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OZET

DOGAN O. iskemik Strokta Oksidatif Stres ve Total Antioksidan Kapasite.
Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal, Uzmanlk Tezi,
Kirikkale, 2010

Strok, serebrovaskiiler hastaliga bagli ani olarak gelisen ¢esitli major ve bilinmeyen
mekanizmalarla olusan heterojen bir sendromdur. Serebral iskemi sonucu hiicre dliimii
ve doku hasarina neden olan karmasik hiicresel ve molekiiler pek ¢ok olay tetiklenir.
Iskemik strok gelismesinde oksidatif/nitrosatif stres en onemli mekanizmalardan biri
olarak kabul gérmiistiir. Serbest radikaller hiicre sinyal iletiminde ve pek ¢ok biyolojik
olayda rol oynarlar. Cesitli enzimatik reaksiyonlarda ve elektron tasima sisteminde ara
iriin olarak smirli miktarlarda tretilirler. Olusan serbest radikaller pek ¢ok antioksidan
tarafindan ¢esitli yollarla zararsiz hale getirilirler. Organizmada reaktif oksijen
iriinleriyle antioksidan savunma mekanizmalari belli bir denge igerisindedir. Bu
dengenin bozulmasi ve serbest oksijen radikalleri olusumuyla artan oksidan yikim;
iskemi, hiperoksijenizasyon ve inflamasyon gibi bircok olayda yer alarak cesitli
hastaliklarin patogenezinde ¢ok 6nemli bir rol oynar.

NO pek ¢ok fizyolojik durumda ve hastalikta anahtar bir role sahiptir. NO diisiik
diizeylerde beyinde faydali, diizenleyici ve noronal aktiviteyi koruyucu etkiler gosterir.
Yiiksek miktarlarda oksidatif stres ile ilgisine ilaveten hiicre hasarina neden olarak
oldiiriici bir etki gosterir.

Calismaya 22 iskemik strok hastasi, hipertansiyon ve diabetes mellitus nedeniyle takip
edilen 22 hasta ve 27 saglikli birey olmak lizere toplam 71 kisi alindi. Sikayetlerin
baslangicindan ilk 24 saat igerisinde hastaneye bagvuran ve ilk defa strok Oykiisii
bildiren iskemik strok hastalarindan 0, 24, 48, 72 ve 96. saat kan 6rnekleri alindi. Strok
Oykiisii ve herhangi bir sistemik hastaligi olmayan kisilerden saglikli kontrol grubu
olusturuldu. Hipertansiyon ve diabetes mellitus strok agisindan oldukc¢a onemli risk
faktorleri oldugundan, bu hastaliklarin her ikisine de sahip endokrinoloji polikliniginde

takip edilen hastalardan hasta kontrol grubu seg¢ildi.

111



Alman kan orneklerinden total antioksidan status (TAS), total oksidatif stres (TOS),
oksidatif stres indeksi (OSI), malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO), total siilfidril
gruplari (t-SH), ve siiperoksit dismutaz (SOD) diizeyleri 6l¢iildii.

Hastalarin 0, 24, 48, 72 ve 96. saatlerindeki MDA diizeyleri saglikli kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu.

Hasta 0, 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki NO diizeyleri hasta kontrol grubundan ve 96. saat
hari¢ saglikli kontrol grubundan yiiksek bulundu. iki kontrol grubu karsilastirildiginda
saglikli kontrol grubunun NO diizeylerinin hasta kontrol grubundan anlamli yiiksek
oldugu goriildii. Hasta TOS ve OSI 96. saat degerleri saglikli kontrol grubundan, 72 ve
96. saat degerleri hasta kontrol grubundan anlamli diisiik bulundu.

Antioksidan parametreler olan TAS, SOD ve t-SH diizeylerinde gruplar arasinda anlamli
diyebilecegimiz farkliliklar tespit edilemedi.

Hasta grubunda yapilan saatler aras1 karsilastirmada t-SH, NO, TOS ve OSI degerlerinde
anlamli farklar bulundu. Ozellikle strok sonrasi ilk 2 giin yiikselen TOS ve OSI
degerlerinin sonraki 2 giin boyunca azalmasi ilgi ¢ekici sonuglardan biriydi.

Sonug olarak iskemik strok fizyopatolojisinde en 6nemli mekanizmalardan biri olan
oksidatif/nitrosatif stres sonucu MDA ve NO’in arttig1 gézlemlendi. TOS degerlerinin
72 ve 96. saatlerde kontrol gruplarindaki degerlerin altmma inmesi ve ilk 2 giin yiikselen
TOS degerlerinin sonraki 2 giin boyunca azalmasinin mevcut patolojinin diizelmesine
reaktif bir yanit olabilecegi diisiiniildii. TAS, SOD ve t-SH’da anlamli diyebilecegimiz
degisikliklerin olmamas1 bize mevcut patolojinin antioksidan kapasitede belirgin
degisiklige yol agmayacak diizeyde oldugunu gosterse de, tiim bu veriler serebral
iskemik strokta daha ayrintili calismalar yapilmasi gerektigini destekler niteliktedir.
Ayrica Olciimlerin periferik kanda yapildigi disiinildiginde; bu Ol¢iimiin  doku
diizeyindeki hasar1 ne 6l¢iide yansittig1 ve dokuya spesifik farkliliklar olup olmadig da
arastirilmasi gereken diger hususlardan biridir.

Anahtar Kkelimeler: Iskemik strok, lipit peroksidasyonu, oksidatif stres, total

antioksidan kapasite
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ABSTRACT

DOGAN O. Oxidative Stress and Total Antioxidant Capacity in Ischemic Stroke.
Kirikkale University School of Medicine, Medical Biochemistry Department,
Thesis of Specialisation, Kirikkale, 2010

Stroke is a heterogeneous syndrome that progresses with various major and unknown
mechanisms and occurs suddenly due to the development of the cerebrovascular disease.
As a result of cerebral ischemia, many complex cellular and molecular events are
triggered which in turn result in cell death and tissue damage.

Oxidative/nitrosative stress has been recognized as one of the most important
mechanisms in the development of ischemic stroke. Free radicals play a role in cell
signaling and many biological events. They are produced in limited quantities as
intermediate products in various enzymatic reactions and the electron transport system.
Free radicals are rendered harmless with a variety of ways by antioxidants. Reactive
oxygen products and antioxidant defense mechanisms are in balance in the organism.
Distruption of this balance and increased oxidative degradation as a result of the
formation of free oxygen radicals play an important role in the pathogenesis of various
diseases by taking part in a variety of events such as ischemia, hyperoxygenation and
inflammation.

NO has a key role in many physiological conditions and diseases. At low levels, NO
exhibits useful, regulatory and protective effects of neuronal activity in the brain. At
high levels, in addition to its relation to oxidative stress, it shows a lethal effect by
causing cell damage.

A total of 71 people were enrolled in the study: 22 patients with ischemic stroke, 22
patients who have been closely watched due to hypertension and diabetes mellitus, and
27 healthy individuals. Blood samples were taken at 0, 24, 48, 72, and 96 hours from the
ischemic stroke patients who were admitted to the hospital within 24 hours of the onset
of symptoms reporting a history of ischemic stroke for the first time. A healthy control
group was formed from the people without history of stroke or any systemic disease.

Since hypertension and diabetes mellitus are very important risk factors of stroke, a



patient control group was selected from the patients who have been closely watched by
endocrinology clinic due to these two conditions.

The total antioxidant status (TAS), total oxidative stress (TOS), oxidative stress index
(OSI), malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), total sulthydryl groups (t-SH) and
superoxide dismutase (SOD) levels were measured in the blood samples. The MDA
levels of patients at 0. 24. 48. 72. and 96. hours were found to be
statistically significantly higher compared to those of the healthy control group.

The NO levels of the patients at 0. 24. 48. 72. and 96. hours were found to be higher
than those of the control patient group and those of the healthy control group except for
the 96. hour level in this healthy group. When two control groups are compared, NO
levels of the healthy control group were found to be significantly higher than those of
the patient control group. The 96. hour TOS and OSI values of the patients were found
to be significantly lower than those of the healthy control group and the 72. and 96. hour
values of the patient control group.

No significant differences were detected in the levels of antioxidant parameters of TAS,
SOD and t-SH when compared among the groups.

Significant differences were found in the t-SH, NO, TOS and OSI values when a time
comparison is made within the patient group.

It was especially an intriguing result to observe decreasing values of TOS and OSI for
two days which initially had increased for 2 days after the onset of stroke.

In conclusion, it was observed that MDA and NO increased as a result of oxidative /
nitrosative stress, one of the most important mechanisms in ischemic stroke
pathophysiology. The decline of TOS values below the values of control groups at 72.
and 96. hours and the decrease of TOS values for two days after an initial 2-day increase
immediately after stroke was thought to be a reactive response to the recovery of the
existing pathology. The absence of significant changes in TAS, SOD, and t-SH shows us
that existing pathology is in a state that will not lead to a significant change in the
antioxidant capacity, however all these data and results support the idea that further

detailed studies should be conducted in cerebral ischemic stroke.
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In addition, considering that the measurements were performed in the peripheral blood,
how well these measurements reflect the extent of tissue damage and whether there are
tissue-specific conditions are couple of points that should be studied.

Key words: Ischemic stroke, lipid peroxidation, oxidative stres, total antioxidant

capacity
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SIMGELER ve KISALTMALAR
Ca'?: Kalsiyum
NO: Nitrik Oksit
SOD: Siiperoksit Dismutaz
GPX: Glutatyon Peroksidaz
SAK: Subaraknoid kanama
TACT: Total anterior dolasim infarktlar
PACT: Parsiyel anterior dolagim infarktlar
POCT: Posterior dolasim infarktlari
LACI: Lakiiner infarktlar
TOAST : Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment
K': Potasyum
ATP: Adenozin Trifosfat
GA: Glutamat
NMDA: N metil D aspartat
CI': Klor
NOS: Nitrik Oksit Sentaz
O, : Siiperoksit Radikali
H,O, : Hidrojen Peroksit
"OH: Hidroksil Radikali
ONOO : Peroksinitrit
NO; : Nitrit
NO; : Nitrat
ROT : Reaktif Oksijen Tiirleri
Fe™*: Demir
DNA : Deoksiriboniikleik asit
RNA: Riboniikleik asit
RS": Tiyol
RCOO’: Organik peroksitler
cNOS: Konstitutif Nitrik Oksit Sentaz
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eNOS: Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
nNOS: Noronal Nitrik Oksit Sentaz

GMP: Guanozin Monofosfat

iNOS: Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
NAD(P)H: Nikotinamid-adenin Diniikleotid Fosfat
0O;: Ozon

MDA : Malondialdehit

LOOH : Lipid hidroperoksit

EC-SOD: Ekstraselliiler Siiperoksit Dismutaz
GSH: Glutatyon

TOS : Total Oksidan Status

TAS: Total Antioksidan Status

OSI : Oksidatif Stres Indeksi

t-SH : Total Siilfidril Gruplar1

GSSG : Okside Glutatyon

GST : Glutatyon S-Transferaz

VCl; : Vanadyum Kloriir

NEDD : N-(1-Naptil) Etilendiamin Dihidroklorit
HCI : Hidroklorik Asit

TBA : Tiyobarbitiirik asit

TMP : Tetrametoksipropan

EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit

DTNB : Dithio-2-nitrobenzoik asit

NGF: Nerve Growth Faktor



TABLOLAR

Tablo 2.1. Bamford ve ark.’larina gore iskemik inme alt gruplarmin siniflandirilmasi
Tablo 2.2. TOAST smiflandirmasi

Tablo 2.3. Serbest Radikal Tipleri

Tablo2.4. Daha potent reaktif iiriinleri olusturmada metal iyonlariin rolleri

Tablo 2.5. Reaktif Oksijen Uriinleri

Tablo 2.6. Reaktif Nitrojen Tiirleri (NO, NO,, NO ", NO ")

Tablo 2.7. Endojen antioksidanlar ve etkileri

Tablo 5.1. Calisma grubunun yas ortamalari ve cinsiyet dagilimlari

Tablo 5.2. Hasta, Saglikli Kontrol ve Hasta Kontrol T-SH, MDA, NO,SOD, TAS, TOS,

OSi (ort=SD)

X1



SEKILLER

Sekil 2.1. Iskemik Strok Fizyopatolojisi

Sekil 2.2. Serbest Radikallerin Etkileri

Sekil 2.3. Glutatyon Sentezi

Sekil 2.4. Oksidan ve Antioksidan Denge

Sekil 2.5. Oksidatif/Nitrosatif Stres

Sekil 2.6. Nitrik Oksit Sentaz

Sekil 5.1. Hasta grubu T-SH degerlerinin giinlerarasi degisimi

Sekil 5.2. Hasta grubu NO degerlerinin giinleraras: degisimi

Sekil 5.3. Hasta grubu Total Oksidatif Stres degerlerinin giinleraras1 degisimi

Sekil 5.4. Hasta grubu Oksidatif stres indeksi degerlerinin gilinlerarasi degisimi

Xii



1.GIiRIS VE AMAC

Ulkemizde néroloji kliniklerinde yatan hastalarin yarisindan fazlasmn tanisi olan
serebrovaskiiler hastaliklar tiim diinyada kardiovaskiiler hastaliklar ve kanserden sonra
en sik 6lim nedenleri arasinda ti¢lincii sirada yer alir. Tam iyilesmenin olmayisi ve uzun
donem sakatliga yol agmasinin yanisira aileler ve saglik kurumlar i¢in ¢ok biiyiik
sosyoekonomik ve emosyonel sorunlara yol agmakta ve 6nemli 6l¢iide is giicli kaybina
da neden olmaktadir (1,2).

