimleri arakidonik asit olusumuna yol
acarlar. Arakidonik asitten prostoglandin ve 16kotrienlerin sentezi baglar. Bu sentez sirasinda
ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri membran lipitlerinin peroksidasyonunu baglatarak,
hiicre ve organel membranlarinin biitiinl{igiinii bozarlar. Ayrica lipit peroksitler prostoglandin
sentezinin iki 6nemli son iiriiniinden biri olan prostosiklin sentezini inhibe ederler (82, 83,

84).
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Serbest Radikaller

Bir atom ya da molekiiliin yapisinda yer alan elektronlar daima niikleus etrafinda
herbir yoriingede ¢ift sayida dizilim gosterme egilimindedirler. En dis yoriingede tek sayih
elektron igeren atom ya da molekiillere serbest radikal ad verilir: Serbest radikal reaksiyonlarn
normal biyolojik olaylarda genis bir spektrum iginde yer alir ve bir ¢ok hiicresel enzim ve
elektron transport sistemi, katalitik fonksiyon dogrultusunda ara iiriin olarak sinirli miktarda
serbest radikaller olusturur. Normal fizyolojik kosullarda olusan serbest radikaller, biyolojik
korunma mekanizmalar1 ile ortamdan uzaklagtinlir. Ancak bazi patolojik siireglerde
reaksiyonlarin ara kademelerinde serbest radikallerin agin miktarda iiretilmesi ve/veya
biyolojik koruyucu sistemlerin ¢aligmamas: gibi durumlarda istenmeyen etkilere yol agarlar

(85).

Serbest radikaller molekiiliin yapisina gore oksijen merkezli (superoksit radikali,
peroksit radikali, hidroksil radikali vb.), karbon merkezli (karbon tetrakloriir, triklormetil,
aromatik hidrokarbonlar) veya siilfiir merkezli (glutatyon radikali) olarak gruplandirlabilir

(86).

Olusan serbest radikaller hiicre membrani ve hiicre igi organelleri etkilerken
ekstraselliiler komponente de geger ve uzak etkiler olusturur. Burada serbest radikalin
¢Oziinlirligi ile difiizyon hizi 6nem kazanmaktadir. Oksijen merkezli serbest radikaller
incelendiginde hidroksil radikali ¢ok potent olmasmna ragmen diflizyon hlél yavastir. Bu
yiizden ancak olustugu yerde veya yakininda etki gosterir. Buna karsin H;O, ¢ok az potent
olmasma ragmen plazma membranini, mitokondrial ve peroksismal membranlar1 rahatlikla

gecerek uzak etki gosterebilirler (85, 86, 87).
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Giiniimiizde serbest oksijen radikalleri terimi yerine, daha kapsamh olan ve hem
stiperoksit, hidroksil gibi oksijen igeren radikallere hem de aslinda radikal olmayan, ancak
reaksiyonlar1 ile oksijen igeren radikallerin olusumuna neden olabilen peroksit, singlet
oksijen, O3 hipoklorik asit gibi molekiilleri igine alan reaktif oksijen iiriinleri (ROS) terimi

daha yaygin olarak kullamlmaktadir (88).

Reaktif oksijen iiriinleri, termodinamik stabilitelerini kazanmak i¢in yakinda bulunan
diger molekiillerden elektron ya da H® atomlarinin serbestlestirmeye ¢alisir ve bu molekiilleri

aktif radikal haline getirir (89).

Siiperoksit radikali en ¢abuk ve en kolay olugan radikaldir. Aktivitesi kismen diigiik
oldugu halde diger radikalleri olusturdugu i¢in Gnemlidir. Hidroksil radikali bu grupta en
potent serbest radikaldir ve olusmasi igin ortamda demir veya bakir gibi transizyonel
metallerin varlig1 gereklidir. Transizyonel bir metal tarafindan katalizlenen bu reaksiyonlar

Fenton reaksiyonlar: olarak bilinir:
H,0, + Fe™ — Fe™ "+ OH +OH
H,0,+ Cu*" — Cu™ + OH + OH"

Bir transizyonel metalin varliginda siiperoksit radikali hidrojen peroksit ile tepkimeye

girerek hidroksil radikalini olugturur. Buna Haber-Weiss reaksiyonu denir.
Fe™" + 0, > Fe™ + 0,
Fe™ + H,0, — Fe™" + OH+OH’
H;O, + 0y — O +OH+OH

Hidroksil radikali hiicre i¢inde bulunan tiim molekiillerle reaksiyona girebilir. Diger

serbest radikaller gibi DNAyi, lipitleri, karbonhidratlar1 ve proteinleri zedeleyebilir (89).
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Siiperoksit radikali ile NO™ radikali reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOO)

olusturur. Fizyolojik pH’da peroksinitrit hizla hidroksil ve nitrojen dioksit radikaline gevrilir.
O, +NO — ONOO
ONOO"+H" — ONOOH
ONOOH — OH + NO,

Peroksinitrit gii¢lii bir prooksidan madde olup siiperoksit dismutaz ile reaksiyona
girerek selliiler proteinlerin tirozinlerini nitrozile eder. Boylece disfonksiyona neden olur (12,

13).

Aerobik metabolizma sirasinda hiicreler mitokondrial enzim sitokrom ¢ oksidaz ile
molekiiler oksijeni suya indirgeyerek enerji elde ederler. Bu reaksiyon sirasinda dért elektron
oksijene direkt aktarilir. Cok az miktarda siiperoksit, hidrojenperoksit ve hidroksil radikali
olusabilir (90). Hiicrelerin olduk¢a zararli olan serbest radikallere karst savunma
mekanizmalan vardir. Siiperoksit dismutaz enzimi bunlardan biridir ve siiperoksiti hidrojen

peroksite indirger.
205+ 2H" - H,O, + 0Oy

Hidrojen peroksit ise peroksizomlarda katalaz, mitokondri ve sitoplazmada ise
glutatyon peroksidaz ile su ve oksijene indirgenir. Okside olan glutatyon ise glutatyon

rediiktaz ile glutatyona gevrilir (91).

