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BEYIN ISKEMI REPERFUZYON RAT MODELINDE SERBEST RADIiKALLERIN
OLUSTURDUGU HASARIN ONLENMESINDE YA DA AZALTILMASINDA
CESITLI ANESTEZIK MADDELERIN (KETAMIN, TIYOPENTAL, PROPOFOL)
ETKINLIGININ KARSILASTIRILMASI
Yiiksek Lisans Tezi
Dr. Abdulkadir AKSOY
OZET

Serebral iskemi/reperfiizyon (I/R) oksidatif stresle iliskili oldugu igin, serbest oksijen
radikallerinin {iretiminin diizenlenmesi, serebral I/R tedavisinde yeni yaklagimlara neden
olabilir. Iskemi-reperfiizyon sebepli serebral hasar {izerine intravendz anesteziklerin (ketamin,
tiyopental ve propofol) etkisi ilgili hi¢ ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢aligmanin amaci
serebral iskemi-reperfiizyon hasar1 iizerine yaygin olarak kullanilan intravendz anesteziklerin
koruyucu etkilerini, oksidan ve antioksidan durum ve nérona spesifik enolaz (NSE) {izerine

etkisini arastirmaktir.

Serebral iskemi-reperfiizyon hasari rat modeli orta serebral arter embolizasyonu ile
olusturuldu. 45 Wistar albino ratlar bes gruba ayrildi ve her biri dokuz hayvandan olustu.
Bunlar sham, kontrol, ketamin, tiopental ve propofol gruplariydi. Kontrol grubundaki ratlar
iskemi-reperfiizyon’lu olup higbir sey verilmedi. 30 dakika iskemik siirenin sonunda, 30
dakikalik reperfiizyon yapildi ve anestezik maddeler reperfiizyondan 15 dakika once
uygulandi. Reperfiizyon siiresinin sonunda, doku numuneleri, biyokimyasal ve histopatolojik
degerlendirme i¢in alindi. Bizim ¢alismamizda, Oksidatif stres biyomarkirlar1 olararak katalaz
(CAT), superoksit dismutaz (SOD) ve malondialdehit (MDA) spektrofotometrik olarak
olgiildii. NSE diizeyi ELIZA ile olciildii. Dokularin histopatolojik analizi 151k mikroskobu
altinda gerceklestirildi.

Kontrol grubunda iskemi-reperfiizyon 6nemli dl¢iide MDA ve NSE diizeylerini arttirdigi ve
antioksidan enzim diizeylerini azalttigi gozlendi (p<0.05). Bununla birlikte, ketamin,
tiyopental ve propofol, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, serebral iskemi-reperfiizyonlu
ratlarda belirgin sekilde MDA ve NSE diizeylerini azaldig: ve antioksidan enzim diizeylerinin
sham grubuna yaklastigi gozlendi (p<0.05). Histopatolojik incelemede kontrol grubunda hasar

gozlenirken ketamin, tiyopental ve propofol gruplarinda rejenerasyon bulgular1 saptandi.



Bu calisma anestezik maddelerin enjeksiyonu serebral iskemi reperfiizyon hasarina karsi

korudugu dair in vivo kanit saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Beyin iskemi-Reperfiizyon, Serbest Radikaller, Anestezik Maddeler
Sayfa Adedi: 86
Damsman: Prof. Dr. Ergiil BELGE KURUTAS



BRAIN ISCHEMIiA-REPERFUSION INJURY iN RAT MODEL OF FREE
RADICALS FORMED BY IN PREVENTING OR REDUCTION OF VARIOUS
ANESTHETIC AGENTS (KETAMINE, THIOPENTAL, PROPOFOL)
COMPARISON OF EVENTS

Master Thesis
MD. Abdulkadir AKSOY

ABSTRACT

Regulation of cerebral ischemia-reperfusion (I/R) production of oxygen radicals, cerebral
ischemia-reperfusion injury may lead to in treatment of which is associated with oxide stress.
There is no study about the effects of intravenous anesthetic (ketamine, thiopental and
propofol) on cerebnal injury caused I/R. The aim of this study is to investigate the effect of
the commonly used intravenous anesthestics in I/R injury on the oxidant and antioxidant

status and neurons specific enolase (NSE).

Cerebral ischemia-reperfusion injury model in rats was induced by middle cerebral artery
embolization. 45 Wistar rats were divided into five groups, each consisted of nine animals.
These were sham, control, ketamine, thiopental and propofol groups. The rats in the control
group no applied ischemia- reperfusion. At the end of the ischemic period of 30 minutes, 30
minutes reperfusion and anesthetics was applied 15 minutes before reperfusion. At the end of
reperfusion period, the tissue samples were removed for biochemical and histopathological
evaluation. In our study, oxidative stress biomarkers suc has catalase (CAT), superoxide
dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) were measured by spectrophotometry. NSE
levels were measured by ELISA. Histopathological analysis of tissues were carried out under

a light microscope.

Ischemia-reperfusion increased significantly MDA and NSE levels increased significantly
during 1schemia-reperfusion and observed to reduce the levels of antioxidant enzymes in the
control (p <0.05). However, ketamine, thiopental and propofol, compared with the control
group, cerebral ischemia-reperfusion rats markedly MDA was observed NSE levels decrease
in antioxidant enzyme levels were close to the sham group (p <0.05). Histopathological
examination of the damage observed in the control group ketamine, thiopental and propofol

were found signs of regeneration in the group.

\



The injection of anesthetic agent provided in vivo evidence to protect against cerebral
ischemia reperfusion injury.

Key Words: Brain Ischemia-Reperfusion, Free Radicals, Anesthetic Agents
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1. GIRIS VE AMAC

Bir dokuya gelen kan akimini azalmasi veya kesilmesine iskemi denir. Reperfiizyon
ise kan akiminin yeniden baslamasidir. Iskemiye maruz kalan dokuda baslayan kimyasal
reaksiyonlar sonucunda hiicresel disfonksiyon ve nekroz gelisir. Iskemik dokunun
reperfiizyonu, bir dizi reaksiyonun baslamasi ile paradoksal olarak doku hasarma yol agar.
Reperfiizyon doneminde baglayan reaksiyonlarin sitotoksik oksidanlar ile iliskili olmasi
nedeniyle, bu dénemde gelisen hasarin sadece iskemiden sonra olusan hasara gore daha ciddi

oldugu bildirilmistir (17,86).

Beyin canlilarin mental ve motor fonksiyonlarinin olusmasinda temel ve fonksiyonel
Onemi olan, ayn1 zamanda hasarlanmaya karst da ¢ok hassas olan bir organdir. Yaslanmayla
birlikte aterosklerotik siirecin hizlanmasi sonucunda tromboembolik reaksiyonlarin sikliginda
artis goriilmekte ve bu da serebral kan damarlarinin tikanmasi ve iskemi olusumu riskini

artirmaktadir (1).

Bu nedenle felg modelleri iizerinde yapilan deneysel ¢aligmalar giderek artmustir.
Trombolitik tedavinin fel¢li hastalarda kullanilmaya baslanmasi ile reperfiizyon hasar1 ve

sonuglar1 glindeme gelmistir (2).

Iskemik dokuya yeniden kan akimmin saglanmasma ragmen, fonksiyonel diizelme
beklenildigi kadar iyi sonuglar vermemektedir. Reperfiizyon ile birlikte yeniden oksijen

saglanmasi, asir1 serbest radikal olusmasina neden olur ( 3,4,5).

Reperfiizyon doneminde gozlenen hasarda, hiicre igcine molekiiler oksijen girisi ile
hizla olusan serbest oksijen radikal (SOR) tiirevleri basta olmak iizere bir¢ok mekanizma rol
oynamaktadir. Reperflizyon hasarina en fazla duyarli olan hiicresel yapilar, zar lipitleri,
proteinler ve niikleik asitler molekiilleridir (6). Normal durumlarda SOR endojen
antioksidanlarla kontrol edilir. Eger oksidatif durum antioksidan kapasite ile dengelenmezse

oksidatif stres ortaya ¢ikar. SOR artigina oksidatif strese beyin ¢ok hassastir(7).



Artmig SOR lipid, protein ve niikleik asitler gibi temel hiicresel yapilarin hasar
gormesine neden olur. Sonucta SOR artis1 iskemik beyinde apopitoz, nekroz ve hiicre

Oliimiiyle sonuglanabilir.

Organizma iskemi-reperfiizyon sonrasi olusan serbest oksijen radikallerine karsi
savunma yollar1 gelistirmistir. En 6nemlisi antioksidan enzim sistemidir. Bu enzimler iskemi-
reperfiizyon hasarinda dokuda biriken serbest oksijen radikallerinin detoksifikasyonunda
gorevlidir. Antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon
peroksidaz (GPx), iskemi-reperfiizyonla olusmus, siiperoksit (O,7) ve hidrojen peroksid
(H20,) radikallerinin hiicre ig¢in daha toksik olan hidroksil radikaline (*OH ) ¢evrilmeden
detoksifikasyonunda rol oynarlar. Ayrica iskemi-reperfiizyonla olusmus serbest radikallerin
hasarina bagli olarak hiicre membranindaki poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonuyla,
organellerde malonildialdehit (MDA) birikimi olur. iskemi/reperfiizyon hasarin1 dnlemek icin

cesitli ajanlar ve ¢ok sayida antioksidan maddeler ile arastirmalar yapilmigtir (53).

Bu calismamizda beyin dokusunda olusturulan I/R’un yol agacagi hasara kars1 farkl
anestezik (Ketamin, Tiyopental, Propofol) maddelerin olas1 etkileri incelenmesi

amagclanmustir.



2.GENEL BILGILER

2.1 iskemi/Reperfiizyon Hasar

Bir organa gelen kan akiminin gesitli nedenlerle (6zellikle vaskiiler cerrahi islemler ve
organ transplantasyonu esnasinda) yetersiz hale gelmesine veya durmasina iskemi denir.
Iskemi sonucunda doku hipokside kalir ve hipoksik doku hasar1 ortaya ¢ikar. Iskeminin uzun
siirmesi sonucunda hiicrelerin biitiinliigii kaybolur hatta hiicresel 6liim meydana gelir.
Reperfiizyon ise dokunun kanlanmasinin yeniden baslamasidir. Iskemik bir dokuda kan
akimmin yeniden baslamast durumunda (reperfiizyon), Ozellikle dokuya gelip yerlesen
polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) tarafindan salinan serbest oksijen radikalleri (SOR)

dokudaki yikimu artirici etki yapar. Bu olaya reperfiizyona bagl doku hasari denir (17).

I/R hasar1, olus mekanizmas aydimlatilmis, tedavisi i¢in ¢ok uzun siiredir bir¢ok ilag
denenmis ve halen iizerinde ¢alisilan bir klinik sorundur. Beyin igin birgok faktdr I/R hasari

olusumunda etkilidir (40).

2.1.1 iskemi reperfiizyon hasarinin mekanizmasi

Mitokondrideki oksidatif fosforilasyonun engellenmesine neden olan hipoksi, hiicrede
anaerobik solunumu baglatir. Hipoksi adenozin trifosfat (ATP) olusumu yavaslatip
durdurarak, hiicre zarinda aktif sodyum pompasinin yetersizligine yol agar ve hiicre ici
sodyum birikimine ve hiicreden potasyum atilmasina neden olur. Ayni anda solid materyalin
birikimiyle izoozmotik su birikimi eslik ederek akut hiicresel sismeye neden olur. Hiicresel
ATP azalmasi adenozin monofosfat (AMP) artimi ile birlikte gergeklesir. Bu durum
fosfofruktokinaz enzimini uyarir ve anaerobik glikolizi artirarak, glikojenden ATP
olusumunu saglar. Bu sayede hiicre i¢i enerji kaynaklart korunur. Ama glikolizde, laktik asit
ve fosfat tlirevlerinden hidroliz sonucu olusan inorganik fosfat birikimiyle, hiicre i¢i pH' 1
diiser. Takibinde hiicre icersinde graniillii endoplazmik retikulum ribozomlardan ayrilir. Zar
gecirgenligi artarak, hiicre ylizeyinde tomurcuklanma olusur. Sitoplazmada ya da disinda
organel zarlar1 gibi plazmadan koken alan konsantrik lamina (myelin sekiller) goriliir.
Endoplazmik retikulum genislemistir ve tiim hiicre belirgin olarak sigmistir. Yukaridaki
bozukluklarin tiimii oksijen verilince kadar geri doniisliidiir, ancak iskemi siirerse geri

doniisiimsiiz zedelenme baglar (17).



Hipoksi oksidatif fosforilasyonu etkileyerek hayati 6nemi olan ATP yapimim
durdurur. Kritik noktadan sonra dldiiriicii membran zedelenmesine neden olur. Ayni1 zamanda
olusan reperfiizyon da hiicrede asagidaki hasarlara neden olur.

Ksantin oksidaz kaynakli serbest radikallerin olusumu

Hasarli endotele nétrofil yapigmasinda artma

Enerji kaybi olan organa reperfiizyon sirasinda Ca+” taginmasi

Post iskemik donemde adenin niikleotid saglanmasindaki yetersizlik, hiicrede enerji

agigl

Iskemide ATP, ADP, AMP, inozin'e ve hipoksantin'e yikilir. Normalde hipoksantin
ksantinoksidaz ile ksantin ve tirik aside okside olur. Bu birikim hipoksantin oksijenizasyonu
icin substrat fazlalig1 yaratmaktadir. Reperfiizyonda ani ve fazla miktarda O, saglandigindan,
hipoksantinin ksantine oksidasyonu, siiperoksid radikallerinin ortaya ¢ikmasina neden olur

(17) (Sekil 1.).
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Sekil 1. Ksantin oksidaz sisteminin radikal olusturma mekanizmasi



2.1.2 Serbest radikaller

Iskemik beyin hasarinda, beyin fonksiyonlarinin bozulmasinda temel yani sira,
yeniden reperfiizyon saglandiktan sonra iiretilen serbest radikaller de 6nemli bir yere sahiptir
(8,28). En dis orbitada bir veya daha fazla eslesmemis elektron tasiyan atom veya molekiile
serbest radikal denir. Son orbitadaki bu eslesmemis elektrona bagli olarak, bu atom veya

molekiil reaktif olup diger molekiiller ile reaksiyona girme egilimindedir (16, 28, 64).

Oksijen, dis orbitada 2 tane eslesmemis elektronu ile biyolojik sistemlerdeki énemli
bir serbest radikaldir. Oksijen ile reaksiyona giren molekiillerin olusturdugu serbest radikaller

de biyolojik sistemde 6nemli bir yere sahiptir (64) (Tablo 1.).

Tablo 1. Reaktif oksijen partikiilleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Siiperoksid anyon radikali (02-) Hidrojen peroksid (H202)
Hidroksil (HO") Singlet oksijen (*02)
Peroksi(ROO") Ozon (03)
Alkoksil (RO") Hipokloroz asit (HOCI)
Nitrik oksit(NO") Lipit hidroperoksid (LOOH)
Semikinonon radikali (HQ") Peroksinitrit (ONOQ ")
Hemoproteine bagli serbest radikaller Azot dioksit (NO2)
Organik radikaller (R") N-halojenli aminler (R-NH-X)
Organik peroksid radikali (RCOOQ) Hipohaloz asid (HOX)

Normal kosullar altinda mitokondrial elektron transport sisteminde oksijene dort

elektron eklenerek suya (H,0) indirgenir.

(02 + 4e" + 4H"2H,0)

Ancak IRH durumunda sadece bir elektron ( e ) transferi ile tek degerli indirgenme
olur ve oldukca reaktif serbest oksijen radikalleri (SOR) meydana gelir. Bunlar siiperoksid
anyonu (O, ), hidrojen peroksid (H,O,), hipoklorit asit (HOCI) ve hidroksi (OH ) radikalidir.
Yapilan ¢aligmalarda serbest oksijen radikallerinin reperfiizyonun ilk birka¢ dakikasi i¢inde
en fazla dretildigi dolayisiyla reperflizyon hasarmin en fazla erken donemde oldugu

gosterilmistir (36).