Serbest radikaller hiicre sinyal iletiminde ve pek c¢ok biyolojik olayda rol
oynarlar. Cesitli enzimatik reaksiyonlarda ve elektron tasima sisteminde ara {iriin olarak
sinirli miktarlarda iretilirler. Organizmada reaktif oksijen {iriinleriyle antioksidan
savunma mekanizmalar1 belli bir denge igerisindedir. Bu dengenin bozulmasi gesitli
patolojik problemlere yol agmaktadir. Serbest oksijen radikalleri olusumuyla artan
oksidan yikim; iskemi, hiperoksijenizasyon ve inflamasyon gibi bir ¢ok olayda yer
alarak c¢esitli hastaliklarin patogenezinde ¢ok 6nemli bir rol oynar (3,4,5,6).

Beyin, yiiksek oksidatif metabolizma ve yogun glutamaterjik aktivite nedeniyle
pek ¢ok dokuya gore eksitotoksisiteye ve serbest radikal hasarina oldukg¢a duyarhidir (4).
Serebral iskemi fizyopatolojisinde, kalsiyum (Ca™) salmiminm, eksitotoksisitenin,
serbest radikal olusumu ve lipid peroksidasyonunu arttigr hizlanmaktadir. Dokularda
yaygin olarak bulunan nitrik oksit’in (NO) fazla miktarlarda olusmasi da hiicre hasarina
neden olmaktadir. NO zayif bir serbest radikal olmasma ragmen oksidan stresin arttig1
durumlarda toksik oksijen tiirlerine doniisebilir (4).

Fizyolojik kosullarda organizma serbest oksijen radikallerine karsi siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPX) ve katalaz gibi enzimatik, C ve E vitamini
gibi non-enzimatik cok sayida antioksidan tarafindan korunur. Yapilan pek ¢ok
calismada hayvanlara verilen g¢esitli antioksidanlarin stroktan kaynaklanan beyin
hasarmi azalttig1 gosterilmis ve serbest radikal reaksiyonlarini azaltmanin, dokulari post

iskemik hasardan koruyabilecegi belirtilmistir (5,6).



Calismamizda mortalite ve uzun siire sakatlik birakmasi agisindan iilkemiz i¢in
de olduk¢a sik rastlanan bir sorun olan, iskemik strok hastalarinda oksidan stres,
antioksidan kapasite ve NO diizeylerini 0l¢iip, stroksonrasi giinlerde (1-4 giin)
degisimlerini gozlemleyerek kontrol gruplari ile karsilagtirmali olarak iskemi strokta

oksidatif stres seyrini ve etkilerini degerlendirdik.



2. GENEL BILGILER
2.1. STROK (INME)

Serebrovaskiiler hastaliklar beyin damarlarinin bir veya birden fazlasini
ilgilendiren emboli veya trombiisle tikanma, damarin yirtilmasi, damar duvarinin
gecirgenliginin degismesi, kan akiminm vizkositesinin degismesi gibi herhangi bir
patolojik siire¢ sonucunda beyinde olusan bozukluklardir. Strok ise serebrovaskiiler
hastaliga bagli olarak, ani gelisen, fokal yerlesimli bir sendromdur (1,7).

Diinya Saglik Orgiitiine gore strok ozellikle 50-80° li yaslar arasim etkileyen,
hizla gelisen, serebral islevlerin fokal, bazen global bozukluguna bagl klinik semptom
ve/veya bulgulardir. Strokta vaskiiler nedenler disinda baska bir neden saptanmaz.
Semptomlarin 24 saatten uzun siirmesi veya 6liim gelismesi de diger kriterleridir (7,8).

Strok, yasa bagli olarak artan insidans oranlar1 ve degisik risk faktorlerine sahip
pek cok klinik alt tiplerin bir karisimidir (9).

2.1.1. STROK EPIDEMIYOLOJISI

Strok, diinyada yasli popiilasyonun artist ve risk faktorleri agisindan
degerlendirildiginde énemli bir mortalite ve morbidite nedenidir. Oliimle sonuglanan
hastaliklar arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Yapilan bir ¢ok c¢alismada iilkeler
arasinda farklilik gostermekle beraber ilerleyen yas ve erkek cinsiyette mortalite
oranlarinin daha yiliksek oldugu gosterilmistir (7,10-16). Strok geciren hastalarin 1/3’1
bir yil sonra Olmekte, 1/3’4 oOziirli kalmakta ve 1/3’i de kismi defektli olarak
iyilesmektedir. iInme bu acidan da en fazla sakathiga ve bagimliliga yol acan hastaliklar
arasindadir (15-18).

2.1.2. STROK INSIDANSI VE PREVELANSI

Yillik inme insidansi yaslara gore incelendiginde 55-64 yas arasinda 1.7-
3.6/1000, 65-74 yas arasinda 4.9-8.9/1000, 75 yas tlizerinde 13.5-17.9/1000°dir (7,12,19).
Nencini ve aa.yaptiklart ¢alismada 15-45 yas inme insidansim1i 10/100.000 olarak
bildirmislerdir (20).



Erkeklerde inme insidansi kadinlara gore 2-3 kat daha fazla iken ileri yaslarda bu
fark azalmaktadir(11,14,21). Siyah irkta da inme insidansi beyazlara gore daha yiliksek
bulunmustur (11,22).

Prevalans, eski ve yeni olgu sayismm risk altindaki kisi sayisina boliinmesiyle
elde edilir ve yasa bagh olarak artmaktadir. Bati iilkelerinde inme prevalans: 8/1000,
Japonya’da 20/1000 olarak bildirilmistir (7,11). Son yillarda yapilan g¢aligmalarda
ortalama yasam siiresinin uzamasina ragmen risk faktorlerinin daha iyi kontrol edilebilir
olmasina bagli olarak 6liim oranlarinin azaldig1 goriilmektedir (9,10,21).

Ulkemizde serebrovaskiiler hastaliklar nedeniyle hastaneye basvuran olgularin
yarisindan fazlasii stroklu hastalar olusturmaktadir. Niifusu giderek yaslanan bir iilke
oldugumuz diisiiniildiigiinde strok cok Onemli ve Onlenebilir saglik sorunu olmaya
devam etmektedir (1,23). Ancak hala strok ile ilgili yeterli ve saglikl1 verilerimiz yoktur.

Kumral ve arkadaglarinin 1998’de 2000 strok hastasinda yaptiklari calisma
iilkemizdeki en ayrintili ¢alismalardan biridir. Bu c¢alisma ile Ege Universitesi
Hastanesi’ne bagvuran 2000 hasta epidemiyolojik ve risk faktorleri agisindan
degerlendirilmistir. Yas ortalamas1 62,3 + 12 olan 2000 hastanin %55,6’smin erkek ve
%44,4’lnlin kadin oldugu goriilmiistiir. Strok hastalarinin nedenleri; %77’si iskemik
strok, %19’u intraserebral kanama ve %4’ subaraknoid kanama olarak bulunmustur
(23).

2.1.3. RISK FAKTORLERI

Serebrovaskiiler olay ve buna neden olabilecek risk faktorlerinin belirlenmesi,
prognoz tayini ve sekonder bir atakdan korunmak icin énemlidir. inme tiplerine gore
patolojik durumlar farklilik gdsterdiginden risk faktorleri de birbirinden farklidir. En
onemli risk faktorleri hipertansiyon, kalp hastalig, atriyal fibrilasyon, diabetes mellitus,
sigara ve hiperlipidemidir. Major risk faktorlerine ilave olarak oral kontraseptif
kullanimi, postmenopozal donemde Ostrojen verilmesi, alkol tiiketimi, pihtilagsma
bozukluklart ve azalmis fiziksel aktivite de sayilabilir(1,8,17,24,25).

Kumral ve ark’nin yaptigi ¢calismada iskemik stroklu hastalarda, hipertansiyon
(%63), hiperkolesterolemi (%37), diabetes mellitus (%35), iskemik kalp hastalig1 (%23),
atriyal fibrilasyon (%20) ve sigara (%17) risk faktorleri olarak siralanmaktadir (23).
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1- iskemik Inme Risk Faktérlerinin Simiflandirilmasi(24,25)
1-Degistirilemeyen risk faktorleri
- Yas (en 6nemli risk faktorlerindendir)
- Cinsiyet
- Ik
- Ailesel
2-Degistirilebilir risk faktorleri
a- Degistirildiginde inme 6nlenmesindeki etkileri kesinlesmis faktorler
- Hipertansiyon
- Diabetes mellitus
- Kardiyak hastaliklar
- Gegici iskemik ataklar
- Hiperkolesterolemi ve bazi alt lipid gruplarinin ytiksekligi
- Asemptomatik karotis stenozu
- Sigara
- Orak hiicreli anemi
b- Degistirildiginde etkisi kesinlesmemis faktorler
- Hiperhomosisteinemi
- Sol ventrikiil hipertrofisi
3-Etkisi kesinlesmemis risk faktorleri
- Gegirilmis inme Sykiisi
- Migren
- Oral kontraseptif kullanim1
- Alkol kullanim1
- Fiziksel inaktivite
- Obezite
- Diyet
- Hiperinsiilinemi ve insiilin rezistansi
- Stres

- Uyku apnesi



- Hemostatik faktorler

- Hiperiirisemi

- Hipotiroidi

- Enfeksiyonlar

- Sosyoekonomik 6zellikler

- Iklim ve mevsim (kis mevsiminde daha fazladir)

2.1.4. INMEDE ETYOLOJi VE SINIFLANDIRMA

Strok alt tiplerinin siniflandirmasinin klinik pratiklik, epidemiyolojik ve genetik
calismalar ve randomize akut klinik durumlar acisindan kullanilabilir 6zellikte olmasi
olduk¢a onemlidir. Strok lezyon bolgesine gore iskemik ve hemorajik (intraserebral
hemoraji ve subaraknoid kanama) olarak ikiye ayrilir (8,26).

Iskemik strok tiim inmelerin yaklasik olarak %80’ini, hemorajik inmeler de
%20’sini olusturur (13,27). Ulkemizde, Ege Universitesi’nde yapilan ¢alismada tiim
inmelerin %77’si iskemiktir, bunun %37’si ateroskleroza bagl inmelerdir (26). Iskemik

inmelerde ortalama yas 63 + 12, hemorajik inmelerde ortalama yas 59+12°dir (26).

2.1.4.1. HEMORAJIK STROK

Hemorajik strok, subaraknoid kanama ve intraserebral hemoraji olamak iizere iki
grupta incelenir (1,8). Subaraknoid kanama (SAK); damar i¢indeki kanin, beyin
omurilik sivisinin dolastigi subaraknoid aralia acilmasi demektir. SAK, tiim
serebrovaskiiler hastaliklarin yaklasik %10-11’ini olusturur. Willis poligonunu olusturan
bliyilik arterler tizerindeki anevrizmalar olgularin %85’inde kanama nedenidir (1,28,34).
Intraparankimal kanamalar; putamen, talamus-subtalamus, pons veya serebellumdadir
(34). Bu kanamalarin biiyiik ¢ogunlugu kiiciik damarlarin duvarinda hipertansiyona
bagl lipohyalin dejenerasyon, fibrinoid nekroz sonucu meydana gelen defektler ve
incelmeler sonucunda olusan zayif noktalardan yirtilan damarlardan meydana
gelmektedir. Hemorajik inmelerin yaklasik %20 kadarinin nedeni hala bilinmemektedir

(28,29).



2.1.4.2. ISKEMIK INMELER

Iskemik strok, beyin damarlarinda kan akimmnimn bozulmasi sonucu olusan hiicre
oliimii ve doku enfarkti ile bu damarin besledigi bolgenin fonksiyonlarina bagli olarak
gelisen norolojik sendromlarla kendini gosterir. Olusan noérolojik  bulgular
degerlendirilerek, infarkt yeri ve genisligini yansitan infarkt subtiplerinin belirlenmesi
ve dolayist ile prognozun tahmin edilmesi mimkiindiir. Bamford ve arkadaslar
tarafindan 1991°de gelistirilen smiflama bu temele dayanarak yapilmistir Bamford
simiflamasinda etyolojiye yer verilmez, klinik bulgular 6n planda tutularak lezyon yeri
ve bliylikliigiine gore iskemik inmeler 4 subtipe ayrilir (30).

Tablo 2.1.Bamford ve aa.’larina gore iskemik inme alt gruplarimin simflandirilmasi

1- Total anterior dolagim infarktlar1 (TACI)
2- Parsiyel anterior dolasim infarktlar1 (PACI)
3- Posterior dolasim infarktlar1 (POCI)

4- Lakiiner infarktlar (LACI)

Bu siniflandirmaya ilave olarak inmeler etyolojik olarak da subtiplere ayrilabilir.
Buna gore iskemik strok, aterotrombotik, kardioembolik ve lakiiner olmak iizere ii¢
klinik kategoriye ayrilir. Ancak bu ili¢ grupta da rahat¢a siniflandirilamayan hastalar
degisik yazarlar tarafindan farkli sekilde siniflandirilmaktadir. TOAST (Trial of Org
10172 in Acute Stroke Treatment) siniflandirmasi iskemik inme etyolojisinin bes
subtipini belirlemistir (24,26,31).
Tablo 2.2. Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment Siniflandirmasi

1 -Genis arter aterotrombozu

2- Kardiyoembolizm

3- Kiigiik damar okliizyonu

4- Strokun nadir goriilen etyolojileri

5- Etyolojisi smiflandirilamayanlar




Strok teshisi klinik bulgular esliginde BT/MR ile gorintileme, kardiak
gorintiileme, ekstrakranial arterlerin  goriintiilenmesi  gibi  pek ¢ok tetkik

gerektirmektedir (31).