Katalaz
2H,0, o H0+ 0O,
Glutatyon Peroksidaz
2GHS + H,0, - G-S-S-H+ 2 H,0
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Glutatyon Rediiktaz

G-S-S-H + 2NADPH"* - 2GSH + 2NADP

Ikincil savunma mekanizmas: ise hiicrelerin transizyonel metalleri tagiyict ya da
depolamada kullanilan proteinlere sikica baglanmasidir. Ugiincii yol ise dengeli serbest radikal

olugturmaktir. Bu da o-tokoferol (vitamin E) gibi maddeler sayesinde gergeklestirilir (91, 92).

Iskemide oksijen yeterli seviyede degildir. I¢ mitokondrial membranin elektron
transfer zinciri oksijen eksikligi nedeni ile agin indirgenmis hale gelir. Ayrica artan enerji
ihtiyac1 yiiziinden mitokondride solunum ihtiyaci artar ve hizla serbest radikaller olusur.
Iskemi sirasinda artan Ca™  mitokondriden artmig hidroksil radikali olusumuna neden olur

(90).

Eksitatoksisite (Eksitator aminoasitlere maruz kalim sonucu gelisen nérotoksisite) de
mitokondriden serbest radikal olusumunu artirir. Ik olarak depolarizasyon ATP ihtiyacini
artirir ve oksijenin simirh oldugu ortamda mitokondrial solunum hizlamr. ikinci olarak hiicre
ici Ca"™" artisina neden olarak mitokondri iizerinde yiikii artirirlar. Boylece artan reaktif

oksijen tiirleri mitokondri DNA’sy, lipidleri ve proteinlerini zedeleyebilirler (23).
Glutamat ve Diger Eksitatér aminoasitler

flk olarak 1969 yilinda Olney ve Sharp eksitatdr amino asit glutamatin ndronlara
toksik olabilecegini One siirerek eksitatoksisite kavramini tanimlamiglardir (1). Artik in-vivo
ve in-vitro yapilan deneyler sonucu, fazla miktarlarda eksitatér amino asit ve analoglarinin

nérodejenerasyona neden oldugu iyi bilinmektedir (2, 3). Serebral iskemi sirasinda glutamat
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ve aspartat ekstraselliiler seviyelerinin yiiksek bulunmasi iskemi sirasinda eksitatoksisitenin
onemli olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bunu takip eden galigmalarda ise N-metil-D-aspartat
(NMDA) ve non-NMDA tip glutamat reseptor antagonistlerinin enfarkt hacmini azalttiklar
saptanmistir. BOylece eksitatoksisitenin serebral iskemide rolii olabilecegi tespit edilmistir

(93, 94).

Eksitator aminoasitler ve bunlarm analoglan, NMDA ve non-NMDA reseptorlerini
aktive ederek hiicre igine sodyum, kloriir iyonlan ile su girmesi ile hizli sismeye neden
olmaktadir (2). Gecikmis hiicre 6liimil ise NMDA reseptorlerinin agir1 uyarlmasi ve buna
bagh ortaya ¢ikan Ca™" bosalmasi ile olmaktadir (95). Glutamata kisa fakat yogun maruz

kalinmast NMDA reseptorlerine bagli mekanizmalari ile gecikmis hiicre 6liimiine neden olur
(71).
Glutamat ve NO Iliskisi

L-NAME ile yapilan NOS inhibisyonunun NMDA reseptor aktivasyonu ile olusturulan
enfarkt hacmini %35 oraninda azalttif1 g6zlenmigtir. Bu noktadan hareketle NO’nun NMDA
reseptdr aktivasyonu sonucu olusan ndrotoksisitede aract mediyat6r oldugu diigiiniilmiistiir
(71, 93, 94). Noronal NOS’u olmayan mutant farelerin NMDA toksisitesine daha dayanikh

olmasida bu goriisii desteklemektedir (72, 73).

Gelisen bir beyinde glutamat toksisitesinin dnemli oldugunu gosteren ipuglar vardir.
Fetal kuzu asfiksisi ve neonatal rat modeli asfikside olusan fokal serebral iskemi de
ckstraselliller glutamat ve aspartatin striatum ve korteksde arttifi gozlenmigtir. Ayrica
hipoksik iskemik hasardan sonra goriilen ndropatalojik tablo glutamat uygulanmasi sonrasi
goriilen hasarla ayni oldugu bildirilmistir. NMDA reseptor antagonisti olan MK801’in ratta

iskemik hasan 6nledigi bilinmektedir (71, 93, 94).
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Gelisim esnasinda glutamat nérotoksisitesi ve NO sentezi korelasyon gostermektedir.
Glutamat reseptorlerinin her alt tipi kendine has gelisimsel norotoksisiteye neden olur.
Gelisimle birlikte beyinin degisik bolgelerinin glutamata olan hassasiyeti ve buna paralel
olarak da beyinin NOS miktar: degisir. Rat serebrumunda partikiiler NOS postnatal ilk haftada
artar ve daha sonra diismeye baglar. Eriskin donemde tespit edilemeyecek kadar azalir (71,

94).

Bu goriiglere tam zit olarak NO’nun NMDA’ya bagli toksisiteyi, NMDA
reseptorlerinin tiol gruplartmin S nitrolizasyonuna yol agarak NMDA reseptorlerinin

duyarliligini azaltmak suretiyle onledigi bildirilmistir (80).
Kalsiyum

Iskemi ve reperfiizyon esnasinda Ca™ un Snemli rol oynadi1 bilinmektedir. Iskemi
intraselliiler Ca™ da hizli artisa ve ekstraselliiler Ca** da azalmaya neden olur (36, 96).
NMDA reseptor iyon kanallan ve voltaja bagh Ca™ kanallar1 bu artisa neden olur. Iskemik
depolarizasyon ise bu kanallar1 aktive eder (97, 98). Iskemi ile galigmaz hale gelen sodyum
potasyum pompasi hiicre i¢inde sodyum birikmesine neden olur. Sodyum/kalsiyum pompasi
ise artan hiicre i¢i sodyumu disar1 atarken kalsiyumu igeri alir. Bu da hiicre i¢i kalsiyum
artisina katkida bulunur ki bu da iskemiye maruz kalan néronlarda 6nemlidir. Buna karsin
kalsiyam artiginin biiyiilk boliimiiniin hiicre i¢i depolardan kaynaklandigi bilinmektedir ve
bunu bloke eden ilaglarin deneysel ¢alismalarda enfarkt alanini azalttifi gésterilmistir.
Hiicreler normal kosullarda hiicre icinde artan kalsiyumu disar1 atarak tolere
edebilmektedirler. Ancak iskemik siiregte enerji yetersiz oldugu i¢in enerjiye bagh pompalar
bu gorevi yerine getiremezler ve artan kalsiyum seviyesi lipazlari, proteazlari, endoniikleazlar

aktive ederek ve serbest radikal olusumunu arttirarak toksisiteye neden olmaktadir. Bu
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anlamda hiicre i¢i kalsiyum birikimini Onleyecek ajanlarin iskemi reperflizyon siirecinde

faydali olacag: diigiiniilebilir (99, 100).