Molekiiler oksijen her asamada indirgenerek yukarida tanimlanan reaktif oksijen

metabolitlerinin olusumuna yol acar. O, tek basina hiicre yikimima neden olan reaksiyonlari



baslatabildigi gibi, esas olarak daha reaktif oksijen radikallerinin olusumuna yol agarak hiicre
toksisitesinde rol oynamaktadir.

Bu tiirler arasinda en sik karsilasilanlar ise:

2.1.2.1. Siiperoksid radikali (O,")

Zayif reaktif bir serbest radikal olan siiperoksid anyonu molekiiler oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir. Stiperoksid olusumu 6zellikle mitokondri
i¢ zarindaki solunum zincirinde elektrondan zengin aerobik ortamda spontan olarak meydana
gelir. Stiperoksid radikali ksantin oksidaz ve bir grup flovoenzimler tarafindan
olusturulmaktadir. Diger siiperoksit iireten enzimler lipooksijenaz ve siklooksijenazdir.
Fagositik hiicrelerin NADPH bagimli oksidaz enzim kompleksi fazla miktarda siiperoksit
radikali olusturmaktadir. Iki molekiil siiperoksit molekiilii siiperoksid dismutaz (SOD)

tarafindan hizla hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiir (16).

1. H,0, ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH) ve singlet oksijen (*O,)

olusturabilir.

02_ + H,0, > 102 + OH + OH

2. Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek singlet oksijen yapimina neden olur.

0O, + OH" . 0, + OH"

Serbest radikallere karsi organizmanin uzun siireli korumasiz kalmas: bu maddelerin
diisiik konsantrasyonlarinin bile biyolojik a¢idan énemli molekiillerin tahribati ile sonuglanir

ve sonugta DNA' da mutasyona, doku tahribatina ve hastaliklara yol agar.

SOD
0, +2H* > H,O, + O,

2.1.2.2. Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit iki yol ile olusur

1- Oksijenin iki elektronla indirgenmesi sonucu H,O; ortaya ¢ikar.



0, +e-+ 2H* > H,0-

2-Biyolojik sistemlerde siklikla goriilen siiperoksidin iiretimi yoluyla olusmaktadir
ve boylece iki siiperoksid anyon radikali birbiriyle, hidrojen peroksit ve oksijeni verecek

sekilde reaksiyona girerler (45).

02_ + 2H+ > H202 + 02

Stiperoksit radikallerinin temizlendigi bu tepkimeye dismutasyon tepkimesi denir. Bu
reaksiyon SOD tarafindan veya spontan olarak olusabilir.H,O; bir serbest radikal degildir,
fakat biyolojik membranlara kolaylikla girebilmesinden dolay1 olduk¢a dnemlidir. Notrofil
fagozomlarinda bulunan myeloperoksidaz enzimiyle ¢ok reaktif serbest oksijen radikali olan

HOCI olusumuna sebep olur.

H* + Cl - + H,0, » HOCI + H,O

H,0; ge¢is metallerinin varliginda en 6nemli serbest oksijen radikali (SOR) olan OH'
radikalinin olusumunu saglar. H,O,'nin diger 6nemli bir gorevi de hiirei¢i sinyal molekiilii
olarak rol almasidir. H;0; olustuktan sonra katalaz, glutatyon peroksidaz ve

peroksiredoksinler adinda ti¢ enzim sistemi tarafindan uzaklastirilir (54).

2.1.2.3. Hidroksil radikali (OH)

(OH) biyolojik sistemlere diger SOR' den daha fazla hasar veren, biyomolekiillerle
reaksiyona girebilen giiglii bir radikaldir. Olusmasi igin ortamda gecis metalleri gereklidir
(54).

Demir (Fe) katalizli - Haber Weiss reaksiyonu (Fenton Reaksiyonu)

Fe*? + H,0, > Fe* + OH + OH"



Katalize olmayan Haber Weiss reaksiyonunda ise, siiperoksidin direk olarak hidrojen
peroksitle reaksiyona girmesidir.

0O, + H,0, » OH " +OH + 0O,

OH' radikali canli hiicrelerde bulunan biitiin molekiillerle reaksiyona girebilmektedir.
Lipit peroksidasyonunu baglatabilir, DNA iplik¢iklerinde kirilmalara neden olabilir ve hemen

her organik molekiilii, ayrim yapmadan okside edebilir (16,45).

2.1.2.4. Singlet oksijen

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasilmamis dis elektronlarini degistirerek ayn
veya farkli orbitale yerlesebilirler. Uyarilmig haldeki bu oksijene singlet oksijen denir.
Reaktif olmayan ancak reaktif oksijen radikallerinden biri olan singlet oksijen DNA, RNA,
proteinler, lipitler ve sterolleri kapsayan ¢ok sayida biyolojik hedeflerle reaksiyona girerek

hiicrede zararli etkilere sebep olur (21,73).

2.1.3. Serbest radikallerin biyolojik hedefleri

Serbest radikaller hiicre ve dokularda bir¢ok zarara yol agmaktadir. Bu zararlar sdyle

siralanabilir:

1. DNA' nin tahrip olmasi,

2. Niikleotit yapil1 koenzimlerin yikimu,

3. Lipid peroksidasyonu zar yapis1 ve fonksiyonunun degismesi,

4. Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler,

5. Protein ve lipitlerle kovalan baglantilar yapmasi,

6. Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmasi,

7. Seroid ve yas pigmenti denilen bazi maddelerin birikimi,

8. Proteinlerin tahrip olmas1 ve protein dongiisiiniin artmast,



9. Tiollere bagimmli enzimlerin yapt ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre ortaminin

tiol/disiilfit oraninin degismesi,

10. Kolojen ve elastin gibi uzun Omiirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylarinin

bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olugmasi,

11. Mukopolisakkaritlerin yikimi seklinde 6zetlenebilir (17).

2.1.3.1. Membran lipidlerine etkileri

Lipid peroksidasyonunda, hiicre membran fosfolipidlerindeki poliansatiire yag asidi
(PAYA) ile oksijen radikali, lipit hidroperoksitlerini olusturmak i¢in reaksiyona girer.
Peroksidasyon siddeti, lipidlerin doymamislik derecesi ile orantili olarak artar. PAYA' larin
oksitlenmesi ile yag asidi radikali olusur. Buna oksijenin eklenmesi ile lipid peroksi radikali
olusur. Peroksi radikali zincir reaksiyonunun tasiyicisidir. Eger E vitamini ve/veya erdostein

gibi bir antioksidan tarafindan 6nlenmezse komsu PAY A molekiillerini okside eder (81).

Bu durumda yeni radikallerin ve toksik aldehitlerin olusmasina neden olan lipid
hidroperoksitleri meydana gelir. Lipid peroksidasyonu membran yapisina ve diger hiicre
bilesenlerine zarar verir. Membran gecirgenligi ve membran akiskanligi ciddi sekilde
etkilenir. Lipid peroksitlerinin yikimindan olusan iirinlerden biri malondialdehittir (MDA).
Bu, protein ve fosfolipidlerle capraz bag ve polimerizasyon yaparak ozelliklerinin

kaybolmasini saglar.

MDA; deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin
agregasyonu gibi intrinsik membran Ozelliklerini degistirir. Hiicrenin her tarafina dagilarak,
ozellikle siilfidril igeren enzimleri inaktive eder. Niikleik asitlerle etkilesmeye girerek genetik
sifrede mutasyona yol acar. Sonug¢ olarak iyon transport bozukluklari, enzim aktivite

degisiklikleri, hiicre bilesenlerinin agregasyonu gibi degisiklikler ortaya ¢ikabilir (24,27).

Membranda lipid peroksidasyonu sonucu:

a- Membran transport sistemleri bozulur,

b- Hiicre i¢i ve hiicre dis1 iyon dengeleri bozulur,

c- Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artar ve buna bagli olarak proteazlar aktive olur,



d- Hiicre i¢i organellerde olusan lipid peroksidasyonu ve litik enzimlerin salgilanmasina bagl

hiicre hasar1 gelisir.

2.1.3.2. Proteinlere etkileri

Proteinlerin  serbest radikallerden ne  derecede etkilenecegi  aminoasit
kompozisyonlarina baghdir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, sistein gibi aminoasitler
kolaylikla etkilenirler. Ciinkii doymamis bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yiiksektir. Etkilesim proteinlerin spesifik bolgeleri iizerinde yogunlasmissa

hiicrenin canliligini olumsuz yonde etkileyebilir (16).

2.1.3.3. Niikleik asit ve DNA'va etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede
mutasyon ve 6liime yol agarlar. DNA serbest radikallerden kolayca etkilenir. Ciinkii hidroksil
radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girebilir. Noétrofillerden kaynaklanan
H,0,, membranlardan kolayca gecip hiicre niikleusuna ulasarak DNA hasari, hiicre

disfonksiyonu ve 6liime yol agabilir (17).

2.1.3.4. Karbonhidratlara etki

Ozellikle monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelir. Bir okzoaldehit olan glikozil, DNA ve RNA arasinda c¢apraz
bag olusturma oOzelliginden dolayr antimitotik etki gosterir. Yine siiperoksit ve hidrojen

peroksitin in vitro olarak hyaluronik asidi pargaladiklar1 gosterilmistir (27).
2.1.4. Viicudun antioksidan savunma mekanizmalari

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu, bir kismi ise olusmus
serbest radikallerin zararli etkilerini dnlemektedir. Bu islevleri yapan maddelerin tiimiine
birden genel olarak antioksidanlar denir. Antioksidan maddeler, serbest radikal olusumunu
engelleyerek, olustuklarinda onlari yok ederek, radikalleri kendilerine baglayip reaksiyon

zincirini kirarak, okside olarak zarar gormiis hiicresel yapilari onararak etki gosterirler (17, 4,
9, 84). (Tablo 2..)
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Tablo 2. Antioksidan

Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik clmayvan antioksidanlar

Primer:

1-Vitamin E

1-Superoksid dismutaz

2-Vitamin C

2-Glutatyon peroksidaz

3-Flavonoidler

3-Glutatyon transferaz

4-Butillenmis hidroksianizol

4-Katalaz

5-Butillenmis hidroksitoluen

Sekonder:

6-Ebselen

1-NADPH-Kinon oksidorediktaz

7-P-karoten

2-Glutatyon S-transfleraz

8-Ural

3-Epoksit hidrolaz

9-Seruloplazmin

4-Glukronil transferaz

10-Transferrin

5-Sulfonil (ransfleraz

11-Albumin

6-Glutatyon reduktaz

12-Haptoglobin

7-Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz

13-Likopen

8-6-fosfoglukonat dehidrojenaz

14-Metallotiyonein

9-1zositrat dehidrojenaz

15-Bilirubin

10-Okside glutatyon ve konjugat tasryicilan 16-Ubikinon

17-Deferoksamin

18-Melatonin

2.1.5. Enzimatik Antioksidanlar

2.1.5.1. Superoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz, sliperoksit radikalini hidrojen perokside doniistiiren dismutasyon
reaksiyonunda gorevli metalloprotein yapisinda enzimdir. Siiperoksitler, radikal tepkimeleri
baslatarak hidroksil radikali, singlet oksijen ve organik radikallerin olusumuna neden olurlar.
Radikal zincir tepkimelerinin baslamas: ile birlikte reaktif ve toksik etkili radikallerin yapimi
SOD tarafindan engellenir. Serbest radikallere kars1 organizmada ilk savunma SOD enzimiyle
gerceklesir. Organizmada oksidan stresin arttigr durumlarda SOD aktivitesi artarak koruyucu
etkinligi siirdiirmeye calisir. Ozellikle diger enzimatik radikal temizleyicilerin aktivitelerinde

azalma s6z konusu oldugunda SOD aktivitesinde artma gosterilmistir. SOD, katalaz ve
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glutatyon peroksidazdan farkli olarak serbest radikali substrat olarak kullanir. Siiperoksitin

hidrojen perokside doniisiimii reaksiyonunu katalizler.

SOD
0, +0, +2H" » H0, + O,

Stiperoksit dismutaz, bu reaksiyonda hem oksidan hem de rediiktan olarak hareket
eder. Oksijen radikalleriyle olusan hasara karsi SOD, katalaz ve glutatyon enzim sistemiyle
birlikte ¢alisan bir savunma mekanizmasidir. Bdylece olusan hidrojen peroksit, katalaz veya
glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan su ve oksijene indirgenmektedir. Peroksit

radikalinin dismutasyonu ile olusan hidrojen peroksit doku i¢in biyolojik avantaj saglar.

2.1.5.2. Katalaz

Katalaz, tim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan dort tane hem

grubu igeren bir hemoproteindir. Hidrojen peroksidi molekiiler oksijen ve suya katalizler.(79)

Hidrojen peroksidin; diisiik hizlarda iiretildigi durumlarda peroksidatik reaksiyon (I)
ile, yiiksek hizda iiretildigi durumlarda ise katalitik reaksiyon (II) ile etki gosterir.

Katalaz
H;0, + AH, > 2H, O + A (l)

Katalaz
2H-,0, > 2H,0 + O, (n

Daha ¢ok peroksizomlarda lokalizedir. Katalaz'mm indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit
ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kiicik molekiillere karsidir. Biiyilk molekillii lipid
hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz membranlar, karaciger ve bobreklerde

yiiksek miktarda bulunmaktadir (79, 29, 66, 62).

2.1.5.3. Glutatyon Peroksidaz

Ik olarak 1957 yilinda Mills tarafindan memeli eritrositlerinde gdsterilmistir. Bu
sitozolik enzim tetramerik dort selenyum atomu ihtiva etmektedir. Glutatyon peroksidaz;
H,O, ve organik hidroperoksitlerin detoksifikasyonunu saglayarak hiicre membran lipidlerini

oksidatif hasara karsi korumaktadir. Ozellikle eritrositlerin membran biitiinliigiiniin
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saglanmasinda gorev yapmaktadir (6,37).Glutatyon peroksidaz enzimi iki farkli kategoride
ele alinmaktadir;

Selenyuma bagimh GPX: Bu sitozolik enzim, monomerik yapida selenyum ihtiva
etmektedir. Ozellikle eritroristlerde bulunan glutatyon peroksidaz selenyuma bagimli olarak
gorev yapmaktadir

Selenyumdan bagimsiz GPX: Diger dokularda olmakla birlikte 6zellikle karaciger
mitokondrilerinde aktivitede bulunmaktadir.

Glutatyon peroksidaz asagida belirtilen reaksiyon basamaklarinda rol almaktadir:

GPx

\ 4

H;0, + 2 GSH GSSG + 2 H;0

GPx

A\

ROOH + 2 GSH GSSG + ROH + H:0

Antioksidan etkinligi kanitlanmis olan vitamin E'nin 6zellikle membranlarda sinirl

oldugu durumlarda GPx, membranlari peroksidasyona kars1 korumaktadir.

Fagositik hiicrelerde GPx'in 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla
birlikte GPx solunum patlamasi sirasinda, serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik
hiicrelerin zarar gérmelerini engellemektedir. Glutatyon peroksidaz aktivitesi diisiik olan
makrofajlarda, zimosanla baglatilan solunum patlamasim1 takiben, hidrojen peroksid
salmiginin arttig1 gosterilmistir. Eritrositlerde de oksidan strese karsi en etkili antioksidan
olan GPx'in aktivitesindeki bir azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli hiicre hasarina
neden olmaktadir (50,51).