2.1.5. STROK FIZYOPATOLOJISI

Viicutta metabolik olarak en aktif olan organlardan biri beyindir. Yaklasik 1500
gr agirligindaki beynin bu aktiviteyi saglayabilmek i¢in zengin bir kan akimina ihtiyaci
vardir. Yetigkin bir insanmn beyin dokusunda normal kan akimi her 100 g igin ortalama
50-65 mL’dir. Bu miktar biitiin beyin i¢in 750-900 mL/dk olup istirahattaki toplam kalp
debisinin %15’ini olugturmaktadir. Beynin metabolizmasina gore, kan akimi degiskenlik
gosterebilir ve farkli oranlarda oksijen-glukoz tiiketilebilir. Ornegin néron gévdeleri
acisindan zengin gri madde yliksek metabolizma ve yiiksek serebral kan akimma
sahiptir. Metabolik gereksinimleri yiiksek olan beyinde kapillerler damarlarin yogunlugu
fazladir. Beyinde perfiizyon basinci azaldiginda vazodilatasyon, perfiizyon basinci
arttiginda vazokonstriiksiyon ile serebral damarlar tarafindan kan akimi sabit tutulmaya
calisilir. Serebrovaskiiler otoregiilasyon olarak adlandirilan bu mekanizma ortalama
arteriel basincit 70-160 mmHg arasinda korurken, bu limitleri asan hipotansiyon ve
hipertansiyonda yetersiz kalir.

Beyin kan akimi 100 gr beyin dokusu i¢in dakikada 22 ml’nin altina diistiigi
zaman noronal diizeyde hiicre disfonksiyonu goriilmeye baslar ve 12 ml’nin altina
indiginde oliim gerceklesir. Kan akimi 8-9mL/100g/dk’nin altina distiigiinde siireden
bagimsiz olarak infarkt olusur (1).

Temel olarak iskemi 2 fizyopatolojik siirecten meydana gelir:

Birinci siireg; tikanmaya bagli beyin dokusunun oksijen ve glikozdan mahrum
kalmasidir.

Ikinci siirec; enerji iireten siireclerin ¢cdkmesi nedeniyle gelisen ve sonunda hiicre
membraninin par¢alanmasina yol acan bir dizi hiicresel metabolizma degisikligidir.

Iskeminin sonuglar, yani fonksiyonel ve reversibl mi, yoksa yapisal ve

irreversibl mi olacag iskeminin derecesi ve siiresine baglidir.



Iskemik stroklarin g¢ogunda kiiciik yogun iskemik merkez ve cevresinde
kollateral akimin bulundugu biiyiik bir halka bulunur. Buna ‘iskemik penumbra’ adi
verilir. Cevredeki alanda perflizyon diisiiktiir ancak kollateral akim sayesinde elektriksel
noronal islev bozuk olsa da hiicrelerde morfolojik degisiklikler olmamuistir, irreversibl
harabiyet acisindan riskli bir alandir. Bu alandaki iskemik beyin hasarmin sanildig1 gibi
kisa siirede olusmadigi da artik bilinmektedir. Penumbra alan1 dinamik bir alandir ve
belirli bir zaman aralifinda uygun tedavi yaklasimlari ile kurtarilabilinir. Bu yilizden
iskemik strokta terapotik girisimler i¢in hedef alan1 olusturmaktadir. Bu alanda hiicreler
4-6 saat canli kalabilmektedir ve iskeminin siddet ve siiresine bagli olarak dokuyu
infarkta dogru gotiiren ¢ok kompleks noronal, glial ve vaskiiler olaylar meydana
gelmektedir. Bu alanda hasarlanmis depolarize hiicrelerden hiicre disina K™ ¢ikis1 artar,
protein sentezi suprese olmustur, ATP azalmistir. Iskemik penumbra elektrofizyolojik
olarak aktiftir ve EEG’de yavaglama goriiliir. Bu periinfarkt depolarizasyonlar (ya da
iskemik depolarizasyonlar), iskeminin olusumundan sonraki bir saat i¢inde iskemik
cekirdegin hemen periferinden baslayip penumbraya dogru yayilmaya baslarlar. Boylece
penumbrada baslayan yikici reaksiyonlara karsi yasam savasi baslar. Baslangigta
fonksiyonel yetmezlik, metabolik degisiklikler, yapisal bozukluklar ve en son hiicre
olimiiyle doku nekrozu gergeklesir (1,4,32,33).

Iskemiye bagli néron Sliimii dort faz olarak 6zetlenebilir. Bunlar:

- Dakikalar i¢inde gergeklesen eksitotoksisite

- Saatler i¢inde gerceklesen peri-infarkt depolarizasyon

- Ginler i¢inde inflamasyon

- Apopitoz ve nekroz

Beyin, ihtiyac1 olan oksijen ve glukozu sistemik dolasimdan alir. Sistemik
dolasimdan serebral mikrosirkiilasyona gelen kan akimimin azalmasiyla ortaya ¢ikan
iskemiden birka¢ dakika sonra biyokimyasal bulgular goriiliir. Beynin enerji
metabolizmasi bozulur, anaerobik glikoliz olusur. Yiiksek enerjili fosfatlar tiikenir ve
membran iyon pompasi iflas eder. intraselliiler ortamda kalsiyum, sodyum, klor ve su
birikir, eksitoksik norotransmitterlerin salinimi artar, laktat ve hidrojen iyonlar

birikmeye baslar. Laktik asidoz ortaya ¢ikar. Serbest radikaller olusur, lipaz ve proteaz
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enzimlerinin salinimi artar ve hiicre 6limi olusur. Bu fizyopatolojik olaylar sirasinda
dakikalar ve saatler i¢inde sitotoksik 6dem gelisir ve bu durum reversibl olabilir. 24-72
saat sonra iskemik 6dem giderek artar ve yaklagik 5. giin maksimum diizeylere ulasir
(1,4,32,33,34).

Bu fazlarda rol alan, majér mediator intraselliiller sitozolik Ca™un kontrolsiiz

yiikselisi, asidoz ve serbest radikallerin artigidir (4).

SEREBRAL ISKEMI

Dolasllmm bozulmas / N& )
o~
N

mitokondri

ATP - .
l l 02 ./NO Sitokrom ¢ salinimi
Na*/K* pompa yetersizligi . l
Ca?" kanallarinin aktivasyonu ONOO Kaspaz yolu
l { kaspaz 3)
Glutamat salinimi nitrozatif l
oksidatif stres DNA hasari
\ ROS lhasarl
Eksitoksitite Apoptozis
: STROK

Sekil 2.1. Iskemik Strok Fizyopatolojisi (35)
2.1.5.1. Glutamat Eksitotoksisitesi

Beyindeki en énemli eksitatdr ndrotransmitterlerden biri glutamik asittir (GA). In
vitro ve in vivo deneysel caligmalarda asiri miktardaki eksitator aminoasitlerin ve
analoglarmin norodejenerasyona yol actigi gosterilmistir (34). Bu duruma “GA
eksitoksisitesi” denmektedir. GA’m normalde intraselliler konsantrasyonu,
ekstraselliiler konsantrasyonundan ¢ok daha yiiksektir ve bunu saglayan GA tasiyici

sistemin aktivitesidir. Iskemiye maruz kalan ndronlarda ise dakikalar i¢inde ATP
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azalmasi ile birlikte olusan noronal membran depolarizasyonu bu sistemi etkileyerek
GA’1n ekstraselliiler konsantrasyonunun artmasina yol acar (4,35).

Ekstraselliiler glutamat artis1 kalsiyum kanallarindan olan NMDA (N-Metil D
Aspartat) ve non-NMDA reseptorlerinin asiri aktivasyonuna yol acar. Normalde
magnezyum ile bloke halde bulunan ve eksitotoksisiteden sorumlu olan NMDA reseptor
kanali, voltaja bagimlidir. Iskemik dokuda ndronal membranlarda NMDA ve non-
NMDA reseptorlerinin asin aktivasyonuyla noron i¢ine Na’, CI™ ve su girisi artar;
hiicrede sisme meydana gelir. Ancak iskemi sirasinda artmis asidite NMDA
reseptoriiniin asirt aktivitesini inhibe eder. Aktivasyonun daha uzun siirmesi durumunda
hiicre igine giren Ca”, fosfolipaz A, ve kalpain gibi diger Ca"*’a bagimli enzimlerin
aktivasyonuna ve serbest radikal olusumuna neden olur. NMDA reseptorleri yakinindaki
bolgelerde lokal olarak Ca™ yiikselir. Ca™ artismin, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimini
aktive etmesi 6nemli mekanizmalardan bir digeridir. Eksitotoksinler mitokondride asir
miktarda Ca™ birikmesine yol acar; bu da enerji yoksunlugu, sitokrom ¢ salmmmi ve
stiperoksid olusumunun artisina yol agarak eksitotoksik néron olimiini tetikleyebilir

(4,32,35.36).

2.1.5.2. Kalsiyum Sitotoksisitesi

Ca"™ iyonunun intraselliiler artis1 durumunda normal fizyolojik proseslerin asiri
stimulasyonu ile néronal harabiyet olusur. Iskemide ATP kaybi ile hizli olarak, masif
intraselliiler Ca™ artis1 olur. Hiicre igine kalsiyum girisinin NMDA ve voltaj-kapili Ca™
kanallartyla oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii iskemi ile meydana gelen depolarizasyon
sonucu her iki kanal da aktive olmaktadir. Intraselliiler kalsiyumun artis1 ndron iginde
Ca™’a bagimli birgok enzimin (lipaz, proteaz, endoniikleaz) aktive olmasina yol agar.
Bu enzimlerin aktivasyonu genel olarak serbest radikal olusumu, lipid peroksidasyonu
ve protein yikimma neden olarak noronun harabiyetine neden olur. Serbest radikal
olusumu Ca' atilimma engel olarak siireci kisir dongiiye sokar. Ayrica mitokondrideki
Ca™ artisinin mitokondri membranin1 daha da hasarlayacagi, enerji azligmi artirip

serbest radikal olusumunu artiracagi diistiniilmektedir (1,4,35).
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Inflamasyon

Iskemik strokta, saatler i¢inde inflamatuar bir reaksiyonun tetiklendigi ve
semptomlar ortaya ciktiktan sonraki giinlerde de devam ettigi goriilmektedir. Lokosit
infiltrasyonu sonucu mikroglia ve astrositlerden sitokinler (Tiimor Nekrozis Faktor-a,
interldkin-1) salinir. inflamatuar cevabin énemli gdstergelerinden olan sitokinler endotel
hiicreleri, 10kositler ve plateletlerden adezyon molekiillerinin (selektin, integrin)
salmimmi artirirlar. Endotele yapisan lokositler kan akim hizinin yavaslamasina neden
olur. Aktive lokositlerden sitokin, oksijen radikalleri ve proteazlarin salinimi hizlanir.
Fosfolipaz aktivasyonuyla 16kotrienler, eikosanoidler ve platelet aktive edici faktdrlerin
sentezinde artis meydana gelir. Tim bu mekanizmalar sonucunda iskemik doku
harabiyeti daha da artar. Noron 6liimii tetiklenir (1,4,35).

Apopitoz

Programlanmig hiicre oliimiidiir. Genetik kontrol altinda gelisen apopitoziste
hiicre kendi oliimiinde etkili olan proteinleri sentezlemektedir. Hiicre iginde Ca™ ve
serbest radikallerin artis1 apoptozisi indiikler. Kaspaz olarak adlandirilan proteolitik
enzimler apoptoziste hiicre Oliimiiniin gerceklesmesinde olduk¢a Onemli bir role

sahiptirler (1,4,35).

2.2. Serbest Radikaller

Atom, proton ve notronlardan olusan g¢ekirdek ve cekirdegin etrafinda donen
elektronlardan olusur. Elektronlar enerji seviyelerine gore orbitallere yerlesmislerdir.
Pauli ekskliissyon ilkesine gore her bir orbitalde spinleri zit yonde iki elektron
bulunmalidir (37,38). Serbest radikaller, bir ya da daha fazla ortaklanmamis elektron
iceren atom veya molekiillerdir. Elektriksel olarak pozitif yiikli, negatif yiikli veya
yiiksliz olabilirler, yart Omiirleri olduk¢a kisadir. Bu tiir maddeler ortaklanmamig
elektronlarindan dolay1 oldukga reaktiftirler. Radikal olmayan maddeler ile reaksiyona
girerek (rediikte veya okside ederek) yeni radikal olusumuna yol agabilirler ve bdylelikle

zincir reaksiyonunu bagslatirlar (39-42,54).
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Tablo 2.3. Serbest radikal tipleri (54)

Radikal tipleri Ornekler
Hidrojen merkezli Hidrojen atomu(H")
Karbon merkezli CCly’
Sulfur merkezli Glutatyon tiyol(GS")
Oksijen merkezli 0", 'OH, lipid-O,~
Delokalize elektron Phenoksil,

C¢Hs0O’, NO’

Biyolojik sistemde olusan radikaller organik veya inorganik molekiiller halinde

bulunurlar. Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron igeren atom, atom grubu veya

molekiiller serbest radikal olarak tanimlanirlar. Ancak Fe™, Cu™, Mn" ve Mo" gibi

gecis metalleri de ortaklanmamis elektronlara sahip olduklari halde serbest radikal

olarak kabul edilmezler. Fakat bazi reaksiyonlardaki katalizor etkilerinden dolay1 serbest

radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar(41).

Tablo 2.4. Daha potent reaktif iiriinleri olusturmada metal iyonlarimin rolleri (54)

0" Fe/Cu

H,O» Fe/Cu

Lipid peroksitler Fe/Cu
Thiols (RSH) Fe/Cuve O,
NAD(P)H Fe/Cuve O,
Askorbik asit Cu/Fe
Katekolaminler, Fe/Cu/Mn

Otooksideedilebilir molekiller Fe/Cu/Mn

‘OH

‘OH

RO’, RO,

0,", H,0,, RS’,
NAD(P)’, O;", H,O»
Semidehidroaskorbat,
‘OH, H,0,

0,", Hy;0,  'OH,

Semikinonlar

Serbest radikallerin baslica kaynagi molekiiler oksijendir (O,). O, paralel spin

durumlu iki ortaklanmamis elektrona sahiptir ve diradikal olarak adlandirilir. Diradikal
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yapisindaki oksijen, radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girer (41,42).
2.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Organizmada gegis metallerini (Fe™ ve Cu™ gibi metaller) igeren enzimler
vasitastyla molekiiler oksijene tek elektron transferi suretiyle oksidasyon reaksiyonlari
meydana gelir. Molekiiler oksijen, diradikal dogasmin bir sonucu olarak yiiksek

derecede reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusturma egilimindedir (42).
Stiperoksit radikali (Oz._) oksijenin bir elektron almasiyla olusur. Eger iki

elektron transfer edilirse olusan {iiriin hidrojen peroksittir (H,O;). Hidrojen peroksit
radikal olmadig halde kuvvetli oksidan bir maddedir. Ikiden fazla elektron alabilir ve
olduk¢a sitotoksik iiriinlere déniisme 6zelligine sahiptir. Ferro demir (Fe'™) tigiincii
elektronunu hidrojen perokside transfer ederse O-O bagi kirilarak, su ve hidroksil
radikali olusur. ‘OH radikali en gii¢lii serbest radikaldir (36,41).