Serbest radikal iiretimi ise kalsiyum tamponlamasim engelleyerek kisir dongiiye neden
olur. Yine hiicre i¢i kalsiyum artig1 mitokondriyel hasara ve bu da enerji iiretiminin daha da

azalmasina neden olur (93).
Reperfiizyonda Enzimatik Reaksiyonlar

Iskemi sirasinda beyinde adenin niikleotidlerinin niikleositler ve piirin bazlarma déniigtiigii
bilinmektedir. Adenozin ve hipoksantin seviyeleri hizla yiikselir. Resirkiilasyon ile ksantin
oksidaz enzimi hipoksantini ksantine, sonra da {ireye ¢evirir. Bu enzimin hizinin
reperfiizyonda arttifi bilinmektedir. Ksantin oksidaz enzimi hipoksantini ksantine
ddniistiiriirken molekiiler oksijen kullanir ve siiperoksit radikali ortaya ¢ikmasina neden olur.
Ayni siiregte iskemi strasinda biriken arakidonik asit, prostoglandinler, tromboksanlar ve

superoksitlerin olusumuna neden olur (90).

Reperfiizyon eshasinda superoksit radikalinin etkileri ile beyinde ferritin ve transferrin
halinde bulunan demir serbestlesmekte ve katalitik etkisi ile hidroksil radikali olugmaktadir.

Bu radikal de hiicre hasarina yukarida anlatilan mekanizmalarla yol agmaktadir.

Iskemi ve reperfiizyonla ortaya ¢ikan serbest radikallerin kan beyin bariyerini bozarak
o6deme yol actii, kan akimimi bozdugu ve beyaz kiirelerin iskemik dokuya gegmesini
sagladig1 gozlenmistir (101). Aktive 16kositlerin reperfiizyonda serebral kapilleri tikayarak
dolagimi bozdugu gosterilmistir (13). Hess ve arkadaglan ise reperfiizyonda endotelyal
hiicrelerde adezyon molekiili yapiminin arttifim1 gérmiis, artan 16kosit adezyonu ile
lokositlerin etrafa salgiladiklan sitokinler araciligi ile de hiicre hasarina neden olabileceklerini

gostermislerdir (102).
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Bu nedenle endotelyal bolgelerin serbest radikal hasarindan en ¢ok etkilenen bolge
oldugu diisiiniilmektedir. Serbest radikal tutuculan ile lipid peroksidasyon inhibitorleri iskemi
ve reperfiizyon sirasinda koruyucu olabilirler. Superoksit dismutaz iiretimi fazla olan farelerin
iskemi ve reperfiizyona daha dayanikli olmalan ve bu farelerde yapilan akut fokal serebral
iskemi-reperfiizyon modelinde enfarkt alanlarmin daha kiigiik olmasi1 bu gorigii

desteklemektedir (103).

Siiperoksit dismutaz iiretimi olmayan farelerde ise enfarkt hacmi beklendigi {izere

kontrol gruplarina gére daha biiyiik saptanmugtir (104).
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STEROIDLER

Kortikosteroidler, adrenal korteks tarafindan salgilanan steroid yapih kortizol ve
aldosteron gibi hormonlardir ve bunlarin sentez suretiyle yapilan aym yapidaki analoglaridir.
Kortikosteroidlerden sadece adrenal korteksde sentez edilenler ve fonksiyonel dnemi olanlar
glukokortikoidler ~ve  mineralokortikoidlerdir. Dogal  glukokoritikoidler  kortizol
(hidrokortizon), kortizon, kortikosteron ve 11-dehidrokortikosterondur. Bunlardan giiglii
etkinlifi olan ve insanda en fazla salinan kortizondur. Farelerde en 6nemli dogal
glukokortikoid kortikosterondur. Glukokortikoidler glukoz metabolizmasmni énemli &lgiide
etkiledikleri igin bu adi almiglardir. Kortikosteroidlerin adrenal bezden ilk izole edildikleri
yillarda bunlarin ayirict etkilerinin 6lgiisii olarak adrenalektomili farelerin kalan Smiirlerini
arttirmalar1 ve karacigerde glikojen depolama Ozellikleri esas alinmugtir. Birinéi etkinlik
mineralokortikoid etkinin bir 6l¢iisii, ikinci etkinlik ise glukokortikoid etkinin 6l¢iisii olarak
kabul edilmistir. Daha sonra antiinflamatuar etkinin karacigerde glikojen depolamalan ile
orantil1 bir gekilde olustugu ve aym tiir etkinlifin ayrilmaz pargas1 oldugu anlasilmistir (105,

106, 107).

Adrenal korteksten glukokortikoid hormon sentezi ve saliverilmesi hipofiz én
lobundan salgilanan ACTH tarafindan kontrol edilir. ACTH kolesteroliin pregnanole
donilismesini arttirmak suretiyle biitlin kortikosteroidlerin sentezini arttirir. Korteksde
ACTH’in steroidojenezi arttirmasinda muhtemelen adenilat-siklaz-cAMP sistemi aracilik

eder. Bu olayda prostoglandinlerin modiilator rol oynadig: gosterilmistir. (105, 108, 109)
Kortikosteroidler baglica karacigerde metabolize edilmek suretiyle inaktive edilirler.