2.1.5.4. Glutatyon rediiktaz

Glutatyon rediiktaz, bir flavin enzimidir ve koenzimi NADPH ve prostetik grubu
FAD' dir. Hem sitozol hem de mitokondride bulunmaktadir. Hidroksiperoksitlerin rediikte
olmasi ile meydana gelen oksitlenmis glutatyon (GSSQG), glutatyon rediiktazin katalizledigi
reaksiyon ile tekrar glutatyon'a (GSH) donligmektedir:

Okside glutatyon hiicreyi antioksidanlara karsi koruyamaz. Okside glutatyon, tiol
iceren proteinlerin konformasyonu ve aktivitesi lizerine zararli etkili prooksidan bir madde
oldugu i¢in bu okside formun ileride kullanilmak {izere tekrar, deposu sinirli olan GSH'a
doniistiiriilmesi gerekmektedir. Hiicre, elektron kaynagi olarak NADPH" kullanan glutatyon
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rediiktazin katalizledigi bir reaksiyon ile indirgenmis glutatyonu tekrar olusturur. NADPH,
hidrojen peroksidin indirgenmesinde indirekt olarak elektronlar1 saglar. Olusan NADP" ise

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi yardimiyla NADPH' a doniistiiriiliir (50).

GSSH + NADPH + H" » 2GSH + NADP'

2.1.5.5. Mitokondriyal sitokrom oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla

stiperoksidi detoksifiye eden enzimdir.

40, +4H" + 4e > 2H,0

Bu reaksiyon, fizyolojik sarlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup, bu
yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji tiretimi saglanir (25,

74, 31).

2.1.6. Enzimatik olmayan endojen antioksidanlar

Katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimler reaktif hidroksil tiirlerinin
olusturduklar1 zararl etkilere karsi sinirli ve direkt koruma saglayabilirler. Bununla birlikte
enzimatik olmayan antioksidanlar direk reaksiyona girerek oksidanlar1 daha az zararli ve daha

stabil tiirevlere doniistiirebilirler.

2.1.6.1. Glutatyon

Tripeptit yapidaki bu antioksidan glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden
olusmaktadir. Hemen hemen tiim hiicrelerde bulunmakta ve antioksidan olarak metabolik
faaliyetler sirasinda ¢ok onemli rol oynamaktadir. Indirgenmis glutatyon sentezi ATP'nin de

kullanildig iki basamakli bir reaksiyonla olusmaktadir (47,85).

Indirgenmis glutatyon, GPx ve GR gibi ksenobiyotiklerin, karsinojenlerin, serbest
radikallerin ve lipopolisakkaridler gibi endojen ve eksojen zararli bilesiklerin
detoksifikasyonunda 6nemli rol oynayan ¢ok onemli bir antioksidan olarak bilinmektedir.
Indirgenmis glutatyonun peroksitlerle ve disiilfitlerle GPx enzimi varhiginda reaksiyonu

sonucu GSSG (okside glutatyon) olusmaktadir. Oksitlenmis glutatyon konsantrasyonunda
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artig, oksidatif stresin bir gostergesi olmaktadir. Okside glutatyon, tiol igeren proteinlerin
konformasyonu ve aktivitesi iizerine zararli etkileri olan prooksidan bir madde oldugu i¢in
hizla rediiklenmesi gerekmektedir. Glutatyon rediiktaz enzimi NADPH varliginda GSSG'yi
GSH'na rediiklemektedir (54).(Sekil 2.)

Yikseltgenmisg
NADPH + H+ GSSG 2 H20
GR GPx
NADP 2 GSH Hz02
Indirgenmis

Sekil 2. GSH redoks dongiisii

Hidrojen peroksid miktarinin yiikselmesi GPx aktivitesinde bir artisa yol agmaktadir.
Bunun sonucu olarak baslica ¢oziinen redoks-aktif kofaktor, indirgenmis sekilden okside
sekle doniismektedir. Bu degisikliklere sitozolik Ca* konsantrasyonunun artigi eslik ederek

oksidan baski ile iligkili hiicre hasarina yol agmaktadir.

2.1.6.2. C Vitamini (Askorbik Asit)

Giiglii bir indirgeyici ajan ve antioksidan olup siiperoksit, peroksit ve hidroksil
radikalleri ile reaksiyona girerek bir ara iriin olan semidehidroaskorbat yoluyla metaboliti
dehidro askorbik asiti olustururlar. Membran icindeki ve ekstraseliiler dokulardaki lipid

peroksidasyonunu onlerler.

2.1.6.3. E Vitamini (Alfa-tokoferol)

Lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu serbest radikal temizleyicilerindendir. E
vitamini zincir kirici bir antioksidan olup, her bir E vitamini molekiilii iki oksidasyon zincirini

durdurabilir. Ayn1 zamanda singlet oksijenin kuvvetli bir tutucusudur. Ayrica hidroksil
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radikali, peroksi radikali ve siiperoksitle direkt olarak reaksiyona girebilirler. Okside olan E

vitamini, parcalanmadan 6nce askorbik asit ve glutatyon tarafindan tokoferole geri gevrilebilir

(70).

2.1.6.4. Beta karoten

A vitamini 6n maddesi olan beta karoten, etkili bir singlet oksijen ve radikal tutucu

antioksidanlardandir (31).

2.1.6.5. Melatonin

Pineal bezden salgilanan direkt radikal temizleyici, indirekt olarak da antioksidan
enzim diizeylerini artiran ve nitrik oksit sentetaz gibi preoksidatif enzimleri baskilayan

antioksidan bir hormondur (31).

2.1.6.6. Urik asit ( Urat )

Urik asit, ksantin oksidazin oksipiiriinleri (ksantin, hipoksantin gibi) oksitlemesi ile
olusur. Insan ve gelismis primatlarda piirin metablozmasinin son iiriiniidiir. Urat, fizyolojik
kosullarda singlet oksijen, hipoklorid ve hidroksil radikali gibi reaktif bilesikleri baskilar,
fakat siiperoksit radikali ile dogrudan reaksiyona girmez, peroksit kaynakli lipit
peroksidasyonuna karst korur. Bu da {irik asidin antioksidan etkilerinin oldugunun

gostergesidir (11).
2.1.6.7. Bilirubin

Hem katabolizmasinin son iirlinii olan bilirubin ayni zamanda singlet oksijen,
peroksinitrit ve hipoklorik asit gibi reaktif oksijen ve nitrojen tilirevlerini baskilar, ayrica
peroksil radikallerine kars1 hidrojen donorii olarak davranarak lipid peroksidasyonunun zincir
devam ettirici radikalini de etkisiz hale getirir. Bu arada biliverdin ise bilirubine gore daha
etkili bicimde peroksil radikallerini baskilar (75).Yine plazmadaki iirik asit ve sistin,

seruloplazmin ve transferrin radikal tutucu etkiye sahip diger molekiillerdir (64,16).
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2.1.7. Eksojen Antioksidanlar

A-Enzim inhibitorleri: Pterin aldehit, allopiirinol, oksipiirinol, folik asit, tungsten,
NADPH oksidaz inhibitorleri (non-steroid antienflamatuar ilaglar, adenozin, lokal
anestetikler, kalsiyum kanal blokerleri).

B-Non-enzimatik serbest radikal toplayicilart: Dimetilsiilfoksit, mannitol.

C-Demir-redoks dongiisii inhibitorleri: Desferroksamin, seriiloplazmin.

D-Notrofil adezyon inhibitorleri

E-Gida antioksidanlari:  Butylated hydroxytoluene, propygalate, butylated
hydoxyanisole, sodyum benzoat, ethoxyquin.(46)

2.1.8. Noron Spesifik Enolaz (NSE)

Noron spesifik enolaz (NSE) ilk kez beyin dokusunda saptanmis olup sitoplazmik
enzim enolazin néral izoenzimidir. Enolaz ise glikolizde rol alan bir enzimdir ve 2-
fosfogliserik asidden fosfoenol piriivik asidi olusturur (62). Noron spesifik enolaz sinir
dokusunda ve noroendokrin sistemde bulunur. Ust limit 12 mg/l, yar1 émrii 14 giindiir. Enolaz
yaygin olarak bulunan glikolitik enzim 2- fosfo-D- Gliserat hidrolaz’ in bir izomeridir (66).
Enolaz, 2- fosfogliserati fosfoenol pruvata geviren glikolitik bir enzimdir. Enolaz a, B, y alt
birimlerinden olusan dimerik bir enzimdir. aa, Bf, vy, af, ay seklinde bes dimerik izoenzim
ayirt edilmis, By izoenzimi ayirt edilememistir. Dokularda o izoenzimi en yaygin olarak
bulunmaktadir. Kas enolazi aoa, karaciger enolazi BB dimerlerinden olusur. NSE a ve y
dimerlerinden olusur. Beyinde en fazla ao dimerleri bulunmakla beraber, ay ve yy dimerleri
de bulunmaktadir (68,70,71). NSE noronlarin stoplazmasinda ve periferal santral
noroendokrin hiicrelerde (APUD hiicreleri) lokalizedir (69). Deneysel ¢alismalarda, travmatik
ve iskemik beyin hasarindan sonra BOS’ da 6nemli oranda artislar gosterdigi bildirilmistir.
Klinik ¢aligmalarda da; SSS’ ni ilgilendiren pek ¢ok durumda (inme, kafa travmasi, multipl
skleroz, Alzheimer hastaligi ve epileptik ndbetler) BOS’ daki NSE diizeylerinde benzer
sekilde artiglar saptanmistir (67). Noroendokrin kokenli tiimoérlerde immiinoreaktif NSE
gosterilmistir. NSE kiiciik hiicreli akciger kanserine karsi yiiksek spesifite ve sensitivite
gostermektedir(63). Basta kiigiik hiicreli akciger kanseri ve ndroblastom olmak iizere,
feokromasitoma, melanoma, tiroid mediiller kanseri ve pankreas noroendokrin tiimorlerinde
yiiksek serum diizeyleri gosterilmistir (64,65). NSE o6lglimii; hasara ugrayan dokularin daha

¢ok glial ya da néronal m1 oldugunun tahmininde, hastalik prognozunun saptanmasinda, hasar
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biiyilikliigii ve uygulanacak tedavi stratejisinin belirlenmesinde, hastaliklarin ayirict tanisinda

ve tedavi etkinliginin degerlendirilmesinde degerli bilgiler verir.

2.1.9. iskemi- Reperfiizyon Kaynakh Serbest Radikallerin Olusumu

Arteriyel ya da vendz kan akimi azalmasina bagli organ ve dokunun yetersiz
perfiizyonu sonucu bu doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi seklinde tanimlanan
iskemi, hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda
hiicre 6liimiine yol agmaktadir. iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de toksik
metabolitlerin temizlenmesi igin yeniden kan akimi gerekir. Ancak, iskemik dokunun
reperfiizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi
bir hasara yol acar. Reperflizyon déneminde gézlenen hasarda, hiicre i¢ine molekiiler oksijen
girigi ile hizla olusan serbest oksijen radikal (SOR) tiirevleri basta olmak iizere bir¢ok

mekanizma rol oynamaktadir. Bunlardan bazilart:

2.1.9.1. Ksantin Oksidaz Sistemi

Ksantin oksidaz (KO) enziminin, reperfiizyon sirasinda agiga ¢ikan O, radikallerinin
tiretiminde rolii olabilecegi ilk kez Granger ve ark. tarafindan ortaya atilmistir. Bu konudaki
diger gelismelerde Granger ve ark'min ortaya koydugu bu cati altinda gelismektedir. Bu
arastiricilar, iskemi sirasinda KO enziminin Ksantin dehidrogenaz (KD)' a doniistiigiinii ve
ATP' nin de hipoksantine katabolize oldugunu gdstermisler ve reperfiizyon doneminde KO
enziminin, hipoksantinin ksantine doniisiimiinii katalizlerken elektron alicis1 olarak NAD+
yerine O;' yi kullanarak, O, radikalini olusturdugunu ortaya koymuslardir (30).

McCord postiskemik dokularda, doku harabiyetini olusturan en énemli; faktoriin KO
enziminden kaynaklanan O, radikalini oldugunu ve bu hasar sonucu gelisen fonksiyonel

bozukluklarin organdan organa farklilik gésterdigini bildirmistir (44).

Paller ve ark'min yaptiklar1 galisma, I/R hasarinin bobreklerde KO kaynakl

mekanizmay1 gostermesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (51).

Aragstiricilar sicanlarda 60 dakikalik bobrek arteri okliizyonunu takiben, 15 dakikalik
reperfiizyon safhasinda, bobreklerde lipid peroksidasyon artigini gostermisler ve bu toksik
olusumun allopurinol verilmesiyle azaldigini, organ fonksiyonlarmin korunmasinin

saglandigimi gostermislerdir. McCord, KD"KO doniisiimiiniin bobreklerde 30 dakikalik
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iskemi siiresini gerektirdigini ve bu siirenin O, radikali olusumu igin yeterli oldugunu
bildirmistir(58).

45 dakikanin altindaki iskemi siirelerinde, iskemi-reperfiizyon hasarinda KO
sisteminin dnemli bir oksidan kaynak oldugunu ve bobrek dokusunda KD*KO déniistimii i¢in

45 dakikanin altindaki iskemi siirelerinin yeterli oldugunu bildirmislerdir (41).

2.1.9.2.Lokosit (Notrofil, lenfosit, monosit) Aktivasyonu

Reperflizyon hasarinin 6nemli bir nedeni de iskemik bolgeye lokositlerin, 6zellikle
PMNL olan nétrofillerin infiltrasyonudur. Notrofil kemotaksisine, ksantin oksidaz reaksiyonu
sirasinda ortaya cikan siiperoksid anyon radikalleri neden olur. Reoksijenasyon ile aktive olan
diger kemotaktik ajanlar ise C5a, C3a, arasidonik asid metabolitleri, 6zellikle LokotrienB4,
nitrikoksit, trombosit aktive edici faktor ve interlokin (1, 4, 6, 8), interferon ve tiimor nekroz

faktor gibi sitokinlerdir (35).

Notrofiller, iizerinde bulunan glikoprotein yapisindaki adhezyon molekiilleri ile
etkilesime girdikleri endotel hiicreleri arasina ilerleyerek ekstravaskiiler dokuya go¢ ederler.
Aktive olmus nétrofiller, antimikrobial savunma sisteminde kullandiklari mekanizma olan
NADPH oksidaz enzimi aktivasyonu ile reperfiizyonda gelen molekiiler oksijenden seri
reaksiyonlar sonucunda olusan siiperoksid anyon radikali, hidroksil radikali, hidrojen

peroksid, hipoklorik asid ve kloraminleri olusturarak ileri doku hasarina neden olur (46,80).

Iskemik dokuda serbest radikaller de dahil olmak {izere diger baz1 kemoatraktanlarm
etkisi ile go¢ eden notrofiller, asagidaki mekanizmalar ile reperfiizyonda doku hasarinin
ilerlemesine yol agmaktadirlar:

e Salgiladiklar1 enzimler (proteazlar elastaz, jelatinaz v.b) ile endotel hiicre
parcalanmasina neden olurlar.

e Notrofillerin kapillerlerdeki agregasyonlari ile kan akiminin geri donmesine engel
olan kapiller tikaclarin olustugunu bildirilmistir.

e Salgiladiklar1 vazokonstriiktér ajanlar ve trombosit aktive edici faktor ile daha
bliyiik damarlarda da daralmaya neden olmaktadirlar.

Reperfiizyon déneminin en agir mikrovaskiiler patolojisi olan kan akigsinin yeniden
durmast fenomeni' ne (no reflow phenomen) aktive olmus ndtrofillerin yol actig

gosterilmistir (55).
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Bir arasidonik asit metaboliti olan lokotrien B4 salgilayarak, siliperoksid anyon
radikali iiretimine ve notrofillerin kemotaksisine neden olmaktadirlar. Boylece pozitif bir
feed back mekanizmasi ile toplanmis olan nétrofillerden salgilanan kemotaktik faktorler
yeniden serbest radikal iiretimine ve notrofil infiltrasyonuna neden olmaktadir. Notrofillerde
tiretilen Oy in eritrositlerin agregasyonunu da hizlandirdigi ve bu etkinligin kapiller tikanmay1

daha artirici olabilecegini bildirilmistir (32).