Olusan reaktif ara tirlinlerin hepsi radikal degildir (39-41). Bu 6zellikleri ile
reaktif oksijen {Uriinleri iki ana baslik altinda incelenmektedir. Radikal olmayan
bilesiklerin de kimyasal aktivitesi oldukca yiiksektir (36,39,40,41,44,45).

Tablo 2.5. Reaktif Oksijen Uriinleri

RADIKALLER RADIKAL OLMAYANLAR
0,°"  Siiperoksit H,0, Hidrojen peroksit

*OH  Hidroksil '0, Singlet oksijen

HO,® Hidroperoksil HOCI  Hipoklordz asit

RO*®*  Alkoksil ONOO" Peroksinitrit radikali
ROO°® Peroksil 0O; Ozon

NO®  Nitrik oksit LOOH Lipit hidroperoksit
NO,*  Azot dioksit

2.2.1.1. Siiperoksit Radikalleri(O;")
Molekiiler oksijenin tek elektronla indirgenmesiyle olusan siiperoksit radikali

biitiin aerobik hiicrelerde bulunur. Hem oksitleyici hem de rediikleyici 6zellige sahiptir.
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Elektron transport zinciri insan viicudunda en biiyiik siiperoksit kaynagidir. Indirgenmis
gecis metallerinin oto-oksidasyonu sonucunda da siiperoksit radikali olusabilir (39-41).
O, te—» O,
Asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve geg¢is metalleri iyonlarinin giicli
bir indirgeyicisi olmasidir. Stiperoksit radikali diisiik pH degerlerinde daha reaktifdir ve

oksidan perhidroksi radikali (HO,") olusturmak iizere protonlanir. Siiperoksit radikali

perhidroksi radikaliyle reaksiyona girince biri okside olur digeri indirgenir ve molekiiler
oksijen ve hidrojen peroksit meydana gelir (39-41,54).

HO + 0, + H ——» 0,+ H,0,

Siiperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO") ile
birlesmesi sonucu bir reaktif oksijen tiirii olan peroksinitrit (ONOOi) meydana gelir.
Peroksinitrit, nitrit (NOzi) ve nitrat (NO37) olusturmak iizere metabolize edilir.
Peroksinitrit, azot dioksit (NO,"), hidroksil radikali (‘OH), nitronyum iyonu (NO,") gibi
toksik triinlere donisebilir ki nitrik oksitin (NO") zararli etkilerinden peroksinitrit

sorumludur (36,39-41).

2.2.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin etrafindaki molekiillerden iki e almasi veya siiperoksit
radikalinin bir ¢ almasi sonucu olusur.
0, +2¢ +2H L H,0,

O, +e¢ +2H ____ , H,0,

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iiretimi, siiperoksidin (02'7)
dismutasyonu sonucu olur. Dismutasyon sonucu spontan ya da siiperoksit dismutazin
kataliziyle, iki siiperoksit iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni
olusturur (39-41,54).

Hidrojen peroksid eslesmemis elektronu olmadigr icin serbest radikal degildir.
Buna ragmen ROT kapsamina girer ve serbest radikal reaksiyonlarinda énemli rol oynar.
Ciinkii Fe™ veya diger gegis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu, siiperoksit
radikalinin (O,) varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici

serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (HO") olusturur (36,39-41,43,54).
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Fe™” + H,0, JFe™ +"OH + OH " (Fenton reaksiyonu)

O, +H,0, ___ , O,+OH+ OH (Haber-Weiss Reaksiyonu)

Stiperoksit radikalinin lipid solubilitesi smirlt oldugu halde hidrojen peroksit
lipid solubldur. Bu nedenle hidrojen peroksit olustugu yerden uzakta, hasar olusturabilir
(39-41,54).

2.2.1.3. Hidroksil Radikali COH)

Hidroksil radikali ("OH), Fenton veya Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksitten olugsmaktadir (37,46-48).

Hidroksil radikali son derece oksidan ve yarilanma omrii ¢cok kisadir. Cok reaktif
oldugu i¢in lipid, protein ve niikleik asitler (DNA ve RNA) basta olmak iizere hemen
hemen biitiin hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedir. Non-radikal biyolojik
molekiillerle zincir reaksiyonlar baslatir. ‘OH radikali DNA’nin piirin ve pirimidin
bazlar ile reaksiyona girerek, baz modifikasyonlarina yol agabilir. Hasar ¢ok kapsamli
olursa hiicresel koruyucu sistemler tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun sonucunda
mutasyonlar ve hiicre 6liimleri meydana gelir (39-41,46,54).

Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton
kopararak tiyol radikalleri (RS’), karbon merkezli organik radikaller (R’), organik
peroksitler (RCOQO") gibi yeni radikallerin olugsmasina ve sonugta biiyiik hasara neden

olur (41,54).

2.2.1.5. Singlet O, ('O,)

Yapisinda ortaklanmamis elektronu bulunmadigindan serbest radikal degildir
ancak serbest radikal reaksiyonlarini baslattigindan serbest radikal simifina dahil
edilmistir. Singlet O,, oksijenin elektronlarindan birinin verilen enerji sonucu kendi
doniis yoniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi
olusabilecegi gibi siiperoksit radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit

ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir (39-41).
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Tablo 2.6. Reaktif Nitrojen Tiirleri (NO, NO,, NO *, NO )

NO Nitrik oksid NO* Nitrozil katyon
OONO Peroksinitrit NO", Nitrojen dioksid
ONOOH Peroksinitroz asid ~ N»O3 Dinitrojen trioksid
NO Nitroxyl anyon HNO, Nitroz asid
NO,Cl Nitril klorid

2.2.1.6 Nitrik Oksit (NO)

NO renksiz ve son derece toksik olan atmosferik bir gazdir ve yar1 6mrii ¢ok
kisadir. NO; bir atom azot ile bir atom oksijenin ¢iftlesmemis elektron vererek
birlesmesinden meydana gelmistir ve bu yilizden radikal tanimina uymaktadir. NO
lipofilik o6zellikte olup, oksijensiz ortamda oldukg¢a stabildir ve suda ¢oziiniir. Diger
radikallerden farkli olarak diisiikk dozlarda toksik degildir bir¢ok dokuda fizyolojik
stireclerin kontroliinde yer alan 6nemli bir sinyal molekiiliidiir. Norotransmisyon, immiin
direng, apoptozis kontrolii gibi birg¢ok siiregte rol alir. Biyolojik etkilerini hem gruplari,
stilfidril gruplari, demir ve ¢inko gibi hedef molekiillerde gosterir. NO endotel hiicresi,
sinir hiicresi, makrofaj, trombosit, diiz kas hiicresi ve birgok hiicrede L-Argininden nitrik
oksit sentetazlar (NOS) olarak adlandirilan bir dizi enzim tarafindan sentezlenir.

NOS
L-arginint+ O, —— sitriillin + NO’

NOS fiziko-kimyasal ve kinetik 6zelliklerine gore iki gruba ayrilir.

a- Konstitutif (yapisal) nitrik oksit sentetaz (cNOS): Ozellikle damar
endoteli, periferik ve santral sinir sistemi gibi dokularda lokalizedir. eNOS ve nNOS
olarak iki izoformu dokularda her zaman mevcuttur, ancak aktif degildir. Hiicre i¢i
iyonize Ca™ konsantrasyonunun arttig1 durumlarda enzim aktiflenir. Bu yiizden, normal
biyolojik sistemlerde diisiik miktardaki NO sentezinden sorumludur (47-51).

nNOS kaynakli NO: Santral sinir sisteminde néromodiilator olarak gorev yapar,
sinapslarin sekillenmesine yardimer olur, koku alma, gérme, agriyr algilama, hafizanin

olugsmasi gibi islevlerde rol oynar.
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Periferik sinir sisteminde, ndrotransmitterdir, solunum fonksiyonlarinda, penil
ereksiyonda, gastrointestinal sistem motilitesinde, mesane sfinkter islevinde ve tim
dokularin kan basin¢larinin ve akis hizinin diizenlenmesinde rol alir.
eNOS kaynakli NO: Kan damar1 tonusunun ayarlanmasi, kan basincmnin diizenlenmesi
ve vazodilatasyondan sorumludur. Endotel kaynakli NO bilinen en gii¢lii vazodilatordiir.
Trombositlerde c-GMP diizeylerini yiikselterek hem invivo hem invitro olarak trombosit
adezyon ve agregasyonunu inhibe eder.

Lipid peroksit radikalleriyle tepkimeye girerek, hiicre ici lipid oksidasyonundaki
otokatalitik reaksiyon zincirini bozarak antioksidan ve anti-aterosklerotik etki olusturur.
Diisiik konsantrasyonlarda lipid peroksidasyonunu artirabilir.

Stiperoksit radikalleriyle etkilesir. Siiperoksit fazlaliginda peroksinitrite bagl
olarak proaterojenik etki olusabilir. NO fazlaliginda ise peroksinitritin prooksidan etkisi
NO’nun antioksidan etkisi ile baskilanir ve bu yolla antiaterojenik etki saglanir (52).

Indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS): Makrofaj, 16kosit, damar endotel
hiicrelerinde sentez edilmektedir. Aktivasyonu Ca™’a bagimh degildir. Spesifik
sitokinlerle aktivasyon sonucu NOS indiiksiyonu ve NO sentezi gerceklesir. Indiiksiyon
sonrasi NO sentezi saatlerce hatta giinlerce devam edebilir. Ozellikle nonspesifik
immiinitede énemli rol oynar. Hiicrenin genel yapismda mevcut degildir. iskemide

oldugu gibi hiicrenin sitokinler ile temasini takiben {iretimi uyarilir (47-51).

2.2.3. Bashca Serbest Radikal Uretim Kaynaklar1

Serbest radikaller gesitli dig kaynakli etkilerle olusabildigi gibi organizmada
normal fizyolojik kosullarda gergeklesen oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari
sirasinda da olusan iriinlerdir. Serbest radikal olusturan kaynaklar endojen ve ekzojen

olmak tizere iki gruba ayrilabilir (39,41,43).

2.2.3.1. Endojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklar
Metabolizmada normal sartlar altinda, bazi biyokimyasal olaylarin cesitli

basamaklarinda serbest radikaller olugmaktadir. Her ne kadar serbest radikal yapisina
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sahip maddelerin organizmaya zarar verme potansiyelleri varsa da, bazi metabolik
olaylarin ilerleyebilmesi i¢in bunlarin olusmasi kaginilmazdir. ROT hiicrede araliksiz
olarak iiretilmektedir. Hiicre organellerinin her biri farkli miktarda radikal olusumuna
sebep olurlar. Kullandigimiz oksijenin yaklasik %3-5"1 serbest oksijen radikaline ¢evrilir
(42,53).

- Mitokondriyal elektron transport sistemi fizyolojik kosullar altinda serbest radikal
iiretiminin en 6nemli kismini olusturmaktadir.

- Peroksizomlar gii¢lii hidrojen peroksit kaynagidir.

- Endoplazmik retikulumda ve nilikleer membranlarda bulunan sitokrom P—450
molekiiler oksijeni kullanarak bir ¢ok substrati oksitler.

- Arasidonik asit metabolizmasi

- Fagositoz

- Hemoglobin gibi metalloproteinler, monoaminler, hormonlar, tiyoller, doymamis
membran lipitlerinin otooksidasyonu.

- Glikojen oksidaz, ksantin oksidaz, NAD(P)H oksidaz, diamin oksidaz, iirat oksidaz
gibi enzimlerin katalizledigi oksidan reaksiyonlar (39,41,43,53).

2.2.3.2. Ekzojen Serbest Radikal Uretim Kaynaklari

Ekzojen nedenlere bagli olarak serbest radikaller olusabilir. Cesitli yabanci
toksik maddeler hiicrede serbest radikal iiretimini artirirlar. Bu maddeler ya dogrudan
serbest radikal iretirler ya da serbest radikallerin ortadan kaldirilmasint saglayan
antioksidan aktiviteyi diisliriirler. Serbest radikal olusumunun ekzojen kaynaklar
arasinda sigara, pestisitler, ¢oziiciiler, petrokimya iriinleri, ilaglar, alkol, giines 1sinlari,
stres, X-1sinlart hatta yiyeceklerde bulunan bazi bilesikler en oOnemlileridir. Agir
bedensel aktivite de oksijen kullanimindaki artigla beraber radikal olusumunu

artirmaktadir (39,43).

2.2.4. Serbest Radikallerin Etkileri
Oksijen radikalleri fazla sayida olmadikca patolojik etkileri baslamaz.

Enflamasyon, radyasyon, yaslanma, normalden yiiksek parsiyel oksijen basinci (pO,),
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ozon (03) ve azot dioksit (NO;"), kimyasal maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin
etkisiyle  reaktif oksijen {riinlerinin arttig1 iyi bilinmektedir. Serbest radikaller
hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi biitiin 6nemli bilesikleri ile
tepkimeye girerek hiicrede islev bozuklugu yaparlar (41).