Sentetik kortikosteroidler Meksika’da yetisen dioscorea tiirii bir bitkiden elde edilen

diosgenin adli steroidi kullanmak suretiyle elde edilmektedir. Bu sentetik steroidleri elde
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etmenin amaci dogal steroidlerden farkli olarak bu tiir ilaglarin 6nemli yan etkisi olan su ve

tuz tutucu etkilerini minumuma indirmektir.(105)

Glukokortikoidlerin diabetojenik, antiinflamatuar, immiinosupresif etkilerinin yam sira
santral sinir sistemi iizerinde de bir takim etkileri vardir. Glukokortikoidler Gfori, igtah
artmasi, uykusuzluk, huzursuzluk, motor etkinliklerde artma olustururlar. Adrenal korteks
yetmezliginde, beyinin uyarilabilirligi azalir. Bu ise noronlarmn hiicre igi-dist Na*-K"
oranlarinin bozulmasina baglidir. Adrenal korteksin gerek yetmezligi gerekse asir1 fonksiyonu
halinde insanda EEG bozulur. Her iki durumda da normal alfa ritmine kars1 yavas bir

elektriksel etkinlik ortaya ¢ikar. Yetmezlik halinde beyinde epilepsi esigi diiser (108, 110).

Kafa travmasi, SAK ve iskemi sonrasi steroidlerin etki mekanizmasi gbzden
gegirilmis, serbest oksijen radikallerini azalttifi, lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi

diistinfilmiistiir (111).

Steroidler 6nemli dl¢iide (%40-60) plazma proteinlerine baglanir ki bu fraksiyon hiicre
membranindan ve kan beyin bariyerinden gegemez. Bu nedenle kandaki protein miktarinin
diismesine neden olan karacifer ve bobrek hastaliklari kandaki serbest steroid hormon

konsantrasyonunu artmasina neden olur. (112).

1960 h yillardan beri steroidlerin serebral iskemi {izerindeki etkileri arastirilmis ve
yapilan bir calismada gerbillerde 3 saatlik iskemi ve reperfiizyon sonrasi metilprednizolon,
iskemiden 10 dakika énce ve iskemiden hemen sonra verilmigtir. Bu g¢aliyjmada metil
prednizolon 60mg/kg dozunda kullanilmig ve bu dozun iizerinde ve altindaki degerlerde
basar elde edilememistir. Bu ¢aligmanin sonunda steroidlerin reperfiizyon sonrasi nérolojik

diizelmeyi ciddi olarak arttirdig: gozlenmistir (113).
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Yine gerbillerde yapilan iskemi sonrasi steroid uygulamasinin 30 mg/kg dozunda ve
iskemiden 30 dakika &nce verilmesinin daha etkili oldugu gériilmiistiir. Ozellikle etkinin Na-

K-ATP az ve cAMP iizerinden oldugu gosterilmistir (114, 115).

Buna zit olarak yakin tarihte yapilan c¢aligmalarda gerbillerde bilateral karotid
okliizyonundan 30 dakika &nce ve 2 saat sonra 60 mg/kg dozunda metilprednizolon
intraperitoneal verildiginde 7. giiniin sonunda hipokampal néronlarin kaybinmn ciddi olarak
arttifl goriilmiigtiir. Daha sonraki c¢aligmalar da global serebral iskemi modellerinde
glukokortikoidlerin selektif duyarli néronlarinda zararli oldugu anlagilmistir. Bu etkilerden
kismen glukokortikoidlerin serum glukoz diizeyini arttirmalar1 sonucu gelisen laktik asidoz

sorumlu tutulmustur (116, 117).
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MATERYAL - METOD

GENEL PROTOKOL

Calismada denek olarak agirliklari 200-250 gr. arasinda olan 30 adet SPRAGUE-
DAWLEY tiirii rat kullamildi. Hayvanlar Ketamin (Ketalar, Parke-Davis) 50 mg/kg ve
Xylasine (Rompun, Bayer) 8 mg/kg enjeksiyonla uyutuldu. Deney esnasinda hayvanlar
spontan solunumlarina birakildi. Deneyin sonucuna kadar gegen 24 saat igerisinde hayvanlara
su ve besin kisitlamasi yapilmadi. Hayvanlar randomize olarak 10’ardan ii¢ gruba ayrldi.
Calismanin hem iskemi hem reperfiizyon gerektirmesi nedeni ile akut fokal serebral iskemi

modeli olarak Kawamura’nin tarif ettigi gecici iskemi modeli uygulandi (118).

I. gruba (kontrol grubu) akut fokal serebral iskemi, 2 saat sonra reperfiizyon ve 24 saat

sonra kraniektomi ile beyinlerinin ¢ikarilmasi disinda islem yapilmad.

II. gruba akut fokal serebral iskemi sonrasi olusturulan reperfiizyondan S dakika dnce
3mg/kg dozunda L-Nitro-Metil Arginine Esteri (L-NAME) intra peritoneal verildi. 24 saat

sonra kraniektomi ile beyinleri gikarildi.

III. gruba akut fokal serebral iskemi sonrasi olusturulan reperfiizyondan 5 dakika once

2 mg/kg dozunda Deksametazon 1.P. verildi. 24 saat sonra kraniektomi ile beyinleri ¢ikarilds.

Hayvanlardan NO diizeyi tayin edilmek iizere, uyuduktan sonra iskemi yaratiimadan
hemen 6nce femoral venden 1 er cc kan alinarak bazal NO diizeyi, reperfiizyondan 4 saat
sonra 1 cc daha alinarak reperfiizyon sonras1 NO diizeyleri saptandi. Reperfiizyondan 24 saat

sonra kraniektomi ile beyinler ¢ikarilarak enfarkt hacimleri 6lgiildii.
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AKUT FOKAL SEREBRAL ISKEMi MODELI

Calismada akut fokal serebral iskemi modeli olarak Kawamura’nin ratlarda gegici
fokal serebral iskemi yaratmak iizere tamimladigi intraluminal filaman y6ntemi kullanildi

(118).