Sekil 3. Notrofil Infiltrasyonu

2.1.9.3. Hiicre Ici Kalsiyvum Artist

Iskemi reperfiizyon hasarmimn gelismesinde ¢ok &nemli diger bir olay hiicre ici
kalsiyum konsantrasyonunun artisidir. Hiicre igi kalsiyum artigi; hiicre digindan kalsiyum
girisi, hiicre i¢i kalsiyum depolarindan kalsiyum salinmasi ve hiicre i¢i kalsiyum diizeyini
kontrol eden mekanizmalarinin bozulmasi seklinde ii¢ yoldan gergeklesmektedir. Iskemide
hiicre icinde serbest kalsiyum artig1 ile birlikte baslica; lipoliz, proteoliz, DNA hasari,
mitokondri elektron transport zincir hasar1 goriillmektedir (59,71).

Doku hasarma yol acan serbest oksijen radikal formasyonunun, hiicresel kalsiyum
dengesini bozarak da etkili oldugu bilinmektedir. Oksidatif stres sonucu agiga ¢ikan SOR,
glutatyon rediiktaz diizeyini diisiirerek, intraselliiler Ca*® dagilimini bozar. Daha sonra Ca*?
ATPaz inaktivasyonuna bagli olarak, endoplazmik retikulum ve mitokondriumlardan Ca*?

serbestlesir ve sitozolik Ca*? diizeyi yiikselir. Plazma-membran Ca*? ATPaz sisteminin de
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inaktivasyonuyla, ekstraselliiler kalsiyumun hiicre i¢ine akimi izlenir. Sonugcta sitozolik ve
mitokondriyal kalsiyum igerigi daha da artar. Bu da mitokondrial disfonksiyona yol agar ve
hiicreyi 6liime gotiiren kaskad sistemlerinin tetigim ¢eker. Bu durum, temel olarak hiicresel

ATP' nin ve dolayisiyla hiicre enerji diizeyinin azalmasina sekonder gelismektedir.

Hiicre i¢inde biriken Ca*? irreverzibl hiicre hasarina ve hiicre 6liimiine neden olur.
Ca*? un hiicre i¢ine girmesi proteazlari aktive ederek hiicre membranini pargalar. Aktive olan
proteazlardan biri hiicre ylizeyini balonlagtirarak hiicre iskeletinin ¢okmesine neden olur.
Kalsiyum ile aktive edilen ve 'kalpein' olarak tanimlanan ikinci sitozolik proteaz enzimi ise,
ksantin dehidrogenaz'dan ksantin oksidaz olusumunu indiikler. Ayrica, fosfolipaz A1 ve A,'yi
aktive ederek, mitokondri ve hiicre membranindaki fosfolipitler pargalanir. Membran
fosfolipidlerinin pargalanmasi sonucu serbest yag asitleri olusur. Serbest yag asitlerinin en
Onemlisi arasidonik asittir. Arasidonik asit, serbest radikallere, prostoglandinlere ve
l6kotrienlere metabolize olabilir. Bu maddeler, nétrofillerin endotelyuma adhezyonunu

arttirarak, IRH'nin olugmasinda 6nemli rol oynarlar (52).
2.2. Beyin Dokusunda Iskemi / Reperfiizyon Hasar1

Iskemiye duyarlilig1 son derece yiiksek olan beyin dokusunda iskemi sirasinda, hiicre
diizeyinde giderek artan enerji eksikligi hiicre i¢i asidoza neden olur. Bunun sonucunda
proteinler ve niikleik asitler gibi makromolekiillerin sentezi durur. Hiicre membramndaki iyon
pompalarinin ¢calismamasi sonucu hiicre i¢i ve dist iyon dengesi bozulur. Bdylece hipoksantin
ve ksantin gibi ATP yikim iirlinleri hiicre i¢inde birikir. Tiim bu siireclerin sonunda ortaya
cikan serbest oksijen radikalleri hiicrenin makromolekiillerini zedeleyerek hiicre oliimiine

neden olur (24,28).

Serbest oksijen radikalleri dogrudan olusan néron hasarmin disinda hiicre iginde
apopitotik silireci ve ekzitotoksik noron hasarmi baglatan yolaklar1 aktive ederek hiicre
6liimiine yol acar. Apopitotik ndron 6liimii in vitro ve invivo global-fokal iskemi/reperfiizyon
modellerinde calisilmistir. Apopitozise, hiicre i¢i yasam/6liim sinyal yolaklarinin aktivasyonu
neden olur. Hiicre i¢i 6liim sinyal yolaklar1 mitokondri ve hiicre 6liim reseptor ailesi ile

iliskilidir (27).

Mitokondrideki hiicre 6liim sinyal yolaklarindan biri olan sitokrom c, mitokondri
membran proteinlerinden biridir ve ayn1 zamanda mitokondriyal solunum zincirinde yer alir.

Gecici fokal iskemiye maruz birakilmis serebral dokuda mitokondriden sitozolik
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kompartmana salinir. Gegici global iskemiye maruz kalmis serebral dokuda hipokampal
noronlarda sitozolik sitokrom C artis1 gozlenir. Sitokrom ¢ CED-4 homolog, Apopitotik
proteaz active edici faktor (Apaf-1), Deoksiadenozin Trifosfat ile etkileserek apopitozomu
olusturur. Ayn1 zamanda aspartate-spesifik sistein proteaz'r (kaspas-9) aktive eder. Sitokrom ¢
iligkili kaspas kaskadinin baslangici olan kaspas-9 sirasiyla kaspas-3,-2,-6,-8 ve -10 aktive
eder. Kaspas-3, kaspas-3 iligkili Deoksiriboniikleikasit proteaz't (DNAaz) aktive ederek DNA
hasarina yol acar (21,24).

o Stoplazma

—

a-Kaspas 9 a-kaspas

3-6-7

Mitokondri po-kaspas 9

SMAC/Diablo  _ nukleus

Resim 1. Serabral iskemi sonras1 mitokondrideki oksidatif stres sinyalleri

Apopitozisin reseptor ailesi, tip 1 glikolize transmembran (FAS) reseptorleri ve Timor
Nekroz Faktor (TNF) ile iliskilidir. Ekstraseliiler Fas ligandi reseptore baglandiginda bir
adaptor protein olan Fas iliskili 6liim domain proteini sentezlenir ve bu protein prokaspas-8'i
aktive eder. Kaspas-8, kaspas-3, Poliadenindifosfat-riboz polimeraz (PARP) ve aktive Kaspas
iligkili Deoksiriboniikleikasitaz (CAD) yoluyla DNA hasar iliskili hiicre 6liimiine neden
olur®* iskemi sonucu gelisen ekzitotoksik ndron Oliimiinde mekanizma  eksitator
norotransmitterler ile iligkilidir. Noronal hiicrede ATP bagimli iyon kanallarinin iskemi
sonucu ¢alisamaz hale gelmesi membran biitiinliiglinde bozulmaya yol acar. Hiicre iginde

depolanmis durumda bulunan glutamat gibi ekstitatér norotransmitterlerin ortama salinmasi
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ile glutamat konsantrasyonu 3-10 kat artar. Glutamati hiicre igine alan enerji bagimli
mekanizmalarin da ¢aligmamasi ile ortamda biriken glutamat, glutamat reseptdr alttipi olan N-
Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptoriiniin aktivasyonuna neden olur. NMDA reseptoriiniin
aktivasyonu noronda asir1 depolarizasyon olusturur. Noronda meydana gelen bu asir
aktivasyon hiicre i¢i iyon dengesini bozar ve hiicre i¢inde asir1 kalsiyum birikmesi ile

ekzitotoksik hiicre 6limii meydana gelir (6,24,25).

Sonug olarak; beynin vaskiiler yapilar1 ve parankim dokusu iskemi/reperfiizyon sonucu
gelisen olaylarin kiimiilatif etkileri ile ortaya ¢ikan iskemi/reperfiizyon hasarina ugrar.
Serebral kan akimindaki azalmanin beyin dokusundaki sonuglar1 Cizelge 2.3'de gosterilmistir

(1,6,22,25,26).

Tablo 3. iskemide serebral kan akimi diizeyindeki azalmalarin dokuya etkileri

Serebral Kan Akimu

Dokudaki Etkisi
(mL/100g/dk)
35-55 Bozulmus protein sentezi
40-50 Selektif gen ekspresyonu (hsp-70 vb.)
25-35 Azalmig glukoz kullanimi
20-30 Uyarict amino asit salimimi, asidoz
15-30 ATP azalmasi

Iyon denge kayb1 ve anoksik
10-15 Y = Y

depolarizasyon
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2.3. Calismada Kullanilan Etken Maddeler

2.3.1. Ketamin

Ketamin medulla spinalisteki polisinaptik refleksleri, beynin bazi boliimlerinde
uyarici norotransmitter etkilerini inhibe eder. Formatio retikularisten gelen duyusal uyarilari
beyin korteksine gonderen talamusu duyusal algilardan sorumlu limbik korteksten ayirir
(dissosiasyon). Intravendz (IV) ya da intramuskiiler (IM) yolundan kullanildiginda analjezi
ve disosiyatif durum denilen katalepsiye benzeyen "¢evreden kopma" durumuna neden olur.
Ketamin yapisal olarak haliisinojen bir madde olan phencyclidine (PCP) analogudur. IV veya
IM uygulanir. Maksimum plazma diizeyine IM enjeksiyonundan 10 -15 dakika sonra ¢ikar.
Yagda tiyopentalden daha fazla ¢oziiniir, proteine diisiik oranda baglanir. Kalp debisini ve
beyin kan akimini arttirir. Dagilim yar stiresi kisadir (10 -15 dakika). Karacigerde olusan
metabolitlerinin bir kismi aktiftir. Yarilanma siiresinin kisa olusu (2 saat) yiiksek hepatik
atilimina baghdir. Biyotransformasyonun son {iriinleri renal olarak atilir. Kan basincini kalp
debisini ve atim hizim1 arttirir. Indirek kardiyovaskiiler etkileri sempatik stimiilasyona
baghdir. Uygulanan ketamin dozlarindan solunum fazla etkilenmez. Ketamin gii¢lii bir
bronkodilatordiir (54).

2.3.2. Tiyopental

Sodyum tiyopental giiclii bir intravendz anestezik maddedir. Barbitiirik asit derivesi
olan barbitiiratlar grubundadir. Retikiiler aktivasyon sisteminde depresyon yaparlar. Anestezi
indiiksiyonunda genellikle IV olarak uygulanirlar. Proteine yiiksek oranda baglanmasina
ragmen, yagda ¢ok coziinmesi ve non iyonize fraksiyonunun fazla olmasi nedeniyle
beyindeki en yiiksek konsantrasyonuna 30 saniyede ulasir. Karacigerde suda ¢oziinen ve
aktivitesi olmayan maddelere doniisiirler. Proteine ¢ok baglanmalari, glomeriiler klirensi
azaltir. Yagda ¢ok ¢ozlinmeleri ise renal tiibiiler reabsorbsiyonlarini arttirir. Renal kan akimi

ve glomertiler filtrasyon, kan basincindaki diisme ile orantili olarak azalir (39).

2.3.3. Propofol

Propofol intraven6z yoldan kullanilan anestezik maddedir. Genel anestezik etkisi
gamma-aminobiitirik asit inhibisyonunu kolaylastirmasiyla agiklanir. Propofol (2,6
diisopropyl phenol) iki isopropil grubu baglanmis bir fenol halkasidir. Suda erimez. Soya

yag1, gliserol ve yumurta lesitini emulsiyonunda (10 % soya yagi, 1.2 % yumurta fosfatidi,
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2.25 % gliserol) eritilmistir. Yagda kolay eridiginden etkisi ¢ok cabuk baslar. Dagilim yar1
stiresi 2 -8 dakikadir. Karacigerdeki konjugasyonu sonucunda inaktif metabolitleri olusur.

Metabolitleri idrarla atilir.

Propofoliin potansiyel antioksidan 06zelligi endojen antioksidan vitamin E' ye
benzemektedir. Noroprotektif etkisi de propofoliin fenol halka yapisinin antioksidan 6zelligi
ile baglantil1 olabilir. Propofol lipid peroksil radikalleri ile etkilesir ve nisbeten daha stabil
olan propofolfenoksi radikalleri olusturarak, lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Ayrica
propofol lipid peroksidasyonu baslamasinda olduk¢a giiglii reaktif metabolit olan
peroksinitriti temizler. Peroksinitrit bakterisidal oldugundan dolay1, propofoliin peroksinitrit
temizleyici etkisi, muhtemelen bu ilaca fagositoz suprese edici 6zellik kazandirtyor. Akut
akciger hasar1 gibi peroksinitrit olusumunun 6nemli oldugu hastaliklarda yarali olabilecegi

gosterilmistir (42).

3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Arastirma Sirasinda Kullanilan Avygitlar

-Cam Kalemi

-Enjektor

-Fotograf makinesi

-Hassas Terazi

-Hayvan Kafesi

-Homojenizator diizenegi

-Kronometre

-Lam

-Lamel
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-Manyetik Karigtirict

-Meziir (25ml1,50 ml,100 ml1,250 ml,500 ml)

-Mikroskop

-Operasyon Takimi

-Otomatik pipet

-Pastdr pipeti

-Pipet uglar1 (1000 ve 100)

-Sogutmali santrifiij

-Spektrofotometre(Shimadzu UV-1601)

-Su Banyosu

-Vorteks

-Buzdolab1

-Buz Makinesi

-Distile Su

-Derin ucu

-pH metre

3.1.2. Arastirma sirasinda Kullanilan Kimyasallar

NSE ( Niirona spesifik Enolaz)

-% 30 H.0,

-HCI
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-Formaldehit (HCHO)
-Metanol (CH40)
-Sodyumkarbonat (Na,COs)
-Sodyumbhidroksit (NaOH)
-Sodyum- Potasyum tartarat (Na-K tartarat)
-Folin Cioacalteu

-Ketamin

-Sodyum Dodesil Siilfat(SDS)
-%20’lik  Asetik Asit

- Tiyobarbitiirik Asit

- Butanol

-Tiyopental

- Piridin

- Tris-Baz

- Tris-HCI

-Propofol

- Na, EDTA

- Ksantin

- CAPS

.CuSO, (Bakir 2 Siilfat )
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3.1.3. Ratlar

Bu ¢alisma Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulu onay1
almarak Tibbi Biyokimya Anabilim Dali tarafindan, KSU Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma
Laboratuarinda gerceklestirildi. Caligmalar standart deneysel hayvan calismalarina uygun
olarak yapildi. Deneylerde kullanilan toplam 45 adet disi Sprague-dawley cinsi sigan KSU
Tip Fakiiltesi Deney hayvanlar1 barinagindan alindi. Siganlar 225+20 gram agirhiginda 4-5
ayliktir. Sicanlar 21+1° C oda sicakliginda 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik periyodunda
tutularak standart rat yemi ve su verilerek beslendi. Bir hafta adaptasyon siiresi beklendikten
sonra baslangi¢ agirliklar1 kaydedilmistir ve deneye baslanmistir. Deney sonunda sakrifiye

edilerek beyin dokular1 alinmustir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Deney gruplari

Bu calismada, 45 adet Sprague-dawley cinsi rat kullanildi.. Hayvanlar 5 esit gruba
ayrildir. Ratlar supine pozisyonda sabitlendi. Servikal orta hattan basit bir insizyonla bilateral
karotis kommunis arterler ortaya konacak ve her iki karotis kommunis, Yasargil anevrizma
klip'leri ile 30 dk.siire ile kliplendikten sonra klipler agilarak reperfiizyon saglanacak.
Anestezik maddeler intraperitoneal yolla verilecek. Son olarak Iskemiden 30 dakika sonra

hayvanlar sakrifiye edilecek. Deney dncesi hayvanlar 24 saat a¢ birakilacaktir.