Serbest oksijen radikallerinin tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasart olur.
Hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) ve serbest radikallerin artisi hiicre hasarmnin
onemli bir nedenidir. Iskemi ve sonrasinda reperflizyon da reaktif oksijen tiirlerinin
artisina bagh olarak iskeminin olusturdugu hiicre hasarmi artirir. Serbest oksijen
radikallerinin neden oldugu hiicre hasarinin birgok kronik hastaligin komplikasyonlarma
katkida bulundugu diistiniilmektedir. Aterogenez, amfizem/bronsit, Parkinson hastaligi,
Duchenne tipi muskiiler distrofi, gebelik preeklampsisi, serviks kanseri, alkolik
karaciger hastaligi, hemodiyaliz hastalari, diabetes mellitus, akut renal yetmezlik, Down
sendromu, yaslanma, serebrovaskiiler bozukluklar, iskemi/reperflizyon injiirisi gibi
durumlarda serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasar1 s6z konusudur (42).
Sekil 2.2. Serbest Radikallerin Etkileri
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2.2.4.1. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri
ROT ne kars1 hiicrelerin en hassas kisimlari lipitlerdir. Membran lipitlerindeki

doymamis yag asitlerinin ROT tarafindan oksidasyonu lipit peroksidasyonu olarak
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bilinmektedir. Lipit peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu
seklinde ilerler ve oldukg¢a zararlidir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L¢)
ve lipid peroksit radikallerinin (LOO¢®) olusmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) neden
oldugu hiicre hasarin énemli bir 6zelligi olarak kabul edilir.

Serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonuna "nonenzimatik lipid
peroksidasyonu" , arasidonik asit metabolizmasi sonucu olusan serbest radikallerin
neden oldugu lipit peroksidasyonuna ise “enzimatik lipit peroksidasyonu”denir (41,46).

Lipit peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge c¢ift baglardan bir
elektron igeren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ile membranda lipit radikali olusur.
Lipid radikali (Le) dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid
radikallerinin (L*) molekiiler oksijenle (O,) etkilesmesi sonucu lipit peroksit radikalleri
(LOOe+) ve molekiil i¢i ¢ift bag pozisyonlarinin degismesiyle konjuge dien yapilar
olusur. Lipit peroksit radikalleri (LOO¢), membran yapisindaki diger poliansatiire yag
asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acarken kendileri de agiga
¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipit hidroperoksitlerine (LOOH) dontisiirler. Boylece
olay kendi kendini katalizleyerek devam eder.

Lipit peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerinin (LOOH) gec¢is metalleri iyon
katalizi ile aldehid ve diger karbonil bilesiklere doniismesiyle sona erer. Olusan
bilesiklerden biri olan malondialdehid (MDA), membranlarda ¢apraz baglanma ve
polimerizasyona neden olarak esneklik kaybi, iyon transportu, enzim aktivitesinde
bozukluklar ve hiicre yilizey determinantlarinin agregasyonu gibi pek ¢ok patolojiye yol
acar. Lipit peroksidasyon iiriinleri 6l¢iimiinde tiyobarbitiirik asit reaksiyonu, konjuge
dienlerin UV absorbsiyonu, oksijen tutma yeteneginin Ol¢iilmesi gibi pek ¢ok metod
kullanilmaktadir. Ayrica, olusan dien konjugatlariyla lipit hidroperoksitlerinin ve son
iiriinlerden etan ve pentan gibi gazlarin dl¢iimii de son yillarda lipit peroksidasyonunun
bir gdstergesi olarak degerlendirilmektedir (39,41,54).

Sonugta hiicre zarinin akiskanligini ve permeabilitesini azaltarak zar
biitiinligliniin bozulmasina yol acarlar. Lizozomal membranlarin hasart hidrolitik
enzimlerin salinmast ve intraselliiler sindirimle sonuglanir. Biriken hidroperoksitler

direkt olarak toksik etki gostermenin yani sira duyarli aminoasit kalmtilarini (methionin,
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histin, sistein, lizin) okside eder veya zincir polimerizasyon reaksiyonlariyla enzimleri
inaktive edebilirler. Lipit peroksidasyonu sonucu olusan membran hasart geri
dontistimstizdiir (41,46).

Nonenzimatik lipit peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt
olarak membran yapisina ve tirettigi reaktif aldehitlerle indirekt olarak diger hiicre
bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina ve bir ¢ok hastaliga neden olur. Lipit
peroksidasyonu ateroskleroz, kanser ,diyabetes mellitus, MI gibi birgok hastaligin ve

yaslanmanin patogenezinde 6nemli rol oynar (41).

2.2.4.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Serbest radikal harabiyetine kars1 lipidlerden daha az hassasiyet gosteren
proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenme derecesi icerdikleri amino asit
kompozisyonlarina baglidir. Proteinin hiicresel lokalizasyonuna ve radikalin toksisite
glictine gore protein hasarinin boyutlart degisebilir. Doymamis bag ve kiikiirt iceren
amino asitlerden (triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi)
meydana gelmis proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki
sonucunda Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller meydana
gelir. Bu reaksiyonlar sonucu yapilari bozulan proteinler normal fonksiyonlarini yerine
getiremezler. Enzimler de protein yapisinda olduklarindan enzim aktivitelerinde de
(glutatyon rediiktaz, gliseraldehid 3 fosfat dehidrogenaz gibi) degisiklikler meydana
gelir (39,41,54).(90-a)

2.2.43. Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Iyonize edici radyasyon sonucu iyonlar, serbest radikaller ve aktif molekiiller
meydana gelir. Olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve
oliime yol acarlar. Sitotoksisite, bilyiik oranda, ya niikleik asit baz modifikasyonlarindan
olusan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger bozukluklara baglhdir. 8-oxo-D-

guanozin mutasyona yol acan en énemli lezyonlardan biridir (39,41,54,55).
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2.2.44. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle olusan iiriinler ¢esitli patolojik
stireclerde Oonemli rol oynarlar Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen
peroksid, peroksitler ve okzoaldehitler meydana gelirler. Olusan bu {iriinler diabet
patogenezinde olduk¢a 6nemlidir. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanip
capraz baglar olusturabilirler ve antimitotik etki gosterirler (41,54).

2.2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Organizmada okside olabilecek maddelerin (protein, lipid, karbonhidrat, DNA)
oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar denir (45,56).
Normal hiicre metabolizmasi sirasinda olusan serbest radikaller, karisik bir antioksidan
savunma sistemi ile smirlandirilir. Boylece antioksidan savunma sistemi serbest
radikallerin diisiik-sabit konsantrasyonlarda kalmalarini saglar. Antioksidanlar etkilerini
baslica iki sekilde gosterirler (45,56).
A- Serbest radikal olusumunun énlenmesi
-Baslatici reaktifleri uzaklastirict etki.
-Oksijeni uzaklastirict veya konsantrasyonunu azaltict etki.
-Katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirici etki.
B-Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi
1) Toplayic1 etki
2) Bastiric etki
3) Zincir kirict etki
4) Onarici etki

Antioksidanlar, hiicre lokalizasyonuna gore; intraselliiler ve extraselliiler,
fonksiyonuna gore; radikal olusumunu Onleyen ve radikallerin dokulardaki etkilerini
onleyen, yapisina gore de enzimatik ve non-enzimatik olarak siniflandirilabilirler

(53,54).
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Tablo 2.7. Endojen Antioksidanlar ve Etkileri (41,42,53,57)

ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR
Siiperoksit dismutaz
Katalaz
Glutatyon peroksidaz
Glutatyon rediiktaz
Mitokondrial sitokrom oksidaz

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz

NONENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR
a-tokoferol
B-karoten
Melatonin
Askorbik asit
Urat
Glukoz
Bilirubin
Sistein
Seruloplazmin
Albumin
Transferrin
Ferritin
Laktoferrin
Haptoglobulin
Hemopeksin
Koenzim Q
a-lipoik asit
Urik asit
Kreatin

ETKILERI

0, anyonunu detoksifiye eder

Yiiksek konsantrasyonda H,O, detoksifikasyonu
Diisiik konsantrasyonda H,0O, detoksifikasyonu
Okside glutatyonun indirgenmesi

Radikal olusumunu 6nler.

NADP"’in NADPH’a doniismesi

ETKILERI

Lipit peroksidasyon zincirini kirar

Radikal tutar, singlet oksijeni baskilar

‘OH ve O," tutar

E vitamininin rejenerasyonu, "OH ve ‘O, tutar
Radikal tutar, metal baglar.

‘OH tutar

Peroksil radikali tutar

Elektron vererek organik molekiilleri indirger.
Bakir baglar, O, detoksifikasyonunu saglar.
LOOH ve HOCI tutucu, hem ve bakir1 baglar.
Dolasimdaki demiri baglar.

Dokudaki demiri baglar.

Diisiik pH’da demir baglar.

Hemoglobin baglar.

Hem baglar.

ETS’ de gerekli bir kofaktordiir.

‘OH, singlet oksijen, NO tutar

‘OH, peroksil, singlet oksijen tutar.

Mitokondri biyoenerjitiklerini korur.




2.2.5.1. Enzimatik Antioksidanlar
2.2.5.1.1. Siiperoksit Dismutaz

Antioksidan savunmanin ilk basamagini, stiperoksidin H,O,’ ye dismutasyonunu
katalizleyen siiperoksit dismutaz enzimi olusturur. Spontan olarak da meydana gelebilen
bu reaksiyonun hizi SOD varliginda 4000 kat artar (41,58).

SOD

20," +2H° — > H,0, + 0>

Memelilerde SOD’ 1 ii¢ tipi bulunmaktadir. Bunlardan ilki dimerik yapidaki
sitozolde ve mitokondrial membranin i¢ boliimiinde yer alan Cu-Zn SOD enzimidir.
Ikinci tip mitokondrial matriks ve kismen sitoplazmada bulunan, tetramerik yapidaki
mitokondrial Mn SOD ve iligilinclisii ekstraselliiler alandaki EC-SOD’dir. Genelde
hiicrede sitozolik Cu-Zn SOD daha fazla miktarlardadir. Her ii¢ SOD ayn1 reaksiyonu
katalizler (41,58).

Genel olarak SOD enzim sistemi, antagonistik olmaktan ¢ok, organizmay1
serbest radikal hasarmna kars1 koruyucu bir sistemdir. Oksidan stresin arttig1 bazi klinik
durumlarda, aktivitesini arttirarak koruyucu etkinligini devam ettirmeye calisir
(39,41,56).

Oksijen kullanimi yiiksek olan dokularda aktivitesi yiiksektir ve doku pO, artist
ile artar. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda siiperoksit
iretimi olmasma ragmen bu enzim sayesinde intraselliiler siiperoksit diizeyi diisiik

tutulur (6,41).

2.2.5.1.2. Katalaz
Katalaz, dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Sitozolde ve daha ¢ok
peroksizomlarda bulunur. Hidrojen peroksitin, molekiiler oksijen ve suya doniisiinii
katalizler (6,41).
2H,0, ﬂ, 2H,0 + O,
Oksidatif stresin fazla oldugu durumlarda oldukga efektiftir. Ozellikle glutatyon

miktariin kisith ve azalmis GPx aktivitesinin bulundugu durumlarda 6nemli olup,
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adaptif hiicre cevabinda oksidatif strese tolerans gelisiminde Onemli bir rol oynar

(6,41,42,59).

2.2.5.1.3.Glutatyon Peroksidaz

Hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin detoksifikasyonundan sorumludur. 4 tane
selenyum atomu igerir ve tetramerik yapidadir. Sitozolik bir enzim olan glutatyon
peroksidaz, hidrojen peroksit ile kolesterol ve yag asidi hidroperoksitlerine etki ederek
su ve lipid alkol olusumuna yol acar. Oksidatif stresin diisiik diizeylerde oldugu
durumlarda en 6nemli korunma sekli GPX/ Glutatyon sistemidir.

GSH-Px
H,0, + 2GSH ——— GSSG + 2H,0

GSH-Px
ROOH + 2GSH— GSSG + ROH + H,0O

Bu reaksiyonda indirgeyici olarak kullanilan glutatyon (GSH) glutatyon
distilfide (GSSG) okside olur. Olusan GSSG glutatyon rediiktaz ile tekrar GSH’a
dontisiir (41,59).

Glutatyon
rediiktaz

GSSG + NADPH + H —— 2GSH + NADP"

Glutatyon proteinlerdeki SH gruplarinin korunmasi ve bazi reaksiyonlarda
koenzim olarak gérev almasinin yani sira amino asitlerin transportunda, protein ve DNA
sentezinde de Onemli rol oynar. Sitozolde bulunan glutatyon-S- transferazlar
selenyumdan bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi gostererek serbest radikallerin
etkilerinden korunmada ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonundan sorumludurlar
(41,55,60).

GST
ROOH + 2GSH— GSSG + ROH + H,0
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Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) enzimi esas olarak
membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger. Membrana bagli en Onemli
antioksidan vitamin E yetersiz oldugu zaman PLGSH-Px membranin peroksidasyona
kars1 korunmasini saglar (41,55,57).

PLGSH-Px
HzOz + GSH —_—> GSSG + 2H20

PLGSH-Px
ROOH + 2GSH — » GSSG+ROH + H,O

PLGSH-Px
PLOOH + 2GSH — » GSSG+PLOH + H,0

GSH-Px'in aktivitesindeki azalma veya azalmig glutatyon, hidrojen peroksit ve

lipid peroksitlerinin artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol agar (41,59).

2.2.5.1.5. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Elektron transport zincirinin son enzimidir ve siiperoksidi (O, ™) detoksifiye eder.
Fizyolojik sartlarda siirekli olan normal bir reaksiyondur, bu yolla yakit maddelerinin
oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji liretimi saglanir. Ancak ¢ogu zaman
stiperoksit (O,™) tiretimi mitokondriyal sitokrom oksidaz enziminin kapasitesini asar ve
bu durumda diger antioksidan enzimler devreye girerek siiperoksidin (O,”) zararli
etkilerine engel olurlar (41).