Supin pozisyonda boyuna yapilan orta hat insizyon sonrasi paratrakeal kaslarin
disseksiyonu ile karotid bifurkasyon CCA, ICA, ECA ekspoze edildi. Daha sonra ICA’nin tek
ekstrakranial dali olan pterigopalatin arter bulundu ve koagule edildi. ECA 0.5 mm distalden
5-0 ipek siitiir ile baglandi. Arteria karotis kommunisin 2 mm proksimaline ve internal karotid
arter izerine birer adet mikrovaskiiler gegici klip kondu. Bifurkasyonun proksimaline
araknoid bigag: ile kiigiik bir insizyon yapildi. Naylon Fileman, 5-0 prolen ipligin ucu alevde
kiintlestirilip 4 mm’lik u¢ kismi Japon yapistirict ile kalilagtinilarak agilan insizyondan damar
icine sokuldu. ICA’daki mikrovaskiiler klip kaldinilip Filaman ICA bifiirkasyonundaki direng
hissedilinceye kadar yaklagik 13-15 mm ilerletildi. Boylece ICA bifurkasyon oblitere edilerek
MCA sahasiin kanlanmasi 6nlendi (Sekil 3). Iki saatlik iskemi sonrasinda hayvanlar eter ile
kisa siireli uyutularak boyun insizyonundan agilarak ip geri ¢ekilip CCA iizerindeki

mikrovaskiiler klip kaldirilarak reperfiizyon saglandi.
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Sekil 3: Kawamura'nin fokal serebral iskemi modeli

40



NO DUZEYi OLCUMU

Dokularda sentezlenen NO enzimatik olarak hizla nitrit ve nitrata déniistiigii icin NO
diizeyi direkt olarak Olgiilememektedir. Sentezlenen NO miktar: ile serum nitrit diizeyinin
direkt korelasyon gostermesi nedeniyle de, NO diizeyinin tayini igin serum nitrit veya idrar

nitrat diizeylerine bakilmaktadir (119).

Serum Orneklerinde nitrit konsantrasyonlar nitrit iyonlarina duyarli olan Griess
reaksiyonu temeline dayanan diazotizasyon yontemiyle indirekt olarak olgiilmiistiir. (119).
Standart olarak kullanilacak sodyum nitritin distile suda g¢ozeltileri (0.25-10 ml)

hazirlanmugtir.

Bu ¢6zeltilerden alinan 100 pl (0.1 cc) drnek, SO pl (0.05 cc) Griess A ve 50l Griess
B reaktifi ile diiz tabanli 96 kuyucuklu kiiltiir plaginda kangtinlmigtir. Oda sicakliginda 10
dakika bekleyen orneklerin verdikleri absorbanslar, kiiltiir plagi okuyucuda, 620’nin referans
filtreye karst 550 nm’de okunmugtur. Sodyum nitrit miktarlarina karsi elde edilen
absorbanslardan yararlanilarak dogrusal regresyon yontemi ile sodyum nitritin kalibrasyon
dogru denklemi belirlenmistir. Bu denklemlerden yararlanilarak serum Orneklerinden okunan

absorbans degerlerinden nitrit miktarlart bulunmugtur. (119)
ENFARKT ALANI TAYINI

Iskemi olugturulduktan 24 saat sonra genel anestezi altinda hizh kraniektomi sonrasi
¢ikarilan beyinler buzlu SF iginde 5 dakika bekletildi. Frontal polden baglayan 2 mm
kalinliginda beg kesit alindi. Ve bu kesitler %2°lik 2, 3, 5 Trifeniltetrazoliumklorit monohidrat
(TTC) solusyonunda oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. TTC boyamasi yasayan

mitokondriler tarafindan alinip indirgeme esasina dayandigi i¢in (mitokondriyal solunum
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zincirinde dehidrogenazlar tarafindan indirgenir) hizla gikarilan beyin kesitlerinde enfarktl

doku normal beyinden ayirt edilebilir (Sekil 4).

Normal beyin TTC tutup koyu kirmizi renge boyanmasi, enfarktli alanda tutulum
goriilmemesi ile enfarktli alan gosterildi (Sekil 4). Kesitler daha sonra %10°luk formaldehit

icinde sakland1 (120).
ENFARKT ALANININ HESAPLANMASI

Cikarilan beyinlerin hacmi su deplasmamni yontemiyle 6lgiildii. Enfarkt yiizeyleri ise
yiizde olarak 5 kat biiyiitiilmiis goriintiiler lizerine konan milimetrik kagitlar ile dl¢iildii. Daha
sonra koni hacmi hesabi ilkesine dayanarak enfarkt hacimleri mm® ve yiizde olarak hesaplandi

(101).
ISTATISTIK METODLAR

Denek sayilart 10°dan kiiglik oldugu igin gruplar arasindaki farklilik Kruskall-Wallis
varyans analizi ile saptanmigtir. Daha sonra fark yaratan grubun tesbiti Mann-Whitney U testi

ile yapilmugtir. Istatistiksel anlamlilik degeri olarak P<0.05 olarak alinmmstir.
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Sekil 4: TTC




DENEY SONUCLARI
ENFARKT HACIMLERI

L-NAME grubunun ortalama enfarkt hacminin diger iki gruptan anlamh olarak daha

diigiik oldugu, diger iki grup arasinda ise anlamh bir farklilik olmadig: gozlenmistir.

Gruplara gore deneklerin mm® olarak enfarkt hacimleri, tablo 2 ve sekil § de, %
olarak enfarkt hacimleri, tablo 3 ve sekil 9 da, gruplann ortalama enfarkt hacimleri tablo 4 ve

sekil 10 ve 11 de gosterilmistir.
NIiTRIT DUZEYLERI

Gruplarin bazal ve reperfiizyon sonras: karsilastirilan plazma nitrit diizeylerinde de L-
NAME grubunda diger iki gruba gore anlamli bir azalma ortaya ¢ikmisken, steroidli grupta

kontrol grubuna gore plazma nitrit diizeyleri diisiik saptanmistir.

Gruplarn ortalama nitrit diizeyleri tablo 5 ve sekil 12 de gosterilmistir.
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Sekil 5: Kontrol grubuna ait kesitler




Sekil 6: L-NAME grubuna ait kesitler
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Sekil 7: Deksametazon grubuna ait kesitler




Tablo II: Gruplara gore dencklerin mm3 olarak enfarkt hacimleri

ntrol 111 143 168 221 235 241 265 270 272

metazon 109 135 172 226 240 243 255 265 280

-NAME 105 118 147 187 218 246 258 261 266

|- Hatd & Ddemetmm  LANE

Sekil 8: Gruplara gore deneklerin mm® olarak enfarkt hacimleri



Tablo IV: Gruplara gore deneklerin % olarak enfarkt hacimleri

18 31 32 42 36 39 43 47 49

19 28 31 43 37 40 41 45 51

16 22 26 35 32 37 40 43 47

[-totd & Do - LAME]

Sekil 9: Gruplara gore deneklerin % olarak enfarkt hacimleri



Tablo V: Gruplarin mm® ve % olarak ortalama enfarkt hacimleri

Kontrol | Steroid | L-NAME
Mm’ | 214 213 200 |
A 374 | 3712 8.1

SOlarsk Otdara Erfatkt Harai

Sekil 10: Gruplarin % olarak ortalama enfarkt hacimleri
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Sekil 11: Gruplarin mm?® olarak ortalama enfarkt hacimleri
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Tablo VI : Gruplarin ortalama microM cinsinden plazma nitrit konsantrasyonlari

Kontrol Steroid L-NAME
Bazal 36 34 35
Reperfiizyon 74 65 56
sonrasi
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Korird Seroid LhEE

Sekil 12: Gruplarin plazma nitrit diizeyleri
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TARTISMA VE SONUC
DENEYSEL METOD

Bu ¢aligmada akut fokal serebral iskemi modeli olarak Kawamura’nin intraluminal

flaman okliizyon teknigi kullamilmigtir (118).