1-Sham Grubu: Bu grubtaki hayvanlar servikal orta hatta bir insizyonla bilateral karotis
komunis arterler ortaya ¢ikarilarak 30 dk. siire ile beklenildi ve kapatildi. 30 dakika sonra
hayvanlar sakrifiye edildi.

2-Kontrol Grubu : Bu gruptaki hayvanlar servikal orta hatta bir insizyonla bilateral karotis
komunis arterler ortaya ¢ikarilarak 30 dakika boyunca anevrizma klipleri kullanilarak
Kliplendi ve klipler agilarak 30 dakika boyunca reperfiizyon saglandi. 30 dakika sonra
sakrifiye edildi.

3-Ketamin Grubu: Bu gruptaki hayvanlar bilateral karotis kommunis arterler 30 dakika
boyunca anevrizma Klipleri kullanilarak kliplendi ve klipler agilarak 30 dakika boyunca
reperfiizyon saglandi. Klipler acildiktan 15 dakika sonra 20 mg/kg Ketamin intraperitoneal

olarak verildi. 30 dakika sonra sakrifiye edildi.
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4-Tiyopental Grubu: Bu gruptaki hayvanlar bilateral karotis kommunis arterler 30 dakika
boyunca anevrizma klipleri kullanilarak kliplendi ve klipler agilarak 30 dakika boyunca
reperfiizyon saglandi. Klipler agildiktan 15 dakika sonra Tiyopental 20 mg/kg intraperitoneal
olarak verildi. 30 dakika sonra sakrifiye edildi.

5-Propofol Grubu: Bu gruptaki hayvanlar bilateral karotis kommunis arterler 30 dakika
boyunca anevrizma klipleri kullanilarak kliplendi ve klipler agilarak 30 dakika boyunca
reperfiizyon saglandi. Klipler acildiktan 15 dakika sonra 25 mg/kg Propofol intraperitoneal
olarak verildi. 30 dakika sonra sakrifiye edildi.

Resim 2. Makroskobik goriiniimii
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Resim 4. Bilateral karotis komunis arterlerin klemplenmesi

3.3. Rat Beyin Dokusu

Sicanlar servikal dislokasyon teknigi ile (sicanit boyun kismindan tutup diger elle
kuyruk hizla g¢ekilerek) oldiiriilmiistiir. Daha sonra siiratle bir pens ve makas yardimiyla
memeler tek tek ¢ikarilmistir. Ardindan da beyin dokulari ¢ikarilmistir. Taze dokulardan
alman belirli parcalardan biri 151k mikroskopik diizeyde incelenmesi i¢in %10'Tuk
formaldehit soliisyonuna konularak patoloji laboratuvarina gonderilmistir. Geri kalan doku
pargalarinda biyokimyasal analizlerin yapilabilmesi i¢in doku pargalari -70°C'de muhafaza
edilmistir. Analiz zaman geldiginde beyin dokularimin tarttimini yapmadan 6nce kurutma
kagidi ile kurutulmus, total dokular tartilip, agirliklart kaydedilmistir. Sekil 3.4.'de beyin
dokusu ¢ikarilig1 gosterilmistir.

Resim 5.. Beyin dokusunun ¢ikarilisi
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3.4. Beyin Dokularimin Histopatolojik Incelenmesi

3.4.1. Isik mikroskopik diizeyde incelenmesi

Taze alinan doku parcalart %10’luk formaldehidde fikse edilmis ve rutin islemlerden
sonra 5 pm kalinhigindaki doku kesitleri Harris hematoksilen-eosin boyasi ile boyanarak 1s1k

mikroskobunda degerlendirilmistir (51)
3.5. Beyin Dokularimin Biyokimyasal incelenmesi

3.5. 1. Homojenat hazirlama

Rat beyin dokulari ¢ikarilir ¢ikarilmaz buza konulmustur. Kurutma kagidi ile
kurutulmus, tartilmis ve agirliklar1 kaydedilmistir. 1 g doku 5 hacim (hacim/agirlik) soguk
%1.15 KCI ile bir buz kabi i¢inde homojenizatorde 15-20 dakika homojenize edilmistir.
Homojenat daha sonra +4 C'de 14000xrpm’de 30 dakika santrifiij edilmis ve {stteki
siipernatant’da protein ve. MDA, NSE diizeyleri ile SOD ve CAT enzim aktive 6l¢iimleri
yapilmustir.

3.6. Beyin Dokusunda Protein Diizeyinin Tayini

Bu metot proteinlerin icerdigi trozin ve triptofan rezidiilerinin fosfotungustik —
fosfomolibdik asit ile verdigi renk reaksiyonunun spektrofotometrik yontemle 750 nm’deki

absorbans Ol¢timiine dayanir.

3.6.1. Aviraclar
1. A ¢ozeltisi:
%2 Na,CO3 2 g hazirlanir
0,1 N NaOH ile 100 mI’ye tamamlanir.
2. B Cozeltisi: B; ve B, ¢ozeltilerinden olusur.
a) B1 Cozeltisi:
% 1 CuSO45H,0 lg hazirlanir
Saf suyla 100 ml’ye tamamlanur.
b) B2 Cozeltisi:
%2 Na-K tartarat 2g hazirlanir
Saf suyla 100 ml’ye tamamlanir.

3. C Cozeltisi(Glnliik hazirlanir)
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50 ml A +1 ml B (0,5 ml B;+0,5 ml By) karistirtlir.
4. D Cozeltisi (Giinliik hazirlanir)

Folin Cioacalteu 1: 1,5 (v/v) oraninda saf su ile sulandirilir .

3.6.2. Standart egrinin cizimi

Stok standart i¢in 0,3 g/dl bovin albumin hazirlanir. Hazirlanan stok standarttan 5 ml
alinip 100 ml ‘ye serum fizyolojik ile tamamlandiginda 150 pg/ml konsantrasyon elde edilir.
Bundan seri sulandirma ile 150, 120, 90, 60, 30 pg/ml’ lik konsatrasyonlar elde edilerek 750
nm’de verdikleri absorbanslar kaydedilir. Bu verilere gére konsantrasyon-absorbans egrisi

¢izilir ve her numune 6lgiimiinde standart egri tekrarlanir (Tablo 4.)

Tablo 4. Protein standart egri ¢izimi igin tiiplerin hazirlanis

Tiip no Kor 1 2 3 4 5)

Konsantrasyon (pg/ml) 0 30 60 90 120 150

Standart bovin albumin (ml) - 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Serum fizyolojik (ml) 0.3 - - - - -

C Cozeltisi (ml) 3 3 3 3 3 3
15 dakika oda 1sisinda bekletilir

D Cozeltisi (ml) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm’de kore kars1 okunur.

0,2 -
0,18 |
0,16 -
0,14 |
0,12 -
0,1 -
0,08 -
0,06 -

0,04 -

Optik Darsite (7S0nm)

0,02 -+

o} 30 60 90 120 150

Konsatrasyon (ug/ ml)

Sekil 4. Protein standart egrisi
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Doku Ornek Calismasi

Beyin dokularindan hazirlanan siipernatant’da protein tayinini yapmak igin,
siipernatant 1: 50 oraninda serum fizyolojik ile sulandirilir ve protein tayini yapilir. Bunun

icin ¢ tiip alinir ve ¢ozeltiler asagidaki sekilde tiiplere konulur.

Tablo 5. Doku érneginde protein tayini icin tiiplerin hazirlanisi

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Serum fizyolojik 0.3 - -
Standart - 0.3 -
Stipernatant - - 0.3
C Cozeltisi 3 3 3
15 dakika oda 1sisinda bekletilir
D Cozeltisi 0.3 0.3 0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm’de kore karst okunur.
3.6.3. Hesaplama

Doku 6rneginin absorbansi standartin absorbansi ile karsilastirilarak veya dogrudan

standart egrisinden degerlendirilir ve diliisyon katsayisi ile carpilarak sonug verilir.
3.7. Beyin Dokusunda MDA Diizeyinin Tayini

Aerobik sartlarda pH 3.40°de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 6rnegin 90-95 C°de
inkiibasyonu sonucu olusan lipit peroksidasyonunun sekonder {iriinii olan MDA’nin TBA ile
pembe renkli kompleks olusturma esasina dayanir. Olusan bu renk siddeti ortamdaki MDA

konsantrasyonu ile dogru orantilidir. 532 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir .

3.7.1. Aviraclar

1. SDS %8,1°1ik

Sodyum Dodesil Siilfat(SDS)

2. Asetik Asit %20’lik (pH 3,5)

3. Tiyobarbitiirik Asit(TBA) %0.8 lik

4. N-Butanol/Piridin Cozeltisi (14/1)(v/v)

5. Stok Standart 1.1.3.3 tetramethoksipropan (yogunluk =0.99 g/ml)
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3.7.2. Standart egri cizimi

Standart egri ¢izimi yapilirken stok sandarttan 6,6 pl alinip 100 ml’ye saf su ile
tamamlanarak giinliik standart hazirlanir. Daha sonra 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/ml

konsantrasyonunda ¢alisma standartlar1 hazirlanir. Ayraclar tiiplere asagida belirtildigi sekilde

ilave edilirler.
Tablo 6. MDA standart egri ¢izimi igin tiiplerin hazirlanisi
Tip No. 0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon(nmol/ml) 0 100 80 60 40 20 10
Standart(ml) - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
SDS (ml) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Asetik Asit (ml) 15 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
TBA(mI) 15 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 15
Saf su (ml) 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7

Vorteksle karistirilir.60 dk 90 C°’de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda sogutulur.

Saf su(ml) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

N-Butanol/Piridin 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

Vorteksle karistirilir. 4000 rpm ‘de 10 dakika santrifiij edilir.

Tiipler n-Butanol /Piridin ilavesinden sonra iyice karistirilir. Daha sonra 4000 rpm’de
10 dakika santriftij edilir, iistteki organik kisim (iist faz) almarak 532 nm’de absorbans

fotometrik olarak okunur ve standart egri grafigi ¢izilir (Sekil 5.)
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/‘
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&
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Konsantrasyon(nmol/mL.)

Sekil 5. MDA (Malondialdehit) standart egrisi grafigi

34



Dokuda MDA diizeyinin tayini i¢in drnek ¢aligmasi yapilirken de yukaridaki tabloda
verildigi gibi tiipler belirli hacimde hazirlanir, doku 6rnegi alinir ve MDA tayini yapilir.

Ayrmtili bilgi Tablo 7.’da gosterilmistir.

Tablo 7. Doku 6rneginde MDA diizeyinin tayini i¢in tiiplerin hazirlanisi

Ornek Standart Kor
Homojenat(Ornek) 0.1 ml - -
Standart - 0.1ml -
%8.1 SDS 0.2 ml 0.2ml 0.2ml
%20 Asetik Asit 1.5ml 1.5ml 1.5ml
%0.8 TBA (sulu) 1.5 ml 1.5 mil 1.5ml
Saf su (ml) 0.7 ml 0.7 mi 0.8 ml
Vorteksle karistirilir.60 dk 90 C*de inkiibe edildikten sonra musluk suyu altinda sogutulur.
Saf su (ml) 1ml 1ml 1ml
N-Butanol/Piridin 5ml 5ml 5ml

Tiipler n-Butanol /Piridin ilavesinden sonra iyice karistirilir. Daha sonra 4000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilir, istteki organik kisim(iist faz) alinarak 532 nm’de absorbans

fotometrik olarak okunur. Sonug standart egrisinden degerlendirilir.

3.7.3. Hesaplama

nmol/ml biriminden o&l¢iilen MDA diizeyi hem nmol/mg protein birimlerinden
verilmistir.

MDA Diizeyi (nmol/mg protein)= MDA degeri (nmol/ml)

protein (mg/ml)
3.8. Beyin Dokusunda SOD Aktivite Tayini

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji iliretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu
yontem, ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-(4-
iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazoliyum Kklorid (piyodonitrotetra zoliyum viyolet:
INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazan boyasinin 505 nm dalga boyunda verdigi
optik dansitenin (OD) okunmasi esasina dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD, siiperoksit
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radikallerini ortamdan uzaklastirarak 2 numarali formazan reaksiyonunu inhibe eder. Sonugta
olusan kirmizi rengin OD’si SOD yoklugunda olusan renge gore azalir, bu aradaki farkin
belirlenmesiyle de SOD aktivitesi dlgiiliir (58).

3.8.1. Ayiraclar

1. CAPS Tamponu(3-sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) (pH: 10.2)

50.00 mM CAPS 1.1065 gr
0.94 mM EDTA 0,035 gr
Doymus NaOH 11.1 pul

Saf su ile 100 ml ‘ye tamamlanir.

2. Substrat Karigimi1
0.05 mM Ksantin 0,00076 gr
INT 0,00060 gr
Bu karisim CAPS tamponuyla 100 ml’ye tamamlanir.

3. 80 U/L Ksantin oksidaz
50 U Ksantin oksidaz 3.04 ul
Saf su ile I ml’ye tamamlanur.

4. 0.01 M Fosfat tamponu (pH:7 ayarlanir)
Na,PO4 54.91 mg
NaH,PQO, 3.58 mg

Saf su ile 100 ml ‘ye tamamlanir.

5. Standart (S6): 5,6 U/ml SOD igeren Ransod kitinin standardidur.

3.8.2. Standart Egri Cizimi

Liyofilize (hizli dondurulmus, mikroorganizma igermeyen, steril) olarak hazirlanmis
SOD standard1 10 ml bidistile su ile sulandirilir. Standart egri ¢iziminde kullanilacak olan
diger SOD derisimleri fosfat tamponuyla Tablo 8’deki gibi hazirlanir. 2-8 °C ‘de
saklandiginda 2 hafta siireyle dayaniklidir.
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Tablo 8. SOD standart egri ¢izimi igin tiiplerin hazirlanisi

Kullanilacak Standart Soliisyonun M Fosfat SOD derisimi
Standartlar Hacmi Tamponunun Hacmi | (U/ml)

S5 6 ml S6 5ml 2.8

S4 5 ml S5 5ml 14

S3 5ml S4 5ml 0.7

S2 3ml S3 5ml 0.23

S1: Kor (fosfat tamponu)

Yontem de; sliperoksit dismutaz aktive tayini yapilirken, bobrek doku hiicrelerinden

hazirlanan siipernatantlar %30 ile %60 arasinda % inhibisyon aralig1 olacak sekilde 0.01 M

Tablo 9. Doku 6rneginde SOD standart egri ¢izimi i¢in kuvars kiivetlerin hazirlanig

Kor (nl) Standart(nl)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karigimi1 850 850
Kiivetler iyice karigtirilir.
Ksantin oksidaz 125 125

Ksantin oksidaz eklendikten sonra tekrar karistirilir 30 saniye sonra ¢alisma koriiniin
ve standardin 37 °C’de, 505 nm dalga boyunda havaya karsi baslangi¢ absorbanslart (Aj)
okunur. Ayni anda kronometre caligtirilarak 3 dakika sonra son absorbanslari (A;) tekrar

okunur.
3.8.3. Hesaplama

Calisma korii SOD igermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul
edilir ve degeri %100 olarak alinir. Tiim standartlar igin % inhibisyon degeri bunlara ait
caligma koriiyle oranlanarak hesaplama yapilir.

AA/dak. standart = A,-A;/ 3 dakika
% inhibisyon standart = 100 - AA/dak. standart x 100

A galisma korii
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Hesaplama yapildiktan sonra x yatay eksenine SOD derisimlerinin (U/ml) logoritmik

doniisiim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhibisyon degeri yazilarak standart

egri elde edilir.

o8]
[an]

70 -
73,07
60 1 63,46
c 50 -
o 46,16
2 40 -
S 30,76
< 30 -
5
20 -
13,47 10 -
-0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75
log U/mL
Sekil 6. SOD standart egrisi
Ornek Calismasi
Tablo 10. Doku 6rneginde SOD aktivite tayini igin kuvars tiiplerin hazirlanig
Kor (nl) Standart(ul)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karigimi1 850 850
Kiivetler iyice karistirilir.
Ksantin oksidaz 125 125

Tiipler tekrar karigtirildiktan 30 saniye sonra 37°C’de, 505 nm dalga boyunda havaya

kars1 baslangi¢ absorbans(A1) okunur. 3 dakika sonra absorbans (A2) tekrar okunur.