02'_ +4H + 4¢° - > 2H,0

2.2.5.2. Enzimatik Olmayan molekiiler Antioksidanlar
2.2.5.2.1. Glutatyon (GSH)

GSH, glutamik asit, sistein ve glisinden olusan, intraselliiler konsantrasyonu daha
fazla olan bir tripeptiddir. Cok 6nemli indirgeyici ve antioksidan olan glutatyon, serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur.
Bunun disinda, proteinlerdeki -SH gruplarmin rediikte halde tutulmasi, bazi

reaksiyonlarda (glioksilaz reaksiyonu, formaldehid dehidrogenaz gibi) koenzim olarak
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gorev almasmin yaninda amino asitlerin transportunda, protein ve DNA sentezinde de
(tiol-distilfit degisimi) 6nemli rol oynar (41,57,60).

Slulamal
Sistein F

I.l'
H"‘ rGlutamilsisiein senletar
ATP

ADP i-F'_,....———:}IF_

y =-Shamilsistein

Glisin— ““a

ATP T—— |

Siutatyon sentataz

—

ADP+P =+

Indingenmis glutatyon

MADP " o e i T H, O,

Giutatyon reddktaz rf&'mtrﬁgpﬂmﬂdaz
MADPH - 2ZHO
a CHsithenmis glul atyon
: (Glutatyon disOIfid}
i ATP
IsHEMI
ADPsPe |
*

Salgulanma

Sekil 2.3. Glutatyon Sentez ve Siklusu (60)

GSH intraselliiler konsantrasyonu fazla olan bir tiol’diir ve GSH’un GSSG’e
oksitlenmesi hiicredeki en 6nemli tiol-disiilfid indirgenme reaksiyonlarmnin kaynagidir.
Tim bunlar GSH’in saghgmm devaminda olduk¢ca Onemli bir faktdor oldugunu
gostermektedir (55,57).

Glutatyon ve glutatyon metabolizmasi antioksidan savunma i¢in doku ve kanda

mutlaka gereklidir (41,55).
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2.5.2.3.Askorbik Asit

C vitamini suda ¢dzinen en giiclii  antioksidandir.  Insanlarda
sentezlenemediginden diyetle alinmasi gerekir. Askorbik asit semidehidroaskorbat
radikal ara {iriinii tizerinden kolayca dehidroaskorbik aside okside olur. O,, "OH, singlet
oksijen ile kolayca reaksiyona girerek onlan etkisizlestirir. Semidehidroaskorbat da
antioksidan etki gosterir. C vitamini, antioksidan aktivite boyunca tokoferoksil
radikalinin, a-tokoferole indirgenerek rejenere olmasini saglar (41,43,61,62).

C vitamini, antioksidan etkileri yaninda oksidan etki de gosterir. Askorbik asit
proteine bagh ferrik demiri uzaklastirarak ya da dogrudan indirgeyerek Fenton
reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkilesmeye ve sonunda hidroksil radikali (‘OH)
olusturmaya uygun ferr6z demire donistiiriir. Bu 6zelliginden dolay1 C vitamini, serbest
radikal reaksiyonlarinin 6nemli bir katalizorli veya bir prooksidan olarak degerlendirilir.
Ancak bu etkisinin sadece diisik konsantrasyonlarda gorildigli, yiliksek

konsantrasyonlarda gii¢lii bir antioksidan oldugu bulunmustur (41,43,62).

2.2.5.2.2.Vitamin E (a —Tokoferol)

E vitamini yagda eriyen, tokoferol yapisinda ¢ok giiclii bir antioksidandir. Hiicre
zar1 fosfolipidlerinde bulunan poliansatiire yag asidlerini serbest radikal etkisinden
koruyan ilk savunma hattini olusturur. E vitamini, siiperoksid ve hidroksil radikallerini,
singlet oksijeni, lipid peroksi radikallerini ve diger radikalleri indirger. Lipid
peroksidayonunun  zincir reaksiyonu, vitamin E’nin zincir kiric1  etkisiyle
sonlandirilabilir.

Vitamin E katildig1 reaksiyonlar sirasinda radikal formuna doniisse de, askorbik
asit, glutatyon ve koenzim Q (ubikinon) tarafindan tekrar aktif haline dondiiriiliir.
Glutatyon peroksidaz ve E vitamini serbest radikallere karsi birbirlerini tamamlayici etki
gosterirler. Enzim olusmus olan peroksitleri ortadan kaldirirken E vitamini peroksitlerin
olusumunu sentezini (41,55,62).

Deneysel olarak olusturulan beyin iskemisinde E vitamini seviyesinin azaldigi

gorilmustiir (41,62).
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2.2.5.2.4. Karotenoidler

Vitamin A’nin 6n maddesi olan B-Karotenin singlet oksijeni bastirabildigi,
stiperoksit radikalini temizledigi ve "OH, alkoksil ve peroksil radikalleriyle direkt olarak
etkileserek antioksidan ozellik gosterdigi ve lipit peroksidasyon zincir reaksiyonunu
onleyebildigi saptanmistir. Singlet O, uzaklastirict olarak bilinen en gii¢lii karotenoid

likopendir (41,62).

2.2.5.2.5.Melatonin

Melatoninin lipid ¢6ziiniirliigliniin fazla olmasi nedeniyle doku ve hiicrelere
kolayca girebilen, sentezi karanliga bagli bir hormondur. Son ¢alismalar melatoninin
hiicre ¢ekirdeginde yiiksek miktarlarda bulundugunu gostermistir.

Melatonin giiclii bir radikal siipiiriicii olmasmnin yani sira, radikaller {izerinde
dolayli etkilere de sahiptir. Melatonin, hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px
enzimini aktive ederek, O, radikalini H,O;’ ye katalizleyen SOD aktivitesini arttirarak,
oksidatif stres esnasinda katalaz aktivitesindeki azalmay1 onleyerek ve NOS enzimini

inhibe ederek, antioksidan etki gostermektedir (41,62).

2.2.6. Total Oksidan Status (TOS)

Bilinen pek c¢ok metodla serum ya da plazmadaki oksidan molekiillerin
konsantrasyonlart ayr1 ayr Olctilebilmektedir. Oksidan stresin arttigi durumlarda artan
bu molekiillerin oksidan etkileri birbiri iizerine eklenebilir. Ayrica tek tek Slglimden
ziyade total Ol¢limiin daha pratik olacag: diisiiniilerek tiim oksidanlarin durumunu

yansitabilecek bir yontem gelistirilmistir. Bu metodla in vitro TOS o6l¢limil

yapilabilmektedir (63,64,65).

2.2.7. Total Antioksidan Status (TAS)

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada Olgiilebilir pek ¢ok
antioksidan bulunmaktadir. C ve E Vitamini, albumin, bilirubin, iirik asit gibi
antioksidan molekiiller ve SOD, katalaz, GSH-Px gibi antioksidan enzimler hiicreleri

oksidan ajanlarin zararli etkilerinden korumaktadir. Antioksidan molekiiller de
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oksidanlar gibi tek tek ol¢iilebilmektedir. Ancak bu sekilde zaman kaybi1 ve maliyet
acisindan daha karmasik metodlar gerektirmektedir. Son zamanlarda gelistirilen TAS
metoduyla enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlarin durumu tespit edilebilmektedir.
TAS c¢esitli reaktif oksijen ve nitrojen radikallerine karsi organizmanin antioksidan
savunma etkisini bir biitiin olarak gosterir (64-66).
2.2.8. Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Organizmadaki oksidan/antioksidan dengeyi gosterir. TOS degerlerinin TAS

degerlerine ylizde cinsinden oranlanarak bulunur ve oksidatif stresin derecesinin

gostergesi olarak kullanilir (67,68).

OSI1(%)= 100 x (TOS)/(TAS)
Olksidatif stres ommmb A ntigksidan sistem

|| Hicre glami I

Sekil 2.4. Oksidan ve Antioksidan Denge (60)
Iskemik Strok ve Oksidatif Stres

Serbest radikallerin serebral dolasimda fizyolojik ve patolojik durumlardaki
etkileri ¢ok iyi bilinmektedir. Normal sartlarda olusan siiperoksit anyonu ve {iriinleri,
oksijen homeostazisini diizenlerler, cGMP aktivasyonuyla serebral dolasimda
vazodilatator olarak goérev yaparlar ve boylece lokal kan akiminin artisinda oldukca
onemli bir role sahiptirler, immiin cevabin olusmasinda, noronal hiicrelerde nerve
growth faktor (NGF) iletiminde ve stimiilasyonunda etkilidirler (53,69). Serbest

radikallerin hiicre hasar1 olusturabilmesi i¢in asiri miktarda olusmasi veya antioksidan
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mekanizmalarin yetersiz olmas1 gerekir. Beyin, viicut oksijeninin %20’sini kullanir.
Oksijen {riinleri toksik olduklarindan dolayr noral dokular diger organlara kiyasla
oksidatif hasara daha aciktir. Oksidatif metabolik aktivite hizinin yiiksek olmasi,
antioksidan sistemdeki yetersizlikler ve lipid igeriginin fazla olmasi, gibi nedenlerden
dolay1 oksidatif strese kars1 oldukca sensitiftir (4,46,56,69). Iskemide, serbest radikaller
ile oksidan ve antioksidan denge oksidatif stres lehine bozulur. Ksantin oksidaz,
NAD(P) oksidaz, aragidonik asit metabolizmasi, monoamin oksidaz ve mitokondrial
solunum zinciri gibi hiicresel oksidatif metabolik progesler sonucu siiperoksid anyonu
(0;7), hidrojen peroksit (H0,), hidroksil (OH) radikallerinin olusumu artar(70).
Hiicredeki intraselliiler kalsiyum artis1 ile aktive olan enzimlere bagli gelisen
serbest oksijen radikalleri artisi, ndrondaki oksidatif stresin esas nedenidir. Hidroksil
radikali ve siiperoksid iyonu asinn reaktiftir ve niikleik asidlere, lipidlere,
karbonhidratlara ve proteinlere baglanarak onlart zedeler. Serbest radikallerin
olusturdugu hasarda DNA tamir enzimleri ve bazi transkripsiyon faktorleri de hedef

olabilir (4,35,56,69,70).

Oksidatif :e“:;'_‘
eaksiyonu
stres . 2 N
MADPH-Cxidase Fe Fe

02}»0' |:‘> H,0, “" OH-

GSH
o ED GSH P
Lipid

Hzo +0, peroksidasyonu
Protein
oksidasyonu
ONOO-‘:> OH: | DNA hasarn

Sinyal
transddksiyonu
NOS Apoptozis

L-Arjinin ==> NO-

NO'ya bagh
stres

Sekil 2.5. Oksidatif/Nitrosatif Stres (35)
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Nitrik Oksit ve Iskemik strok

NO pek ¢ok fizyolojik durumda ve hastalikta anahtar bir role sahiptir. NO diisiik
diizeylerde beyinde faydali, diizenleyici ve beyindeki noronal aktiviteyi koruyucu etkiler
gosterir. Yiiksek miktarlarda oksidatif stres ile hiicre hasarina neden olarak oldiiriicii bir
etki gosterir (35,36,43,52,70,71).

Santral sinir sisteminde NO glutamat ile yakin iliski igindedir. iskemide glutamat
saliniminin artist ile hiicre i¢i kalsiyum diizeyleri artar. Hiicre i¢i artan kalsiyum
diizeyleri kalsiyum bagimli pek ¢ok enzimin (fosfolipaz A, kalpain, proteazlar)
aktivasyonuna neden olur. Bu enzimlerin aktivasyonu sonucunda membran lipidlerinin
peroksidasyonu, proteinlerin lizisi meydana gelir (70,71).

Hiicre i¢i kalsiyum artist NOS enzimini de wuyaran en Onemli
mekanizmalardandir. NOS yapisal (cNOS) ve uyarnilabilir (iNOS) olmak iizere iki ana
grupta incelenebilir. Yapisal NOS olan néronal NOS (nNOS) ve endotelyal NOS
(eNOS) kalsiyum bagimli enzimlerdir. Intraselliiler kalsiyum artis1 ile nNOS aktive olur
ve serbest radikallerin salinimi artar (43,49,70,71).

Endotelyal NO salindig1 bolgede, diiz kas hiicrelerine diffiize olup cGMP
olusumunu artirir, diiz kaslarda meydana gelen gevseme kan akis hizini arttirarak iskemi
sonrast koruyucu mekanizmalardan birine neden olmaktadir. iskemi sonrasi eNOS
aktivitesini artiran sebepler hala tam olarak anlasilamamstir. Iskemi ile ag1ga ¢ikan ve
endotelden NO salimimmi direkt olarak uyaran gesitli molekiillerin bu mekanizmada
etkili oldugu distiniilmektedir. Endotel hiicreleri {iizerinde reseptorleri bulunan
asetilkolin, bradikinin, endotelin, serotonin gibi fizyolojik molekiillerin NO salinimma
yol agtig1 diisiiniilmektedir. Endotelyal NO vaskiiler tonusu diizenlemesinin yaninda,
trombosit agregasyonunu ve lokosit adezyonunu azaltarak mikrovaskiiler sirkiilasyonu
diizenler (72).

iNOS kalsiyum bagimli degildir, basta makrofajlar olmak {izere l6kosit, damar
diiz kaslari, damar endoteli ve astrositler tarafindan iiretilebilir. Patolojik siireclerde
ortaya ¢ikan iNOS iskemi sonras1 24-72 saatte inflamatuar hiicreler ile mikrogliada NO
dretimini arttirmaktadir. Artan NO’in siiperoksit radikaliyle tepkimesi sonucu

peroksinitrit sentezlenmektedir. Bu siire¢ sitotoksik inflamatuar yaniti olusturur. iNOS
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intraseliiler kalsiyum degisikliklerinden bagimsizdir ve ge¢ ama uzun siireli NO artiginin
kaynagidir. nNOS ve eNOS iskemi baslangicindaki artigdan hemen sonra azalmaktadir.

Olusan peroksinitritin (ONOQO’), NO’e bagli hiicre 6liimiinde ana mekanizmalardan biri

olabilecegi diisiiniilmektedir (48,49,51,52,56,70,71,72).