Rat serebral dolasiminda anterior kominikan ve posterior kominikan arterler
aracihifiyla anastomoz saglanmasi nedeniyle fokal serebral iskemi yaratmak igin MCA’nin

selektif olarak tkanmasi gerekmektedir. (118)

MCA okliizyonu intraluminal filaman yonteminin yanisira mikrovaskiiler klip
uygulamasi veya MCA nin cerrahi koagulasyonu gibi yontemlerlede yapilabilmektedir (118).
Ancak bu yontemlerde iglem sirasinda olugacak olas: beyin hasanmin enfarkt alam dlgiimleri
lizerine olumsuz tesir yaratmasi ve yapilacak olan kraniotomi ve dura agilimmin iskemik
odeme bagh perfizyon bozuklugunu onlemesi istenmeyen etkilerdir. Ciinkii akut fokal
sercbral iskemi de ddeme bagh perfiizyon bozuklugu fizyopatolojik siirecin dogal bir seyri
olup sonuglann gergege yakin ¢gikmasi igin segilecek olan yontemin sonuglar iizerine olumlu

veya olumsuz herhangi bir etkisinin olmamasi tercih edilir.

Yontemin bir diger avantaji ise Kawamura’'min intraliiminal okliizyon yénteminde
reperfiizyon ipligin geri gekilmesiyle kolay ve saghkl bir sekilde saglanmaktadir. Oysa
ICA’den emboli gondermek suretiyle veya MCA'nin koagulasyonu yoluyla olusturulan iskemi

modelleri reperfiizyona imkan tammamaktadir.

Yukanda bahsedilen nedenlerle Kawamura’mn intraliminal okliizyon yontemi
1986°dan bu yana bir ¢ok aragtirmaci tarafindan iskemi-reperfiizyon modeli olarak tercih

edilmektedir (118).
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Deney sirasinda kisa siireli anestezik madde kullanilmas: hayvanlarda anesteziye bagh
mortalite ve morbititeyi azaltmak igin gerekliydi. Bu amagla ketamin ve rompun kullanildi.
Ketamin aym zamanda NMDA reseptdr antagonisti olup bu mekanizmayla da néroprotektif
etkisi olan bir ajandir (121). Bu nedenle deney sonuglarimin etki edebilecegi diisiiniilmekle
beraber ¢aligmada tiim gruplara esit dozda ve aym siirede anestezik madde verilmesi nedeniyle
Ketaminin bu etkisinin gruplar aras: bir fark olusturmadigini diisiindiik. Ketaminin alternatifi
Halotan/Nitros Oksit olabilirdi. Ancak bu madde uygulamasi zor olmas: nedeniyle segilmedi.
Diger anestezikler ise uzun etkili olduklan igin hayvanlann kaybedilmesine neden olabilecegi

icin tercih edilmedi.
NO DUZEYINDEKIi DEGISMELER

Serebral iskemi ve reperfiizyon esnasinda NO diizeylerinin yikseldigi daha once
yapilan gesitli galismalarla da gosterilmistir (18, 19, 20). Kumura ve arkadaglan tarafindan
yapilan ¢alismada 2 saatlik iskemi sonrasi Jugiiler venden alinan kan orneklemelerinde NO
diizeyinin yiikseldigi 4 saatte maksimuma ulastimi ve 7 giin boyunca yiksek kaldig

posterilmistir (122).

fskemi sonrast olusan hiicre i¢i Ca™ artist ¢NOS aktivitesini inditkleyen ilk
mekanizmadir. Ca™ diizeyinin 0.5 mM ulagmasi ile cNOS aktivitesi maksimuma ulagir. Bu

aktivasyon kisa siire sonra azalmaktadir (18, 19, 74).

Ge¢ ama uzun siiren NOS aktivasyonu 24-72 saat sonra ortaya gikan inflamatuar
hiicreler ve  mikroglialarda  indiiklenen induceble NOS (iNOS) tarafindan

gergeklestirilmektedir (68).
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Calismada NO diizeyi tayini igin deneklerden iki kez kan drneklemesi yapildi. Tk
omekleme hayvanlar uyuduktan sonra iskemi yaratilmadan hemen 6nce, ikincisi ise NO

diizeyinin maksimuma ulastiz1 bilinen reperfiizyondan dort saat sonra yaoildi.

Calismada her tig denek grubunda da iskemi 6ncesi ve reperfiizyon sonrast NO diizeyi
tayini yapilmasi, hem iskemi ve reperfilzyonun NO diizeyi iizerine olan etkisini hem de L-

NAME ve steroidlerin NO sentezi fizerine olan etkilerini géstermek agisindan énemlidir,

Calismada iskemi ve reperfiizyon sonrasi NO diizeylerinde bazal NO diizeyine gore;

Kontrol grubunda % 105°lik artis,

L-NAME'li grupta % 60°lik artis,

Steroidli grupta % 91°lik artig,

saptanmistir,

Bagka bir deyisle L-NAME uygulanmas: iskemi ve reperfiizyonda NO diizeyindeki
arigt % 45 oraminda azaltirken, steroid uygulamasi bu artisi ancak % 14 oraninda

azaltabilmigtir.

Buradan su sonug cikanlabilir; L-NAME ve steroidler her ikisi de iskemi ve
reperfiizyon esnasinda NO sentezini inhibe etmek suretiyle NO diizeyinde meydana gelen artis
miktarini azaltmakta ve bu etki L-NAME'de daha fazla gézlenmektedir. Nitekim L-NAME
uygulanan grupta enfarkt hacmi kontrol ve steroid uygulanan gruplara gore daha kiigiik

bulunmusgtur.
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Bunun yam sira steroidlerde NO sentezinde L-NAME kadar olmasa dahi belirgin
disiise neden olmug ancak enfarkt hacimleri fizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etki

yaratmamslardir.
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ENFARKT HACIMLERI UZERINE NO’NUN ETKIiSi

Bilindigi tizere NO’nun santral sinir sisteminde birbirine zit iki etkisi vardir.