Hesaplama:

AA/dak. standart =A,-A;/ 3 dakika

% inhibisyon standart = 100- AA/dak. standart x 100

A A galigma korii

Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri standart

egri kullanilarak bulunur. U/ml biriminden &lgiilen SOD aktivitesi U/mg protein birimi olarak

verilmistir.
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SOD spesifik aktivitesi(U/mg protein) = SOD aktivitesi (U/ml)

Protein (mg/ml)
3.9. Beyin Dokusunda CAT Aktivite Tayini

Katalaz, H,O,’ nin yikimmi katalize eder. H,O,’ nin CAT tarafindan yikim hizi,

H,O2’nin 230 nm’de 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak
oOlgiilebilir (147).

3.9.1. Avyiraclar
1M Tris-HCI, 5mM Na, EDTA tamponu, pH 8.0

Tris-Baz 5.358 gr
Tris-HCI 8.787 gr
Na, EDTA 0.1461 gr

Saf su ile 100 mI’ye tamamlanir.

1 M Fosfat tamponu, pH 7.0
K2HPO, 6.723 gr
KH2PO, 8.344 gr
Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.
10 mM H20, %30’ luk peroksitten 10 pl alinir ve 9.990 ml saf suyla tamamlanir.
Etanol (%95°1ik)

3.9.2. Standart egri cizimi

Katalaz aktivite tayini i¢in, doku siipernatani 1: 50 oraninda saf su ile sulandirilir ve 1
ml’sine 20 pl saf etanol ilave edilir, karistirilir ve aktivite tayini yapana kadar tiiplerin agzi
kapali bekletilir. Deneye baslamadan o©nce, giinliik olarak hazirlanan 10 mM H0,
konsatrasyonunun dogru ayarlanip ayarlanmadigi fosfat tamponu ile kontrol edilir. Bunun i¢in
fosfat tamponu 1: 10 oraninda saf su ile sulandirilabilir. Ayarlanma yapilirken Iml’lik kiivete
900 pl saf su 100 pl fosfat tamponu koyulur karistirilir ve bu karigimin 900 pl” 230 nm’de
fotometrik olarak okunur OD; olarak kaydedilir. Daha sonra ayni kiivete hazirladigimiz 10 mM
‘lik peroksitten (H,O2) 100 pl koyulur ve tekrar okuma yapilir absorbans degeri OD, olarak
kaydedilir. OD,-OD;= 0.071 olmalidir. Bu deger bulunduktan sonra hazirlanan peroksidin

konsatrasyonu tam 10 mM’dir denilir ve deneye asagida gosterildigi gibi baslanir.
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Tablo 11. Doku 6rneginde CAT aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerinin hazirlanisi

Kor (ul) Numune (ul)
1M Tris-HCI, 5mM Na,; EDTA tamponu, pH 8.0 50 50
10 mM H,0, - 900
Saf su 930 30

37 °C’de 10 dakika inkiibe edilir.

Ornek (sulandiriimis) 20 20

Tiipler 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra daha 6nce 1:5 0 oraninda diliie
ettigimiz ornekten 20 pl alinarak tiiplere ilave edilir ve 230 nm’de 2,5 dakika kinetik okuma

yapilir. Her numune teker teker ¢alisilarak kaydedilir (56).

3.9.3. Hesaplama

CAT Aktivitesi (U/ml)= AOD x V7 (1.0 ml)
0.071 x Vi (0.02 ml)
AOD: Dakikadaki optik dansite degisimi

VH: Ornek hacmi VT: Toplam hacim
0.071: 10mM H;0; yikim hizinin verdigi OD degeridir.

U/ml biriminden 6lgiilen CAT aktivitesi 6rnekte saptanan protein degerine boliinerek

dokudaki enzim spesifik aktivite sonucu U/mg protein biriminden verilir.

CAT Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = CAT Degeri (U/ml)

Protein (mg/ml)
3.10. Beyin Dokusunda NSE Diizeyinin Tayini

NSE, Dia Metra marka ELISA kiti kullanilarak ELIZA cihazinda 6l¢iildii. Standart,
kontrol, numune 6rnekleri ve konjugat kuyucuklara eklendi. Mevcut NSE biotinize antikorla
baglandi. Baglanmayanlar yikandiktan sonra TMB-subtrat eklendi.15 dakika inkiibasyonun
ardindan NSE konsantrasyonu ile orantili renk degisimi oldu ve reaksiyon asidik soliisyon

eklenerek durduruldu. Rengin yogunlugu 450 nm de Oolgiildii. Absorbanslar NSE
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konsantrasyonuyla dogru orantiliydi. Standart NSE konsantrasyonlarima karsilik gelen

absorbans degerleri ile standart egrisi ¢izildi. Bu standart egrisi kullanilarak numunelerin NSE

konsantrasyonlar1 ng/ml cinsinden hesaplandi.

3.11. istatistik

Sonuglar ortalama + SD olarak verildi ve istatistik degerlendirmeler i¢in gruplar

arasindaki karsilastirmalarda Kruskal-Wallis testi, ikili karsilastirilmalarin
degerlendirilmesinde ise Mann-Whitney U testi kullanildi, p <0.05 degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi
4 BULGULAR
4.1 Agirhk

Tiim guruplarin beyin agirliklar1 Tablo 12° de gosterilmistir.
Tablo 12. Tim gruplarin beyin agirliklar

n AZIrhk( g)
n Ort+SD Min-Max
GRUP 1 (SHAM) 9 0,371+0,090 0,24-0,50
GRUP 2 (KONTROL) 9 0,401+0,80 0,26-0,51
GRUP 3 (KETAMIN) 9 0,459+0,067 0,34-0,58
GRUP 4 (TiYOPENTAL) 9 0,447+0,135 0,23-0,64
GRUP 5 (PROPOFOL) 9 0,430+0,066 0,36-0,54
AGIRLIK (g)
0,5
0,45
0,4
0,35 -
0,3 |
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 |
o 3 I I I E =AGIRLIK (¢
N N S A
c;z&. «0 v?‘\\ é?‘ 0<<0
AS & <& < x
o v ?” N o
© N & ™ S
& &S &

Sekil 7. Gruplar aras1 beyin dokusu agirlik diizeyleri
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4.2. MDA degerleri iizerine etkiler

Tablo 13. : Gruplarda beyin dokusunda MDA diizeyleri

n MDA (nmol/mg protein)

n Ort £+ SD Min-Max
GRUP 1 (SHAM) 9 9,575+4,729 2,46-18,93
GRUP 2 (KONTROL) 9 11,327+4,241 5,63-18,14
GRUP 3 (KETAMIN) 9 7,862+1,279 6,58-10,22
GRUP 4 (TIYOPENTAL) 9 6,504+1,323 3,76-7,99
GRUP 5 (PROPOFOL) 9 8,761£3,413 4,99-17,39

Gruplar arasindaki MDA diizeyleri kiyaslandiginda;

= Grup 2. ile Grup 1. arasinda MDA aktivitesi bakimindan anlamli fark saptanmadi.

(p=0,064)(p>0,05)
» Grup 1. ile Grup 3., Grup 4. ve Grup 5.

arasinda MDA aktivitesi bakimindan

anlamli farkliliklar saptandi. p=0,034 , p=0,041 , p=0,007 (p<0.05)

= Grup 2. ile Grup 3., Grup 4. ve Grup 5.

arasinda MDA aktivitesi bakimindan

anlaml fark saptanmadi. p=0,650 , p=0,257 , p=0,07 (p>0.05)

= Grup 3. 1le Grup 4. ve Grup 5. arasinda MDA aktivitesi bakimindan anlamli fark

saptanmadi. p=0,496 , p=0,112 , (p>0.05)

* Grup 4. ile Grup 5. arasinda MDA aktivitesi bakimindan anlamli fark saptanmada.

p=0,326 (p>0.05)

MDA (nmol/mg protein)

12
10

MDA (nmol/mg protein)

o N B O
|

Sekil 8. Gruplar arast MDA diizeyleri
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4.3. SOD aktivitesi iizerine etkileri
Tablo 14. Gruplarda beyin dokusunda SOD diizeyleri

n

SOD (U/mg protein)

Ort+SD Min-Max
GRUP 1 (SHAM) 9 23,311+ 7,689 13,66-38,03
GRUP 2 (KONTROL) 9 11,658+ 2,766 7,26- 17,16
GRUP 3 (KETAMIN) 9 27,753+25,767 8,25-82,84
GRUP 4 (TIYOPENTAL) 9 26,808+15,809 15,42-59,64
GRUP 5 (PROPOFOL) 9 27,382+12,431 9,81-49,62

Gruplar arasindaki SOD diizeyleri kiyaslandiginda;

* Grup 1. ile Grup 2. arasinda SOD aktivitesi bakimindan anlaml farkliliklar saptandi.

p=0,001 , (p<0.05)

* Grup 1. 1ile Grup 3. arasinda SOD aktivitesi bakimindan anlamli bir fark saptanmadi.

p=0,199 (p>0.05)

* Grup 2. ile Grup 4.
p=0,880 (p>0.05)

= Grup 4. ile Grup 5.
p=0,762 (p>0.05)

* Grup 3. ile Grup 4.
p=0,226 , (p>0.05)

arasinda SOD aktivitesi bakimindan anlamli fark saptanmadi.

arasinda SOD aktivitesi bakimindan anlamli fark saptanmadi.

arasinda SOD aktivitesi bakimimdan anlamli fark saptanmadi.

SOD (U/mg protein)

30
25

20

15

10

RES

o 4 m 50D (U/mg protein)

Sekil 9. Gruplar aras1 SOD diizeyleri
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4.4, Katalaz aktivitesi iizerine etkiler

Tablo 15. Gruplarda beyin dokusunda CAT diizeyleri

n CAT (U/mg protein)
Ort = SD Min-Max
GRUP 1 (SHAM) 9 0,227+ 0,111 0,09-0,40
GRUP 2 (KONTROL) 9 0,103+0,154 0,08-0,57
GRUP 3 (KETAMIN) 9 0,284+0,131 0,15-0,51
GRUP 4 (TIYOPENTAL) 9 0,203+0,121 0,07-0,40
GRUP 5 (PROPOFOL) 9 0,285+0,142 0,16-0,70

Gruplar arasindaki CAT diizeyleri kiyaslandiginda;

* Grup l.ile Grup 2., Grup 3. ve Grup 4. arasinda CAT aktivitesi bakimindan anlaml
fark saptanmadi. p=0,240 , p=0,161 , p=0,543 (p>0.05)

* Grup 1. ile Grup 5. arasinda CAT aktivitesi bakimindan anlaml farkliliklar saptandi.
p=0,015 (p<0.05)

* Grup 2. ile Grup 4. arasinda CAT aktivitesi bakimindan anlamli fark saptanmadi.
p=0,111 (p>0.05)

* Grup 3. ile Grup 5. arasinda CAT aktivitesi bakimindan anlamli fark saptanmadi.
p=0,069 (p>0.05)

= Grup4.ile Grup 5. arasinda CAT aktivitesi bakimindan anlaml farkliliklar saptandi.
p=0,012 (p>0.05)

CAT (U/mg protein)

0,3
0,25
0,2 -
0,15
0,1 -
0,05 -

0 m CAT (U/mg protein)

o \) )
\c\;z\ é\ év QQ}\ QO

> o & Q O

R N S S &
® v ” Q o>
PN ® Q™ S

S S &

Sekil 10. Gruplar aras1 CAT diizeyleri
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4.5. Norona spesifik enolaz aktivitesi iizerine etkiler

Tablo 16. Gruplarda beyin dokusunda NSE diizeyleri

n NSE (U/mg protein)
Ort = SD Min-Max
GRUP 1 (SHAM) 9 1,431+ 0,179 0,013-1,538
GRUP 2 (KONTROL) 9 3,048+ 1,166 2,261- 5,160
GRUP 3 (KETAMIN) 9 1,175+0,025 0,525-1,254
GRUP 4 (TIYOPENTAL) 9 0,808+0,015 0,154-1,034
GRUP 5 (PROPOFOL) 9 1,031+0,013 0,718-1,209

Gruplar arasindaki NSE diizeyleri kiyaslandiginda;

* Grup 1. ile
p=0,603, (p>0.05)

= Grup 1. ile Grup 3, 4, ve 5.
saptanmadi. p=0,341, p=0,211 , p=0,443 (p>0.05)

= Grup 2.
saptanmadi. p=0,307 , p=0,117 , p=0,431 (p>0.05).

= Grup 3ile Grup 4. arasinda NSE aktivitesi bakimidan anlamli farkliliklar saptandi.
p=0,035 (p<0.05)

* Grup 3. ile Grup 5. arasinda NSE aktivitesi bakimindan anlamli fark saptanmada.

p=0,069 (p>0.05)

Grup 2, arasinda NSE aktivitesi bakimindan anlamli fark saptandi.

arasinda NSE aktivitesi bakimindan anlamli fark

ve Grup 3, 4, ve 5. arasinda NSE aktivitesi bakimindan anlamli fark

*» Grup4.ile Grup 5. arasinda NSE aktivitesi bakimindan anlamli farkliliklar saptandi.
p=0,024 (p<0.05)

NSE (U/mg protein)

NSE (U/mg protein)

Sekil 11. Gruplar aras1 NSE diizeyleri
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4.6. Histopatolojik Analiz Sonuglari

4.6.1. Sham grubu: Sol beyin lobunda hafif iskemik nekroz ve kapiller vaskiiler
yapilarda proliferasyon goézlenirken (Resim 6.), Sag beyin lobunda hafif iskemi ve hafif

reaktif degisiklikler gzlendi (Resim 7.)

4.6.2. Kontrol grubu: Belirgin iskemik nekroz ¢evresinde reaktif degisiklikler ve

kapiller damar proliferasyonu gozlenirken (Resim 8.), sag beyin lobunda fokal iskemi ve

cevresinde glial ve endotelyal hiicre proliferasyonu (Resim 9.) gézlendi.

4.6.3. Ketamin _grubu: Sol beyin lobunda santral sinir dokusunda hafif iskemik

degisiklikler ve hafif reaktif glial hiicre proliferasyonu gozlenirken ( Resim 10.), Sag beyin
lobunda hafif iskemik degisiklikler, ¢evrede reaktif morfolojik bulgular gézlendi (Resim 11.).

4.6.4. Tiyopental grubu: Sol beyin lobunda Iskemi cevresinde gliaafif 1 hiicreler

hiperplazik, ¢evre beyin dokusunda ayrica hafif konjesyon gozlenirken (Resim 12.), Sag
beyin lobunda ¢ok hafif iskemik degisiklikler, tam bir nekroz izlenmedi, hafif reaktif glial
hiicre hiperplazisi gozlendi (Resim 13.).