H

Sitozolik T Ca?* ——> 1tNOS =—>

L-Arjinin + O,

H,0, +0," NO" + Sitrilin

ONOO

OH + OH

Sekil 2.6. NOS (35)
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Kullanilan Arag ve Geregler
1. Olympus AU400 biyokimya otoanalizorii
Spektrofotometre (u Quant, Biotek Instruments Inc,USA)
Benmari (Niive ST402,Tiirkiye )
Mikro 22 R Hettich santrifiij Cihaz1 (Almanya)
Niive NF1OODR sogutmali santrifiij (Tiirkiye)
Hassas Terazi (Shimadzu AY220,Kyoto,Japonya)
Vortex (Velp Scientifica,Italya)
EL*50 otomatik strip yikayici (Biotek Instruments Inc.USA)
Otomatik pipet (100,1000 pl ve 50-300 pl 8’1i otomatik pipet )
Otomatik Pipet Uglari

e A O T

—_
_ O

Dispensor

_.
e

Manyetik Karistiric1 (Velp Scientifica,Italya)
13.  Shaker (IKA- Schuttler MTS 2 Almanya)
3.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve ¢ozeltiler
1. Tiyobarbitiirik asit (TBA) (Sigma)

Asetik Asit (Merck)

Sodyum dodesil Siilfat (Merck)

Vanadyum Kloriir (VCL3) (Merck)
Sulfanilamid (Merck)

Hidroklorik Asit (HC1) (Merck)

Sodyum Nitrat (Sigma)

Sodyum Asetat (Carlo Erba)
Dithio-2-nitrobenzoik asit (DTNB) (Sigma)

A A A S

_.
e

Tetrametoksipropan (TMP) (Sigma)

p—
—

Tris (Hidroksimetil)-aminometan (Merck)

N-(1-Naptil) Etilendiamin Dihidroklorit (NEDD)(Sigma)
Etilendiamin tetraasetik asit disodyum tuzu (EDTA)(Merck)
Glutatyon (Rediikte)(Merck)

—_— =
> wn
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15.  Metanol (Merck)

16.  Etanol (Grup Deltalar)

17.  Toplam Antioksidan Status kiti (Rel Assay Diagnostics, Baran Medikal)
18.  Toplam Oksidan Status kiti (Rel Assay Diagnostics, Baran Medikal)

19.  Superoksit Dismutaz kiti (Cayman Chemical Company, U.S.A )

3.3. YONTEMLER

Bu c¢alismaya Subat-Eyliil 2009 tarihleri arasinda, daha once iskemik atak
Oykiisii olmayan ilk defa bu sikayetlerle hastaneye bagvuran yas ortalamasi 64414 olan
22 (12 erkek ve 10 kadm) iskemik strok hastasi alindi. Kontrol grubu olarak yas
ortalamasi1 5949 olan saglikli 27 kisi (12 erkek ve 15 kadin) ve iskemik strok agisindan
risk faktdrii olan hipertansiyon ve diabetes mellitus nedeniyle takip edilen yas ortalamasi
59+12 olan 22 kisi (12 erkek ve 10 kadin) ¢alismaya dahil edildi.

Daha 6nce strok oykiisii olmayan ve sikayetlerinin baslangicindan sonraki ilk 24
saat i¢cinde hastaneye basvuran iskemik strok hastalar1 caligmaya alindi. Hastaneye
basvurdugu anda alinan vendz kan 0. saat olarak kabul edildi. Hastalar 4 giin boyunca
takip edildi. Bu siire¢ i¢inde 24, 48, 72 ve 96. saatlerde de kan 6rnekleri alindi. Saglikli
kontrol grubu daha o6nce strok Oykiisii ve herhangi bir sistemik hastaligi olmayan
kisilerden olusturuldu. Hasta kontrol grubu da hipertansiyon ve diabetes mellitus strok
acisindan oldukg¢a dnemli risk faktorleri oldugundan, bu hastaliklarin her ikisine de sahip
endokrinoloji polikliniginde takip edilen hastalardan se¢ildi. Alinan vendz kanlar 3000
RPM’de 10 dakika santrifiij edildi, serumlar1 ayrildi ve tiim 6mekler ¢alisma yapilincaya
kadar -80 ‘C’de saklandi.

Calisma grubu ve her iki kontrol grubunda; 6rnek alimi sirasinda herhangi bir
sistemik hastaliginin olup olmadigy, yasi, cinsiyeti ve ilag kullanimi sorguland1

Toplanan serumlardan; Malondialdehit (MDA), Nitrik oksit (NO), total siilfidril
gruplart (t-SH), superoxide dismutase (SOD) manuel olarak c¢alisildi. Total Oksidan
Status (TOS), Total Antioksidan Status (TAS) diizeyleri Olympus AU 400 biyokimya
otoanalizdriine uyarlanarak calisildi. Oksidatif Stres Indeksi (OSI); TAS ve TOS

sonuglar1 kullanilarak hesaplandi.
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SERUM MDA DUZEYLERININ OLCULMESI

Yagi’nin metodu modifiye edilerek calisildi (73).

Reaktifler:

1. % 8,1 w/ v, Lauryl Siilfat: 0,81 g Lauryl Siilfat 10 mL distile suda ¢6ziildii.

2. % 20 v/v, pH 3,5 Asetik Asit : 18 mL Asetik asit, 2,3 g Sodyum Asetat pH
ayarlanarak toplam hacim 100 mL olacak sekilde hazirland:.

3. % 0,53 w/v, TBA: 530 mgTBA 100 mL distile su i¢inde ¢oziildii.

Standartlar: 10 pmol / mL standart i¢in 82 uL. TMP, 40 mL distile su ve 40 damla
konsantre HCI karistirildi, distile su ile total hacim 50 mL’ye tamamlandi. Bu standart
¢Ozeltiden;

50 nmol/mL, 25 nmol/mL, 12,5 nmol/mL, 6,25 nmol/mL, 3,125 nmol/mL, 1,562
nmol/mL olacak sekilde diliisyonlar hazirlandi.

Yapihs:

- Vidali kapakl tiiplere 50 pL numuneleri ve standartlari pipetledikten sonra 50 pL
Lauryl Siilfat, 375 pL Asetik asit, 375 L. TBA ve 150 pL distile su eklendi. Reaktif
kori igin bir tiipe 50 pL Lauryl Siilfat, 375 pL Asetik asit, 375 pL TBA ve 200 pL
distile su pipetlendi.

- Tipler kanstirilip agizlan sikica kapatilarak 95°C’ye getirilmis benmaride 1 saat
bekletildi.Bulaniklik olmamasi i¢in 3500 rpm’ de 10 dakika santriftij edildi.

- Ust fazlardan numune alinarak primer dalga boyu 532 nm, sekonder 700 nm olacak
sekilde bikromatik Ol¢iim yapildi. Standartlar kullanilarak ¢izilen grafikten numune
MDA konsatrasyonlart nmol / mL cinsinden hesaplanda.

SERUM NO DUZEYLERININ OLCULMESI

Miranda ve arkadaslarinin metoduna gore ¢alisildi (74).

Reaktifler:

1. 80 mL Etanol

2. VCIl; :400 mg VCIz , 45,85 mL distile su i¢ine eklenip, 4,15 mL konsantre HCI
ile 50 mL’ye tamamlandi.

3. % 0,1 NEDD: 10 mg NEDD 10 mL distile suda ¢oziildii.
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4. % 2 Sulfanilamid % 5 HCI icinde hazirlandi: 200 mg Sulfanilamid, 8,864 mL
distile suya eklendi. 1,136 mL konsantre HCl ile 10 mL’ye tamamlandi.

Standartlar: 17 mg Sodyum Nitrat 100 mL distile suda ¢ozilerek 2 mM
konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltiden;

50 wmol/L, 25 pmol/L,12,5 pumol/L, 6,25 umol/L, 3,125 umol/L olacak sekilde
diliisyonlar hazirlandi.

Yapihs:

Deproteinizasyon:

- 100 pL serum 300 pL Etanol ile eppandorf tiip i¢inde vortekslendi.

- +4°C’de 3000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

Analiz Analiz korii
Numune, Standart 100 puL 100 puL
VCh 100 puL 100 uL
Sulfanilamid 50 uL _
NEDD 50 uL _
Distile su 100 puL

- Deproteinizasyon sonucu olusan siipernatandan ve standartlardan 100 pL analiz ve
numune kori kiivetine pipetlendi.

- Her iki kiivete 100 pL VCl; eklendi. 50 pL Siilfanilamid ve 50 uL NEDD analiz
kiivetine eklendi. 100 pL distile su numune korii kiivetine kondu.

- 30 dakika 37°C’de inkiibasyon sonrasi 540 nm’de mikroplate okuyucuda absorbans
Olglimii yapildi.Analiz absorbanslarindan kor absorbanslart ¢ikarildi. Standartlar
kullanilarak ¢izilen grafikten numune NO konsantrasyonlar1 pmol/L cinsinden
hesaplandi, sonuglar diliisyon faktorii (4) ile carpildi.

SERUM TOTAL SH DUZEYLERININ OLCULMESI

Sedlak ve arkadaslarinin metodu modifiye edilerek ¢alisildi (75).

Reaktifler:

1. 0,2 M, pH 8,2 Tris Tampon: 605,5 mg Tris, 186,1 mg EDTA 15 mL distile suda

¢oziillip pH ayarlandi ve voliim distile su ile 25 mL’ye tamamlandi.
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2. DTNB, 0,01 M: 3,9635 mg / mL olacak sekilde metanol ile ¢oziildii. Bu ¢ozeltiden 1
mL hazirlandi.

3. Sodyum Dodesil Siilfat, % 0,5: 500 mg Sodyum Dodesil Siilfat toplam hacim 100
mL olacak sekilde distile suda ¢oziildii.

*Renk Reaktifi: 1 birim DTNB+ 79 birim Sodyum Dodesil Siilfat karigimindan olusur.
0,625 mL DTNB + 49,375 mL Sodyum Dodesil Siilfat karistirildi.

Standartlar: Glutatyon ile standart solusyon hazirlandi. 30,73 mg GSH 10 mL distile
suda ¢oziilerek 10 mMol / L konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltiden;

5 mMol/L, 2,5 mMol/L, 1,25 mMol/L, 0,625 mMol/L, 0,3125 mMol/L olacak sekilde
standart seri olusturuldu.

Yapihs:

Analiz | Analiz korii | Reaktif korii

Numune, Standart | 15 pL 15 uL

Tris Tampon 45 uL 45 uL 60 uL
* Renk Reaktifi | 240 puL _ 240 uL
Dodesil Siilfat _ 240 pL _

-Tabloda goriildiigli lizere mikroplate’de numune ve standartlardan 15 pL analiz ve
analiz korii kiivetine pipetlendi.Analiz ve analiz koriine 45 pL Tris tampon eklendi,
reaktif koriine 60 uL Tris tampon pipetlendi.

-Analiz ve reaktif korii kiivetine 240 puL Renk reaktifi eklendi. Analiz koriine ise 240 uL.
% 0,5 Dodesil siilfat eklendi.

-30 dakika oda 1sisinda shaker da inkiibe edildi. 412 nm dalga boyunda ikinci dalga boyu
630 nm olmak iizere mikroplate okuyucuda absorbans Olgiimii yapildi. Standartlar
kullanilarak ¢izilen grafikten numune t-SH konsatrasyonlar1 mMol / L cinsinden
hesaplandi.

TOTAL OKSIDAN STATUSUN OLCULMESI (TOS)

Erel’in metoduna gore calisildi (63).

Reaktifler: Total Oksidan Status kiti (Rel Assay Diagnostics, Baran Medikal) Olympus
AU 400 biyokimya otoanalizdriine uyarlanarak ¢alisildi. Ornek i¢inde bulunan

oksidanlar ferroz iyon selator komplekslerini ferrik iyonlara c¢evirir. Olusan ferrik
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iyonlar kromojen solusyonu ile renkli bir kompleks olusturur ve olusan bu kompleks
omeklerdeki oksidan miktartyla dogru orantili olarak 530 nm’de spektrofotometrik
olarak ol¢iildii. Standart olarak 20 mikromol / L H,O; solusyonu kullanildi.
TOTAL ANTIOKSIDAN STATUS (TAS) OLCULMESI
Erel’in metoduna gore calisildi (66).
Reaktifler: Total antioksidan kapasite ticari kiti (Rel Assay Diagnostics, Baran
Medikal) Olympus AU 400 biyokimya otoanalizdriine uyarlanarak c¢alisildi. Ornek
icindeki antioksidanlar mavi renkli ABTS radikallerini renksiz indirgenmis ABTS
formuna ¢evirir. Dalga boyu olarak 660 nm kullanilmistir. Testin kalibrasyonu i¢in stabil
bir antioksidan soliisyonu olan vitamin E analogu Trolox kullanildi.
OSI hesaplanmasi
Numunelerin total oksidatif stres degerleri yiizde cinsinden total antioksidan

status degerlerine oranlandi ve OSI degerleri elde edildi. Oksidatif stres indeksi
hesaplanirken TAS konsantrasyonlar1 pmol Trolox Equiv./L ‘ye doniistiiriilerek;
OSI= 100 * TOS (umol/ L H,O,) / TAS (uMol/L Trolox) hesaplandi.
SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD) OLCULMESI

Superoksit dismutaz diizeyi CAYMAN ticari kiti ile ( CAYMAN, Chemical
Company, USA) c¢alisildi. Ksantin oksidaz tarafindan olusturulan siiperoksid
radikallerinin tetrazolium tuzlariyla 6l¢iilmesi esasina dayanir. SOD’nin Cu/Zn, Mn ve

Fe igeren her ii¢ tipini de 6lgebilir.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel degerlendirmede SPSS Windows 13.0 programi kullamldi. Elde
edilen veriler ortalama+tstandart sapma olarak ifade edildi. Iskemik stroklu hasta, saglikli
kontrol ve hasta kontrol grubu demografik bilgilerinde Chi-kare testi kullanildi. Gruplar
arast anlamliligin degerlendirilmesi OneWay-Anova ve Post-Hoc Tukey HSD testi ile
yapildi. Strok hastalarinin saatler arasi karsilastirilmasinda tekrarlayan olgiimler