Endotelden salinan NO noroprotektifken, néronal NO nérotoksik rol oynamaktadir.

Farelerde yapilan bir ¢ahymada L-Arginine infiizyonunun NO’nun aracilik ettigi
mekanizmalarla serebral kan akimim artirdig ve pial damarlarda genislemeye neden oldugu
gozlenmistir (74, 75). Bunun yam sira endotel kokenli NO'nun trombosit ve lokosit
adezyonunu azaltmak suretiyle mikrovaskiiler sirkiilasyonda rezistans: diigiirerek olumlu etki

yarattigh bildirilmigtir (77, 78).

eNOS geni delesyona ugratilmis mutant farelerde yapilan bir ¢alismada bu farelerde
MCA okliizyonu kontrol gruplarina gire daha biiyiik enfarktlara neden olmug ve bu farelere
L-Arginine inflizyonu noronal NO sentezini artirdi@1 igin enfarkt hacimlerinde artisa yol agmus

ve toksisiteyi artirmugtir (79).

Yapilan bagka bir ¢alismada ratlarda NO'nun ICA’den infiizyonunun SAK sonrasi
olugan vazospazm anjiografik olarak ¢ozdiigi ve doppler ile olgiilen kan akimm artirdigy
gozlenmistir. SAK'da eritrositlerin lizisi sonucu olusan oksihemoglobinin NO’ya afinitesi
yiiksektir. NO ise damar diiz kaslanindaki cGMP diizeyini artirarak vazodilatasyona yol agar.
Bu noktadan hareketle damar duvarindaki NO’'nun SAK da tiiketimi vazospazma yol agmakta

ve ICA'den NO infiizyonu spazmi gzmektedir.

NO’nun noronal formunun santral sinir sistemindeki rolii nérotoksik yondedir. Bu etki
esas olarak NO’nun siiperoksit radikaliyle reaksiyonu sonucu olugan giiclii bir nérotoksik ajan
olan peroksinitrite baglidir. Peroksinitrit hidroksil ve hidroksil benzeri radikallere yikilir.
Oksijen radikalleri, selliiler proteinlerin tirozinlerini nitrolize etmek suretiyle DNA’ya, protein

ve lipid membranlara toksiktir (12, 13, 123).
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Nitekim néronal NOS geni delesyona ugratilrus mutant farelerde MCA okliizyonu
sonrasi olusturulan enfarkt hacmi 57+5 mm gikarken kontrol gruplarinda bu degeri 93 £ 2

mm olarak d&lglilmiis mutant farelerin NO sentezi

L-NNA (Nitro- L-Arginine) gibi bir NOS inhibitorii tarafindan onlendigi takdirde mutant
farelerde varolan tek NO tiirii olan endotelyal NO sentezini 6nledigi igin eNO’nun koruyucu
etkisi de 6nlenmis ve enfarkt hacimlerinde artis gézlenmistir. Buna kargilik mutant farelere L-
Arginine uygulanmasi endotelyal NO sentezinde artmaya yol agtifii i¢in enfarkt hacmini daha

da kiigiiltmiistiir (24).

NO’nun nérotoksik etkilerinin bir béliimiinden de NMDA reseptorleri aracilifi ile olan
ctkisi sorumludur. Bir goriise gore NO, NMDA reseptor aktivasyonu sonucu olugan bir
mediyatordir ve NMDA min norotoksik etkilerinin olusmasimdan sorumludur. L-NAME ile
olusturulan NOS inhibasyonunun NMDA reseptor aktivasyonu ile olusturulan enfarkt hacmini
%35 oraminda azaltmasi ve ndronal NOS geni mutant farelerin NMDA toksisitesine daha

direngli olmasi bu goriisii destekleyen ¢aligmalardir (66, 67, 71, 72, 73).

Sonug olarak noronal NO'nun fazla tiretimi, peroksinitrit olusumunun artmasina,
peroksinitritin hidroksil ve hidroksil benzeri serbest radikallere doniigmesi bu radikallerinde
protein ve lipid membranlara, DNA’ya toksik olmasi, néronal NO'nun NMDA reseptérleri
aracilityla olugan norotoksisitede olasi bir mediyatér olmasi gibi sebeplerle de nérotoksiktir

(12, 13, 14, 15, 16, 17, 71).

Endotelyal NO’nun fazla iiretilmesi ise damar diiz kaslarindaki ¢cGMP diizeyini
artirmak suretiyle vazodilatasyona yol agmasi, trombosit ve lokosit adezyonunu azaltmak
suretiyle mikrovaskiiler sirkiilasyonda direnci azaltp kan akimim kolaylagtirmas: gibi

sebeplerle néroprotektif rol oynamaktadir (74, 75, 77, 78).
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NO sentezinin L-NAME gibi nonspesifik bir NOS inhibitérii tarafindan inhibe
edilmesi sonucu L-NAME uygulanan grupta enfarkt hacimlerinin kontrol ve steroidli gruplara
gire anlamh Glgiide kiigiik bulunmasi iskemi reperfiizyon fizyopatolojisinde invivo kosullarda

norotoksik etkinin néroprotektif etkiye iistiin oldugunu bir kez daha dogrulamistir (24).

Buna istinaden selektif nNOS inhibitoriiniin kullamilmas: halinde bu néroprotektif
etkinin ¢ok daha gii¢lii olacagina inanmiyoruz. Ciinkii ¢alismada kullanilan L-NAME néronal
NO sentezini inhibe edip nérotoksik etkiyi azaltmakla beraber endotelyal NO sentezini de
azaltip eNO'nun serebral dolagimi lizerine olan olumlu etkilerini de azaltmistir. Bu durum ise
L-NAMEnin néroprotektif etkilerinin kismende olsa azalmasina neden olmustur. Nitekim 7
Nitroindazol selektif nNOS inhibitérii olup giiglii noroprotektif etkisi oldugu gosterilmistir.

Klinik ¢gahismalar igin umut vadetmektedir (124).