4.6.5. Propofol grubu: Sol beyin lobunda beyinde hafif iskemik hasarlanma, iskemik

bolge ¢evresinde glial hiicre hiperplazisi, ¢evre dokuda hafif konjesyon gézlenirken (Resim
14.), Sag beyin lobunda beyin dokusunda ¢ok hafif iskemik degisiklikler, hafif glial hiicre

proliferasyonu, hafif vaskiiler proliferasyon gozlendi (Resim 15.).
4.7. Beyin Dokusunun H-E Skorlari

Gruplarin histopatolojik analizinde sham grubunda hasar olusmazken, kontrol grubu
en fazla hasarin gézlendigi grup olmustur. Beyin dokusunun Hematoksilen—Eosin ile boyanip
incelenmesi ile elde edilen skorlarin ortalama degerleri: Sham grubunda 0,0651; Kontrol
grubunda 1,8630; Ketamin grubunda 1,1542; Tiyopental grubunda 0,4361; ve Propofol
grubunda 0,7392 olarak saptanmistir (Tablo 17.)
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Tablo 17. Gruplarda beyin dokusunda H-E diizeyleri

*Sham Kontrol *Ketamin | *Tiyopentan | *Propofol
Ortalama 0,0651 1,8630 1,1542 0,4361 0,7392
Standart Sapma | 0,2340 0,6543 0,5120 0,532 0,6024
Min-Max (0-1) (0-3) (0-2) (0-2) (0-3)

*: Kontrol grubuna gore anlamli olarak daha iyi sonug (p<0.05)

H-E

1,8

1,6

1,4
1,2

1
0,8 mH-E
0,6
0,4
-
0 — T T T T

GRUP1
(SHAM)

GRUP 2
(KONTROL)

GRUP 3

GRUP4
(KETAMIN) (TIYOPENTAL) (PROPOFOL)

GRUPS5

Sekil 12. Gruplar aras1 H-E diizeyleri
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Resim 6. Sham Gurbu Sol Beyin Resim 7. Sham Grubu Sag Beyin
Lobu (H&E x100) Lobu (H&E x100)
Resim 8.Kontrol Grubu Sol Beyin Resim 9. Kontrol Grubu Sag Beyin
Lobu (H&E x100) Lobu (H&E x100)
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Resim 10. Ketamin Grubu Sol Beyin Resim 11. Ketamin Grubu Sag Beyin
Lobu (H&E x100) Lobu (H&E x100)

Resim 12. Tiyopental Grubu Sol Beyin Resim 13. Tiyopental Grubu Sag Beyin
Lobu (H&E x100) Lobu (H&E x100)

49



Resim 14. Propofol Gurbu Sol Beyin Resim 15. Propofol Gurbu Sag Beyin
Lobu (H&E x100) Lobu (H&E x100)

50



5.TARTISMA

I/R hasar1 pek ¢ok cerrahi girisim sonrasi karsilasilan ve dokuda hasar olusturan ciddi
bir durumdur (72). iskemi sonrasi esas hedef reperfiizyonun saglanmasi iken bu durum her
zaman i¢in olumlu sonuglar dogurmamakta aksine reperfiizyonun baslamasi doku hasarini
indiikleyebilmektedir (73). iskemi, reperfiizyon ve no-reflow fenomeni cerrahi sirasinda doku
hasarinin potansiyel kaynaklaridir (74). Arkus aorta anevrizmalarinin tamiri sercbral
dolasimin gegici siire kesilmesini i¢eren girisimlerle miimkiin olabilmektedir. Ancak, merkezi
sinir sistemi anoxia'ya olduk¢a duyarli oldugu ic¢in bu ameliyatlar sonrasi olusabilecek
norolojik hasar en korkulan komplikasyonlardir (75). Bu esnada olusan serebral iskemiden
beyini korumak amaciyla; hipotermik arrest, selektiv serebral perfiizyon ve retrograt serebral
perfiizyon gibi stratejiler gelistirilmistir (76,77). Ancak dolasimin yeniden saglanmasi da
hasar1 artirabilmektedir. Serebral iskemi de beyin kan akiminda azalma ile enerji agiginin
tetikledigi molekiiler olaylar1 baglatmaktadir. Glukoz metabolizmasinda degisiklikler olusur,
ATP ve fosfokreatin gibi enerji metabolitlerinin diizeyi azalir, laktat diizeyleri ise artar.
Bunun sonucunda metabolik dengesizlik meydana gelir. ATP’deki azalma membran
depolarizasyonuna ve gegirgenliginde bozulmaya yol agarak hiicre i¢cinde sodyum, kalsiyum,
klor, hiicre disinda ise potasyum seviyelerinde artmaya neden olur. Boylece hiicre disina
glutamat, glisin ve GABA salinir (78,79). Glutamat, NMDA kanallarin1 aktive ederek hiicre
ici kalsiyum artisina neden olur. Hiicre i¢i kalsiyum birikimi de NO olusumuna neden olan
NOS yolunun aktivasyonu ile serbest radikal olusumunu uyarir. NMDA reseptorlerinin asiri
aktivasyonu da apopitozise giden olaylar1 baslatmaya katkida bulunur (80,81). Deneysel
caligmalarda bircok ilagla bu apopitotik siireci azaltmak veya yavaglatmak, reperfiizyonla da
bir kistm fonksiyonlarmn tekrar kazanilmas: hedeflenmistir. Serebral I/R hasar1 patogenezinde
SOR’un énemli rolii vardir. Son yillarda, Serebral korumay1 artirmak amactyla I/R hasarim
Onleme veya azaltma iizerine olumlu etkileri oldugu bilinen antioksidanlar kullanilmaktadir.
Ancak ketamin, tiyopental, propofol gibi ¢esitli anestezik maddelerin beyinde I/R hasarini
onlemedeki etkilerininin ne olduguna dair calismalar bulunmamaktadir. Biz de deneysel
serebral I/R modelinde olusan hasar1 ve bu hasar1 énlemede anestezik maddelerin etkisini

biyokimyasal ve histopatolojik olarak arastirdik.

Serbest radikal iliskili reperflizyon hasarini arastirdigimiz bu ¢alismada; biz de ratlarda
olusturdugumuz deneysel I/R modelinde serebral I/R hasarini arastirdik. Calismada Wistar

tipi erkek siganlar kullanildi. Agirliklar ortalama 225420 gramdi. Denek olarak sigan
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secilmesinin nedeni; dayanikli olmalari, kolay bulunabilir olmalar1 ve I/R modellerinde sik

olarak kullanilmalariydi.

PR

I/R siiresi ¢esitli organlar igin degistigi gibi, beyin i¢in de farkli calismalarda farkli
siireleri uygulayan modeller mevcuttur. Beyinde 10 dakika gibi kisa bir siirede iskemik
hasarin olustugunu ve reperflizyon hasarinin olusmasi i¢in de 15 dakikalik bir siirenin yeterli
oldugunu gosteren yaymlar vardir (82, 83). Biz de 30 dakikalik iskemiyi takiben 30 dakikalik

reperfiizyon ile hasar olustugunu gézlemledik.

Arastirmamizda kullandigimiz etken maddeler ketamin, tiyopental ve propofol klinikte
halen anestezi indiiksiyonu ve idamesinde kullanilan maddelerdir. Bunlardan propofol’un
klinikte kullanilan formlar1 %10’luk lipid emiilsiyonlar1 halinde hazirlanmig preparatlardir.
Bu maddelerin I/R hasarma etkilerini arastirdik. Darendelioglu, ekstremitede I/R hasar1 ile
ilgili ¢alismasinda ketamin ve propofolun hem anestezik dozda hem de subanestezik dozda
verildiklerinde I/R hasarina kars1 koruyucu etkiler gdsterdigini ifade etmistir ancak en belirgin
etkileri subanestezik dozlarinda izlenmistir (20). Biz g¢alismamizda ketamini 20 mg/kg,
tiyopentali 20 mg/kg ve propofolu 25 mg/kg subanestezik dozlarinda IP yolla uyguladik.
Reperfiizyonun erken fazi olan ve en c¢ok hasar verdigi ilk saatte maksimum etkilerinden
faydalanilmas1 amacglandi. Bu amagla reperflizyondan 15 dakika once bu etken maddeler

uygulandi.

Post-iskemik hasar iki basamakta olmaktadir; kan akiminin ve ATP’nin azaldigi
iskemik donem ve iskemiyi takip eden reperfiizyon donemi. Yapilan caligmalar iskemik
hasarin 6nemli bir kisminin oksijen metabolitlerince reperfiizyon sathasinda olustugunu

gostermistir. Giinimiizde SOR aracilig1 ile olan hasara ilgi artmstir (87).

Serebral iskemide oksidatif stresi belirlemede birgok metod kullanilmistir. Literatiirde
serebral iskemi modellerinde oksidan ve oksidatif stres diizeylerinin arttigini gosteren
calismalar mevcuttur (17). Bugiine kadar, serebral I/R uygulanan sicanlarda
oksidan/antioksidan durum ve NSE {izerine anestezik maddelerin etkilerini bildiren bir
caligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda, antioksidan 6zellikleri iyi bilinen bazi
intravendz anesteziklerin (ketamin, propofol, tiyopental) kullanildi. Bununla birlikte, bazi
intravendz anestezik ajanlar SOR iretimini arttirdifit ve doku hasarma neden oldugu
gosterilmigtir. Intravendz anestezik ajanlar mitokondride hiicre i¢i sitokrom p450,

peroksizomlar ve enzimatik sistemleri degistirerek tarafindan serbest radikalleri olusturur.
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Ayrica, serbest radikalleri yoluyla hiicreleri koruyan enzimatik ve enzimatik olmayan
sistemler inhibe eder diizeylerini azaltirlar. Onlar lipid peroksidasyonuna, DNA hasarina ve
oksidatif hasar1 uyararak proteinlerde degisiklige neden olur ki, bu, indirgenmis gap junction-
aracili iletim, transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu (AP-1, NF-kB), hiicre i¢i kalsiyum ve
pH degisikligi, ve / veya hiicre 6liimii gibi hiicresel islevlerde degisikliklere yol agabilir, (6-9,
18). Intravendz anestezik maddeler saglikli bireylerde bir cerrahi olmaksizin % 30 azalma
hepatik kan akisinin azalmasina neden oldugu gosterilmistir. Bahsedilen tiim anestezikler
maddeler oksidatif hasar1 artirmaktadir. Hiicre hasarina eslik eden temel mekanizma SOR’a
bagl lipid peroksidasyonudur ve MDA, lipid peroksidasyonunun son iiriiniidiir. Ustelik,
MDA oksidatif hasarin major gostergesi’dir. Calismamizda hasar1 gostermek ve
kullandigimiz maddelerin hasar1 azaltmadaki etkilerini karsilagtirmak i¢in beyin dokusu MDA
diizeylerini ¢alistik. Saptadigimiz MDA diizeylerine baktigimizda ortalama en yiikksek MDA
degerinin kontrol grubunda oldugunu tespit ettik. Sham, ketamin, tiyopental ve propofol
gruplarmin MDA diizeylerinin ise kontrol grubuna gore belirgin derecede diisiik oldugunu
saptadik (p<0,05). Bu bulgular neticesinde ketamin, tiyopental ve propofolun serbest radikal

kaynakl lipid peroksidasyonunu belirgin olarak azalttigini séyleyebiliriz

Serbest radikaller oksidatif metabolizma sirasinda olusur, ancak genelde iyi kontrol
edilir. Bu kontrolde CAT ve SOD gibi 6nemli intraseliiler antioksidan savunma enzimleri rol
oynar. SOD superoksiti hizlica hidrojen peroksite katalizler. H.O, ise katalaz tarafindan su ve
oksijene indirgenir. Bu enzimlerin seviyelerinin Ol¢limii serbest radikal aracili hasar

konusunda indirek bilgi verir.

Cesitli hastaliklarin etkisiyle {iretilen SOR {iretiminde ve bu iiretime bagli olarak
antioksidan enzim aktivitelerinde siirekli bir artistan s6z etmek veya enzim inhibisyonu
olabilecegi konusunda fikir yiirlitmek zordur. Canli hastalik durumunda antioksidan
mekanizmalarim1 uygun derecelerde c¢aligtirarak kendine savunma yolu se¢mekte ya da
hastaligin cesidine veya tipine bagli olarak antioksidan mekanizmalarinin ¢aligsmasi, enzim

sentezinin engellenmesi ya da enzim yapisinin degistirilmesi seklinde baskilanmaktadir (19).

Biz de ¢alismamizda beyin dokusunda SOD ve CAT diizeylerini inceledik. Tiim
gruplarin SOD ve CAT diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla yiikseldigi tespit edilmistir.
Anestezik madde uygulanan gruplarda elde edilen bu degerler birbirleriyle karsilastirildiginda
ise anlaml1 bir fark olusmamstir. /R asamasinda ortaya ¢ikan SOR bertaraf edilemedigi igin

olusan doku hasar1 sonucu enzim miktarlar1 azalmaya baslar ve sonugta aktivite azalabilir.
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Singh, Ozan ve Aktoz bébrek I/R hasarim arastirdirdiklart galismalarinda I/R hasari
olusturduklart gruplarda MDA diizeyindeki yiikselmeyle beraber SOD ve CAT diizeylerinde
azalma tespit etmislerdir (72, 57, 2). Bizim c¢alismamizda da benzer sonuglar elde edilmis
olup, /R uyguladigimiz kontrol grubunda sham grubuyla karsilastinldiginda MDA
duzeylerinin arttigini, SOD ve CAT duzeylerinin ise azaldigin1 gérmekteyiz. Bu bize kontrol
grubunda ROS diizeyinin arttigi ve endojen antioksidan enzimlerin tiiketildigini
gostermektedir.

Calismamizda anestezik madde uygulanan gruplarda elde ettigimiz CAT diizeylerinin
incelemesinde ise en yiiksek diizeyi ketamin ve propofol grubunda, en diisiik diizeyi ise
tiyopental grubunda tespit ettik. Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda diger gruplarin hepsinde
CAT diizeyinin belirgin oranda yiiksek oldugunu saptadik (p<0,05). Bu bulgularla ketamin,
tiyopental ve propofolun endojen antioksidan madde olan CAT’in sentezini artirdigini
soyleyebiliriz. Ote yandan, sham grubunun MDA diizeyinin diisiik kontrol grubunun ise
yiikksek oldugu tespit edilmistir. Her iki grup arasindaki fark istatistiki olarak anlamlidir
(p<0,05). CAT diizeyleri ise sham grubunda yiiksek, kontrol grubunda diisiik bulunmustur ve
iki grup arasindaki fark istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05). SOD diizeyleri de kontrol
grubunda sham grubuna gore diisiik ¢ikmis ve aradaki fark istatistiki olarak anlamlidir. Ayrica
histopatolojik olarak degerlendirilen beyin dokularinda kontrol grubunda olusmus olan
hasarla sham grubundaki degisiklikler belirgin farklilik géstermektedir ( p<0,05). Bu sonuclar
yaptigimiz calismada kontrol grubunda SOR aracilikli beyin I/R hasari olusturdugumuzu

gostermektedir.

Ketamin cesitli klinik durumlarda, giivenli ve giivenilir bir ¢oziilme sedatif / anestezik
madde olarak kapsamli incelenmistir ve bir N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor
antagonistidir. Bu yeni analjezik ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip olan ve beyin, bobrek,
iskelet kasi, kalp, bagirsak iskemi/referfiizyon yaralanmasi iizerinde koruyucu ozellige
sahiptir. Calismamizda diger gruplarla karsilastirildiginda ketaminli grupta MDA diizeyi daha
diisiik ve CAT aktivitesi daha yliksek bulundu. Bu bize ketaminin oksidatif strese karsi
koruyucu madde 6zelligi oldugunu gostermektedir. Ketaminli grupta SOD aktivitesi propofol
grubuna kiyasla daha diisiik bulundu. Ketaminli grupta diigiik SOD aktivitesi ve yiiksek CAT
aktivitesi hiicre icerisinde yiiksek oranda siiperoksit anyon radikallerinin biriktigini
gostermektedir. Hatta MDA duzeyleri Sham grubuna yaklasmistir. Ketaminli grupta diisiik
MDA diizeyi ketaminin antioksidan 6zelliginden dolay1 lipid peroksidasyonunu diisiirdiigii

diistiniilmektedir. Histopatolojik olarak olumlu sonuglar alinmasina ragmen kontrol grubuyla
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arasinda anlamli bir fark olusmamistir. Bu sonug bize ketaminin beyin I/R hasarinda olumlu

etkileri olabilecegini fakat anlamli bir diizelme saglamadigin1 géstermistir.