Bunun yan sira eNO'nun serebral dolasim dizerine olan olumlu etkileri diigiinilerck
eNOS un selektif olarak uyarilmasimin iskemik serebrovaskiiler hastaliklar ve ozellikle SAK

sonrast olusmus vazospazmin tedavisinde yeri olabilecegi diisiiniilebilir.
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L-NAME VE KORTIKOSTEROIDLERIN ETKIiLERININ

KARSILASTIRILMASI

Calismamizda, enfarkt hacimleri ilizerine en olumlu etki L-NAME’li grupta

gizlenmistir. Enfarkt hacmi

Kontrol grubunda ortalama 214+12 mm’

Steroidli grupta 213 £21 mm’
L-NAME’Li grupta 200 £14 mm’
olarak dlgiilmiigtiir.

Bu durum L-NAMEnin potent bir NOS inhibitérii olmasi ( NO artisini % 45 oraninda
azaltugim girdiik) ve serebral iskemi fizyopatolojisi tizerine ek olumsuz etkisi olmamas: ile
agiklanabilir. Nitekim L-NAME uygulanan grupta kendi i¢inde NO diizeylerindeki diigiigler
degisik derecelerde olmus ve yiizde olarak NO diizeyinde diisiis nisbetinde enfarkt alaninda
kiigiilme saglanmigtir. Bu da L-NAME -NO diizeyi- enfarkt hacmi arasinda dogrusal bir

orantinin varhigini diigiindiirmektedir.

Marlangue ve arkadaslar11996 yilinda fokal serebral iskemide L-NAME ile yaptiklan
bir ¢alismada L-NAME 'nin kortikal enfarkt hacmini %24 oraminda azalttigim (207 £ 46 mm’
den 157 + 38 e distiigiini gostermiglerdir) bildirmislerdir ki bu oran bizim sonuglanmzla da

uyumludur (123).

Caligmannzin amaglanindan biri de steroidlerin NO diizeyi ve enfarkt hacmi iizerine

olan etkilerini aragtirmakti.

Calismada steroidler NO diizeyindeki artigta % 14°1iik bir azalmaya yol a¢ti. Bu etki L-

NAME kadar olmasa da istatistiksel olarak anlamliydi. Buna ragmen steroidler enfarkt

60



hacimleri iizerine belirgin olumlu etki yaratmadilar. Bu sonugtan da kismen steroidlerin

serum glukozunu artirarak laktik asidoza yol agmalan sorumlu olabilir (116, 117).

Nitekim glukokortikoidlerin serebral iskemideki rolleri 1960’lardan beri uzun
deneysel ve klinik cahismalarla gosterilmeye alisilmis ve birbirleriyle celisen sonuglar
bulunmug. Bu gahgmalardan birinde, gerbillerde 3 saatlik iskemi ve reperflizyon sonrasi
metilprednizolon, iskemiden 10 dakika énce 60 mg/kg dozunda verilmis ve reperfiizyon
sonrast norolojik diizelmeyi ciddi olarak artirdigi gozlenmistir (110). Buna kargin yakin
zamanlarda yapilan bir ¢aligmada gerbillerde global iskemi sonrasi verilen metilprednizolonun

hipokampal néronlarda nekrozu arttirdigl gézlenmistir (116, 117).

Goriildiigi lizere glukokortikoidlerin iskemi ve reperfiizyonda rolleri halen tartismali
olup bizim g¢alismarmzda da NO sentezini inhibe ettiklerini gormekle beraber iskemi

reperfiizyon siirecinde olumlu veya olumsuz anlamli herhangi bir etkilerini gézlemlemedik.

Calismada L-NAME’nin steroidlere gore daha basaril sonuglar vermesinde kismen L-
NAME’nin NO sentezinde daha gii¢lii bir inhibisyona yol agmasi, kismen de steroidlerin

serum glukozunu artirmalan gibi olumsuz yan etkilere neden olmasi sorumlu tutulabilir.

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda iskemi ve reperfiizyonda NOS inhibisyonu
sonuglan indirekt parametrelerle veya yalmz enfarkt hacimleri ile gosterilmistir. Bu ¢alisma
ise sonuglarin enfarkt hacimleri ve NO diizeylerinin birlikte gosterildigi ilk degerlendirme

olmas: agisindan énemlidir.
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OZET

Serebral iskemi ve reperfizyonda NO diizeylerinin yiikseldigi bilinmekte olup

¢alismamizda da gesitli asamalarda yapilan NO diizeyi tayini ile bu artis1 gdzledik.

Iskemi ve reperfiizyonda yiikselen NO'nun birbirine zit iki etkisi bulunmaktadir.
Endotelyel NO serebral kan akimini artirarak néroprotektif rol oynarken noronal NO ortamda
siirepoksit anyonu ile birlegerck potent nérotoksik ajan olan peroksinitrit olusumuna neden
olmaktadir bu da reperfiizyon hasarinin temel mekanizmasim olusturmaktadir. Invivo
kosullarda nérotoksik etki hakimdir. Calismamuzda kullandigimz L-NAME gibi nonspesifik

enzim inhibitérlerinin néroprotektif etki yarattiginin gozlenmesi de bu goriisii desteklemistir.

Caligmamizin amaci L-NAME ve steroidlerin hem iskemi ve reperfiizyondaki degisen
NO diizeylerine olan etkisini gozlemek hem de MCA’'nin monofilaman okliizyon yontemi ile
tikanmasi sonucu olusturulan gegici iskemi sonrast geligen enfarkt boyutlarina olan etkilerini

incelemekti.

Caligmada iskemi-reperfiizyon esnasinda NO diizeylerinin yitkseldigi, bu yilkselmenin
L-NAME ile steroidlere nazaran daha fazla dnlenebildigi gozlendi. Enfarkt boyutlarinda ise L-
NAME kontrol gruplanna nazaran belirgin bir kiigiilme saglarken steroidlerin enfarkt
boyutlari iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisme yaratmadigm gozledik. Bu sonugtan

da kismen steroidlerin sistemik yan etkileri sorumlu tutuldu.

Sonug olarak NO, iskemi ve reperfiizyon siirecinde yiikselen dnemli bir mediyatordiir.
Giiglii bir noroprotektif etki i¢in sistemik yan etkiye yol agmadan selektif olarak nNOS

sentezinin inhibisyonu gereklidir.
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