Ketamin, ¢esitli mekanizmalarla siiperoksit radikallerinin konsantrasyonunu
etkileyebilir: 1) noétralizasyon: dogrudan siliperoksit radikallerinin konsantrasyonunu
azaltilmasi 2) glutatyon peroksidaz enziminin uyarilmasiyla siiperoksit sentezinin azaltilmasi
ve 3) notrofillerin baskilanmasi yoluyla. Weiss ve ark. ketamin fenol bileseni iceren kimyasal
yapist nedeniyle birinci mekanizma tlizerinde onemli bir etkiye sahip olamayacaklarini ifade
etmisler. Uciincii mekanizma ile ilgili olarak, ketamin nétrofilleri inhibe ettigi ve in vivo
altinda ve in vitro kosullarda koroner bypass’da ndtrofil kaynakli siiperoksit radikalleri
azalttig1 gosterilmistir. Benzer sekilde, ketamin kobay kalbinin iskemi-reperfiizyonu boyunca
ekzojen olarak verilen insan nétrofillerinin yapigsmasinin azaltti§i saptanmistir. Ayrica,
ketamin sigan mezenterinde muhtemelen E-selektinin  (E-selektin; sitokinler ile aktive olan
yapisma molekiilii) baskilanmasina bagli olarak nétrofil yapigmasini inhibe ettigi
gozlenmistir. Ketamin, diger ilaglarla uyumlu olmasindan ve genis bir giivenlik araligi
olmasindan dolay1 deneysel uygulamalarda en genis kullanim alan1 olan anestezik
maddelerden biridir(33). Biz de ¢alismamizda bu 6zelliginden dolay anestezik madde olarak
ketamini tercih ettik. Calismada kullandigimiz etken maddeler ise iv kullanilan anestezik
maddelerdir. Bu anestezik maddelerin subanestezik dozlarinin beyin I/R hasarma etkilerini
arastirdigimiz bu calismada kullandigimiz anestezik madde olan ketaminin de olumlu etkisi
olmus olabilir. Fakat calismamizda bu etkiyi standardize edebilmek icin tiim gruplarin
anestezisi ketamin ile saglanmistir. Herhangi bir etken maddenin uygulanmadigi sham ve
kontrol gruplarinin sonuglarini inceledigimizde uyguladigimiz anestezik madde olan
ketaminden bagimsiz olarak beyinde I/R hasar olustugunu gormekteyiz. Bundan dolay: elde
ettigimiz sonuclarin anestezik madde olan ketaminin etkisinden bagimsiz oldugu
kanaatindeyiz. Fakat anestezik olarak kullanmis oldugumuz ketaminin uyguladigimiz bu
deney modelinde etkilerinin tam olarak ortaya konulabilmesi i¢in diger etken maddelerle

etkilesiminin ve karsilastirilmasinin yapildig farkli ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Propofol grubunun MDA diizeyleri de kontrol grubuna gére anlamli derecede diistiktiir
( p<0,05). SOD degerlerinde bir farklilik olmayan propofol grubu katalaz diizeyi ise sham ve
kontrol grubuna gore daha diisiik c¢ikmistir. Propofol grubunun serebral dokusunun
histopatolojik incelemesinde de belirgin diizelmenin oldugu izlenmistir. Ortalama histolojik

skorlardaki artis géz Oniine alindiginda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak da anlaml
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derecede diisiikk bulunmustur. Yiiksek lipid ¢oziiniirliigiine sahip anestezik madde olan
propofol, genel anestezinin indiiksiyonunda, siirdiiriilmesinde ve yogun bakimlarda mekanik
ventilatore bagli entube hastalarin sedasyonunda siklikla kullanilmaktadir. Kalp, akciger,
beyin, karaciger ve testis gibi bircok organm I/R hasarma olumlu etkileri gosterilmistir.
Propofol bobregi de iceren cesitli dokulardaki oksidatif hasari sinirlandirabilir. Bununla
birlikte propofolun serebral I/R hasarina etkisi ¢ok az ¢alismada bildirilmistir. Hui-hua Wang
ve ark. yaptig1 ¢alismada propofolun ratlardaki bobrek iskemi reperfuzyon hasarini ve renal
disfonksiyonu belirgin olarak azalttig1 tespit edilmistir. Ayrica bu koruyucu etkileri

hemoksijenaz-1 induksiyonu araciligi ile oldugunu géstermislerdir.

Propofol grubunun MDA diizeyleri de kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiiktiir
( p<0,05). Propofol grubunda SOD ve CAT degerleri sham grubuna yaklasmis ve kontrol
grubuna gore daha yiiksek ¢ikmistir. Propofol grubunun serebral dokusunun histopatolojik
incelemesinde de belirgin diizelmenin oldugu izlenmistir. Ortalama histolojik skorlardaki artig
g0z Oniine alindiginda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak da anlamli derecede diisiik
bulunmustur. Yiksek lipid ¢o6ziintirliigline sahip anestezik madde olan propofol, genel
anestezinin indiiksiyonunda, siirdiiriilmesinde ve yogun bakimlarda mekanik ventilatore bagl
entube hastalarin sedasyonunda siklikla kullanilmaktadir. Kalp, akciger, beyin, karaciger ve
testis gibi birgok organin I/R hasarina olumlu etkileri gdsterilmistir. Propofoliin antioksidan
ozelligi, propofoliin fenolik yapisina dayandirilabilir. Propofoliin lipid peroksidasyon
inhibisyonunun iki yoldan biriyle oldugunu belirtmislerdir. Lipid peroksil radikaliyle
reaksiyona girerek daha stabil olan fenoksil radikalini olusturarak ya da I/R’da hiicresel
toksisiteden sorumlu 6nemli molekiil olan peroksinitriti uzaklastirarak etki gdsterdigini
sOylemiglerdir. Ayrica propofolun, noétrofillerin aktivitelerini ve kalsiyumun plazma
membranindan gegisini inhibe edebilecegini 6ne siirmiislerdir (82). Yagmurdur ve ark. da
caligmalarinda propofoliin hipoperfiizyon reperfiizyon olayiyla baglantili lipid peroksidasyon
inhibisyonu ve SOR ve metabolitlerinin uzaklastirlmasinda propofoliin indiiksiyon dozlarinin
bircok avantaji olabilecegini gostermislerdir (83). D. Runzer ve ark. propofol anestezisi
sirasinda dokularin antioksidan kapasitelerini arastirdigi ¢alismasinda yiiksek doz propofoliin
halotanla karsilagtirildiginda eritrosit MDA diizeylerini belirgin olarak azalttig: tespit edilmis.
Yine ayni c¢alismada propofoliin koruyucu etkisinin tiim dokularda belirgin oldugu, en fazla
karaciger olmak iizere sirasiyla bobrek, kalp ve akcigerde de belirgin koruyucu etkisi oldugu
saptanmis. Diisiik doz ve yliksek doz propofol karsilastirildiginda ise yiiksek doz propofolde
daha olumlu sonuglar almislar (Diisiik doz 500cg/kg/dak, yiiksek doz 2000 cg/kg/dak.).
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Dokularin farkli yanit vermesini ise her dokunun lipid peroksidasyon duyarliliginin

farkli olmasiyla agiklamislardir (67).

Tiyopental grubunda saptadigimiz MDA degerleri yine kontrol grubuna goére belirgin
diisiik bulunmustur ( p<0,05). Tiyopental SOD diizeyleri kontrol grubuna gore yiikselmis ve
istatistik olarak anlamlidir. CAT duzeyleri ise Sham grubuna yaklasmistir. Histopatolojik
bulgulara bakildiginda yine tiyopental grubunda kontrol grubuna gore belirgin derecede
diizelme saptanmustir. Tiyopental grubundaki bu diizelme diger tiim gruplara gore daha iyi
olmasma ragmen ketamin grubuyla arasinda anlamli derecede fark vardir ( p<0,05).
Yagmurdur ve ark. tiyopental ve propofol indiiksiyonunun hipoperfuzyon reperfuzyon olayina
etkilerini arastirdiklar1 caligmalarinda yiiksek lipid ¢6ziiniirliikli madde olan tiyopentalin lipid
peroksidasyon inhibisyonu ve serbest radikal aracili hemolizi inhibe eden antihemolitik
aktivitesi ile antioksidan ozellikleri gosterebilecegini belirtmiglerdir. Ayrica klinik olarak
uygun konsantrasyonlarda tiyopentalin, nétrofil kaynakli SOR’u belirgin olarak baskiladigini
belirtmislerdir (83).

Basu ve ark. ise renal transplantasyon sonrasi Oksidatif stres ve inflamatuar yanitin
arastirildigi baska bir ¢caligmada propofolun tiyopentale gore inflamatuar yaniti azaltict etkisi
oldugunu tespit etmislerdir (14). Biz ise ¢alismamizda bu iki grubun arasinda belirgin fark
saptamadik. Bu bilgiler dogrultusunda caligmamizda elde ettigimiz verilere dayanarak
tiyopentalin ratlarda SOR araciligi ile olusan beyin I/R hasarini azalttig1 tespit edilmistir.
Histopolojik olarak hafif iskemik bulgular elde edilmistir, biyokimyasal olarak baktigimizda
en iyi grubun tiyopental oldugu goézlenmistir.

Yiizer ve ark. (61) calismalarinda ketamin, tiyopental, propofol, etomidiat, intralipidin
bobrek I/R hasarina etkilerini arastirmislar ve bizim sonuglara benzer sonuglar elde
etmislerdir. Yazarlar, tiyopental ve propofol maddelerinin bobrek I/R hasarimmn histopatolojik

ve biyokimyasal olumsuz etkilerini azaltabilir oldugu gézlenmislerdir.

Serebral iskemide serbest radikaller ve sitokinlerin salinimi, platelet aktivasyonu ve
apopitozisle noéronal hasar olusur. Yiiksek oksijen tiiketimi, yliksek lipid oram ve
antioksidanlarin diger organlara gére azlgi nedeniyle beyin SOR’a oldukg¢a hassastir. I/R ile
anoksiyi takiben yeniden oksijenizasyonun saglanmasiyla mitokondriyal membranda
respiratuar zincirle siiperoksit anyonu ortaya ¢ikar ve iskemik bolgenin reperfiizyonu SOR’un

artist ile iskemik hasarmn siddetini artirabilir. Bu nedenle I/R ile etkilenen dokunun
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antioksidan seviyesi ¢cok onemlidir (2,19). Insanlarda beyinde serbest radikallerin ve okside
molekiillerin direkt Slgiimii zor oldugundan, strokta potansiyel periferal marker olabilecek
baz1 biyolojik maddeler arastirilmaktadir. Lipid peroksidasyon iiriinlerinin anlamli artis1 ya da
plazmadaki baz1 antioksidanlarin anlamli azalig1 strok hastalarinda rapor edilmistir ve strokda

oksidatif stresin varligi bu belirtilerle degerlendirilmistir.

Noron-spesifik enolaz (NSE), beyin igin 6zgiil proteinlerden biri olup, gilikolitik yolda
2-fosfogliseratin fosfoenolpurivata doniisiimiinii katalize eden enolaz enziminin bir
izoenzimidir. NSE noronlar ve noroendokrin hiicrelerde yiiksek oranlarda mevcut olup beynin
total ¢oziilebilir proteininin %0.4-4’{inii olusturur. (84,85) Iskemik stroklu hastalarda serebral
noronal hasarin ilk haftalarinda serum NSE diizeylerinde artis oldugu gosterilmis ve iskemik
serebrovaskiiler hastaliklarda iskemik hasarin  kantitatif bir belirleyicisi olarak
kullanilabilecegi iddia edilmistir. Calismamizda kontrol grubunda diger gruplara kiyasla
(sham, ketamin, tiyopental ve propofol) NSE diizeylerindeki artig, kan beyin bariyerinin NSE
sizintisina sebep olacak derecede hasarlandiginin bir gostergesidir. Yapilan deneysel ve klinik
caligmalarda, iskemik strok sonrasinda BOS NSE diizeylerinin belirgin olarak yiikseldigi ve
bu yiikselmenin infarkt voliimii ile pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (87,88,89).
Immunohistokimyasal calismalarla NSE’nin infarkta ugramis noronlardan ekstraselliiler
stviya ve kana, ilk 1-2 giin i¢inde gegmeye bagsladig1 ve iskemiden 7-8 giin sonra bile serumda
yiiksek degerlerde kaldigi bildirilmistir. Stroku takiben BOS orneklemeleri pratik ve
uygulanabilir olmayacagindan erken donemde prognozu belirlemek i¢in serum NSE
seviyelerinin belirlenmesi daha pratik bir yaklasim olarak kabul edilmistir(86). Iskemik beyin
hasarinin akut donemdeki ndrobiokimyasal bir belirleyicisi olarak kabul edilen NSE diizeyi,
I/R sonrasi mortalite ve morbiditenin erken dénemde belirlenmesinde noninvazif bir yontem

olarak kulanilabilir.

Tim bulgularimizi karsilastirdigimiz zaman ketamin, tiyopental ve propofol Beyin
I/R hasarini azaltic1 etkisinin olabilecegi saptanmistir. Bu azaltici etkinin en fazla tiyopental
ve propofol gruplarinda oldugu tespit edilmistir. Ketamin ile MDA diizeyinde anlamli

diizelme olmasina ragmen patolojik bulgulardaki diizelme anlamli degildir.

Serebral iskemide kullandigimiz anestezik maddeler, noroprotektif etkisini beyin
dokularindaki oksidan diizeylerinin artmasini engelleyerek saglayabilecegi gosterilmistir.
Bulgularimiz benzer ¢alismalar ile desteklenirse propofol ve tiyopentan’in, akut inme ve/veya

serebral iskeminin eslik edebilecegi diger norolojik ve ndrosiriirjikal hastaliklarin tedavisinde
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yer alabilecegi diisiiniilebilir. Beyin I/R tedavisi hakkinda ek bilgiler elde edilecegi
diistiniilmektedir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde muhtemelen tedavi semalarinda ve
yontemlerinde farkliliklar olabilecektir. Ancak genis kapsamli klinik arastirmalara ve
anestezik maddelerin antioksidan etkilerin mekanizmalarini gdsterecek deneysel calismalara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bizim c¢alismamiz deneysel acidan bu etkinin arastirilmaya deger

oldugunu gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

1- Kontrol grubunda, sham grubuna kiyasla MDA degeri anlamli sekilde yiiksek,
histopatolojik tablo belirgin sekilde kotii bulunmustur ( p<0.05). Bu durum, uyguladigimiz

modelle serebral I/R hasar1 olustugunu gdstermektedir.

2- Tiyopental, kontrol grubuna kiyasla histopatolojik ve biyokimyasal olarak ratlarda olusan

serebral I/R hasarini azaltmaktadir ( p<0.05).

3- Propofol de kontrol grubuna kiyasla histopatolojik ve biyokimyasal olarak ratlarda olusan

serebral I/R hasarmi azaltmaktadir ( p<0.05).

4- Tiyopental ve propofol’un ratlarda serebral i/R hasarini azaltici etkisi ketamin ile

kiyaslandiginda hem histopatolojik hem de biyokimyasal olarak belirgindir ( p<0.05).

5- Tiyopental ve propofol karsilastirildiginda ise aralarinda histopatolojik ve biyokimyasal
olarak belirgin bir fark olusmamistir ( p>0.05). Fakat propofolden farkli olarak tiyopentalin
histopatolojik bulgular1 ketamine oranla daha iyidir ( p<0.05).

6- Ketamin ratlarda serebral I/R hasarma karsi histopatolojik olarak diizelme ( p<0.05)

saglamistir.

7- Kontrol grubunda, diger gruplara kiyasla NSE aktivitesi degeri anlamli sekilde yiiksek,

bulunmustur ( p<0.05). Bu durum, serebral hasarin olustugunu ifade etmektedir.
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