OneWay-Anova testi kullanildi. p degerinin < 0.05 olmas1 anlamli kabul edildi.
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Calisma grubuna yas ortalamasi 64+14,04 olan 22 (12 erkek ve 10 kadin)
iskemik strok hastasi, yas ortalamasi1 59+8,75 olan 27 (12 erkek ve 15 kadin) saglikli ve
yas ortalamasi1 59+12 olan hipertansiyon ve diabetes mellitus nedeniyle takip edilen 22
(12 erkek ve 10 kadin) hasta olmak tizere toplam 71 kisi alind1. Her ii¢ grup arasinda yas
ve cinsiyet agisindan anlamli fark yoktu (p>0.05). (Tablo 5.1)

Tablo 5.1. Calisma grubunun yas ortamalari ve cinsiyet dagilhimlari

5-BULGULAR

Cinsiyet Yas

E K (SD)

Strok Hasta 12 10 64,23
(n:22) (%54.5) (%45.5) (14,04)
Saghkh kontrol 12 15 59,30
(n:27) (%44.4) (%55,6) (8,74)
Hasta kontrol 12 10 59,05
(n:22) (%54,5) (%45.5) (12,09)

P>0,05 (chi-square test)

Iskemik strok hastalariyla (0, 24, 48, 72, 96. saat), saglikli kontrol ve hasta
kontrol vakalarinm t-SH, MDA, NO, SOD, TAS, TOS ve OSI degerleri Tablo 5.2°de

verilmistir.
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Tablo 5.2. Hasta, Saghkh Kontrol ve Hasta Kontrol T-SH, MDA, NO,SOD,TAS,TOS,0SI (ort+SD)

TAS TOS
T-SH MDA NO SOD .
HASTA (n:22) (mmol/L (pmol/L OSI(%)
(mmol/L) (nmol/mL) (pmol/L) (U/mL)
Trolox) H,0,)
0. saat 0,85+0,15° | 8,432 35" 19,61+6.94™ | 11,67£521 | 1,46+£0,27 | 3,28+2,50 | 0,22+0,15
24.saat 0,83+0,17 7,99+1,96° 19,09+4,55" | 12,74+545 | 143£027 | 4,12+2,30 | 0,29+0,17
48.saat 0,74+0,12 8,16+2,16° | 20,81+5,26™ | 12,09+8,93 | 1,41+0,26 | 3,00+1,80 | 0,22+0,13
72.saat 0,83+0,32 8,49+3,15° 19,47+8,19° | 10,81+2,43 | 1,46+0.26 | 2,38+1,75" | 0,16+0,11°
96.saat 0,71+0,14° 7,88+2,32° 12,94+3,29° | 1024+3.32 | 1,37+0,28 | 2,17+1,42% | 0,16+0,09*°
KONTROL 1 b b
(0:27) 0,83+0,18 5,99+£2 28 13,75+4,27 13,35+6,13 | 1,45+0,22 | 3,44+1,93 0,25+0,17
n:
KONTROL 2
(n:22) 0,71+0,18 6,99+2 37 8,54+3,66 14,24+5,57 | 1,46+0,32 | 3,74+1,59 | 0,27+0,13
n:

Kontrol 1: Saglikli kontrol

Kontrol 2:Hasta kontrol

a: saglikli kontrol grubundan anlamli farkli p<0,05

b: hasta kontrol grubundan anlamh farkli p<0,05

Hastalarin 0, 24, 48,72 ve 96.saatlerindeki MDA diizeyleri saglikli kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0,05).

Hasta 0, 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki NO diizeyleri hasta kontrol grubundan ve

96. saat hari¢ saglikli kontrol grubundan yiiksek bulundu (p<0,001). ki kontrol grubu

karsilastirildiginda saglikli kontrol grubunun NO diizeylerinin hasta kontrol grubundan

anlaml1 yliksek oldugu goriildi (p<0,05).

Hasta 0. saat t-SH degerleri hasta kontrol grubundan anlamli yiiksek, 96. saat

degerleri saglikli kontrol grubundan anlamli diisiik bulundu (p<0,05). Her iki kontrol

grubu karsilastirmasinda ise saglikli kontrol grubunun t-SH degerleri anlamli olarak

yiiksek bulundu (p<0,05).
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Hasta SOD ve TAS degerleri ile her iki kontrol grubu degerleri arasinda herhangi
bir fark bulunmadi (p>0,05).

Hasta TOS ve OSI 96. saat degerleri saglikli kontrol grubundan, 72 ve 96. saat
degerleri hasta kontrol grubundan anlamli diisiik bulundu (p<0,05).

Hasta grubunda yapilan saatler aras1 karsilastirmada t-SH, NO, TOS ve OSI
degerlerinde anlamli fark bulundu.(Sekil 5.1, Sekil 5.2, Sekil 5.3, Sekil 5.4)

Sekil 5.1. Hasta grubu T-SH degerlerinin giinlerarasi degisimi

1,4 -
1,2 -

1
08 -
0,6 -
04 -

0,2 -

O .
0.SAAT 24.SAAT 48.SAAT 72.SAAT 96.SAAT

* 48, 96. saat diizeylerinden anlamli yiiksek (p<0,05).

Sekil 5.2. Hasta grubu NO degerlerinin giinlerarasi degisimi

30 ~
25 A
20 -
ES
15 -
10 -
5 -
O T T T T T
0.SAAT 24.SAAT 48.SAAT 72.SAAT 96.SAAT

*0,24, 48 ve 72. saatlerden anlamli diisiik (p<0.05).
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Sekil 5.3. Hasta grubu Total Oksidatif Stres degerlerinin giinlerarasi degisimi

7 - %
6 -
0

5 -

4 -

3 -

2 -

1 -

O T T T T 1

0.SAAT 24.SAAT 48.SAAT 72.SAAT 96.SAAT

* 48, 72 ve 96. saat diizeylerinden anlamli yiiksek (p<0,05).
©72. saat diizeylerinden anlaml1 yiiksek (p<0,05).

Sekil 5.4. Hasta grubu Oksidatif stres indeksi degerlerinin giinlerarasi degisimi

0,5 - N

0,45 - o

0,4 -

0,35 -

0,3 -

0,25 +

0,2

0,15 -

0,1 -

0,05 -

0 - T T T T 1
0.SAAT 24 SAAT 48.SAAT 72.SAAT 96.SAAT

* 48, 72 ve 96. saat diizeylerinden anlamli yiiksek (p<0,05).
©72. saat diizeylerinden anlamli yiiksek (p<0,05).
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5. TARTISMA

Gelisen diinyada iskemik strok en sik 6liim nedenlerinden biridir ve ilerleyen
yasa bagli olarak Onemi giderek artmaktadir. Yapilan pek c¢ok caligmaya ragmen
iskemik hasarin olusmasindaki nedenler ve fizyopatolojisi hala tam olarak
anlagilamamistir. Iskemik strok gelismesinde oksidatif/nitrosatif stres en Onemli
mekanizmalardan biri olarak kabul géormiistiir (35).

Iskemik strok fizyopatolojisinde oksidatif stresin etkisini incelemek ve iskemik
strok hastalarinda oksidatif stresin olusturdugu hasarin, giinler igerisindeki degisimini
aragtirdik. Bu amagla; iskemik strok hastalarinda, iskemik strok olustugu andan itibaren
0. 24. 48. 72. ve 96. saatlerde total oksidan stres ve total antioksidan status diizeylerini
degerlendirdik. Ayrica 0. 24. 48. 72. ve 96. saatlerdeki degerleri her iki kontrol grubu ile
karsilastirdik. Calismamizda strok hastalarinda; 0. 24. 48. 72. 96. saat MDA diizeyleri
saglikli kontrol grubundan, 0. 24. 48. 72. saat NO diizeyleri saglikl1 kontrol ve 0. 24. 48.
72. ve 96. saat NO diizeyleri hasta kontrol grubundan yiiksek bulundu (Tablo 5.1). Bu
hastalarin saatlik takiplerinde sadece 96. saatte NO’da diisiiklikk gozlemlendi (Sekil 5.2).
Total oksidan status diizeylerini kontrol gruplar ile karsilastirdigimizda; 72. ve 96.
saatlerde anlamli bir diisiiklik gozlemlendi (Sekil 5.3). Total antioksidan status, SOD ve
t-SH da ise anlaml1 bir degisiklik bulunamadi.

Akut serebral iskemide beyin dokusu yeterli oksijenlenemez. Bu durum pek ¢ok
metabolik degisikliklere ve hiicre 6liimiine neden olur (76). Beyin dokusu yiiksek oranda
oksijen ihtiyaci duyan organlardan bir tanesidir. Noronal membranlarin doymamis yag
asidleri agisindan olduk¢a zengin olmasi, dopamin oksidasyonu ve glutamat
eksitoksisitesi gibi kimyasal reaksiyon igerigi ve diisiik yenilenme kapasitesi nedeniyle
oksidatif strese karsi olduk¢a duyarlidir (54,56). Bunun yaninda beyin antioksidan enzim
igerigi acisindan da oldukga fakirdir (76).

Bilindigi gibi iskemik strokta hiicre igine Ca™ girisiyle tetiklenen lipid
peroksidasyonu artisindan pek cok mekanizma sorumlu tutulmaktadir. Iskemi sirasinda
olusan serbest radikaller, yiiksek reaktiviteleri nedeniyle hiicre membranlarindaki
lipidlere saldirarak lipit peroksidasyonunu baslatirlar (76,78). Lipit peroksidasyonu

beyinde serbest radikal kaynakli hasarda olusan en 6nemli sonuglardan bir tanesidir.
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Lipit peroksidasyonu pek ¢ok ikincil iirlinle membranlarda yapisal ve fonksiyonel hasara
yol agmaktadir (5). En iyi bilinen lipit peroksidasyon iiriinlerinden bir tanesi MDA’dir
(5,79).

Demirkaya ve ark, arastirmalarinda stroktan sonraki ilk 24 saat ve 7. gilinde
eritrosit MDA diizeylerini incelemisler ve bunu infarkt alantyla karsilastirmislardir. 1 ve
7. gin MDA diizeylerini kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulmuslar, MDA
diizeyleri diisiik olan hastalarda prognozun daha iyi seyrettigini gozlemlemislerdir (80).

Polidori ve arkadaslar1 iskemik strok hastalarinda 6, 24. saatler ve 3, 5, 7.
giinlerdeki MDA diizeylerini kontrol grubuna gore anlamli yiliksek bulmuslardir.
Zamana bagl anlamh bir degisiklik gozlemlememislerdir. iskemik strok hastalarinda
yaptigimiz 0. 24. 48. 72. 96. saat MDA olclimlerinde siireye bagli herhangi bir degisiklik
olmadigini gozlemledik (81).

Sharpe ve ark 6 saat iginde hastaneye bagvuran hastalarin bagvurdugu an (0,saat)
ve 48. saat MDA o6l¢timlerinde 0. saatte kontrol grubuna gore fark bulamamisken, 48.
saatte anlamli bir ylikseklik gozlemlemislerdir (82).

Yildirim ve ark ile Ozkul ve arkadaslar1 yapmis olduklari ¢calismalarda; 48 saat
icinde hastaneye bagvuran hastalarda MDA’y1 kontrol grubuna gore yiiksek bulmusglardir
(76,77).

Gariballa ve ark, 24 saat icinde bagvuran stroklu hastalar ve hastanede yatan
strok olmayan (serebrovaskiiler, iskemik kalp hastaligi ve periferal kalp hastalig:
olmayan) hastalar1 24, 48-72. saat ve 7. glinde saglikli kontrol grubuyla yaptiklar
karsilastirmada tiyobarbitiiriik asit (TBARS) diizeylerini her iki grupta da yiiksek
bulmuslardir (83).

Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda oldugu gibi biz de iskemik strok hastalarinda
0, 24, 48, 72 ve 96. saat MDA diizeylerinde anlaml yiikseklik gézlemledik. Hastaneye
24 saat i¢inde bagvuran hastalarda bagvurdugu an (0.saat) ve takip eden 4 giin boyunca
yapilan Ol¢iimlerde MDA diizeyleri saglikli kontrol grubundan anlamli yliksek bulundu.
Bu degerler istatistiki acidan anlamli olmamakla birlikte yiiksekti (Tablo 5.1).
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MDA oksidatif stresin etkisini gosteren en onemli kanitlardan bir tanesidir.
Calismamiz da diger ¢alismalarda oldugu gibi gostermistir ki iskemik strokta 24. saatten
itibaren MDA oksidatif stresin etkisini gosteren en 6nemli kanitlardan bir tanesidir.

Lipit peroksit {irlinleri, ndronlar ve gri madde icin oldukga zararlidir ve iskemik
hasar1 tetiklerler. Serbest radikal iiretiminde o6nemli olan Fe’in beyinde Onemli
diizeylerde bulunmas1 stroktaki MDA yiiksekliginin nedenlerinden bir tanesidir (77).

Iskemide saatler ve giinler i¢inde inflamasyona bagh 15kosit aktivasyonu
meydana gelmektedir. Aktive olan 16kositler fosfolipaz A, aktivasyonu ve aragidonik
asit metabolitleri, ¢esitli lizozomal enzim ve serbest radikal liretimine yol agarlar. Tim
bunlar kapillerlerin mekanik obstriiksiyonuna ve mikrovaskiiler sirkiilasyonun
bozulmasina yol agmaktadir (53,84).

Lipit peroksitlerinin apopitoziste anahtar bir role sahip oldugu, eksitoksisite ve
inflamasyon ile iligkisi diisiiniildiiglinde (69,77) oldukca kisa yar1 d6mre sahip MDA’ nin
bizim ¢aligmamizdaki 4. giin ve diger caligmalarda 7. giin sonundaki yiiksekligi lipit
peroksidasyonunun niye devam ettigi konusunda bize 151k tutabilir.

Sinan ve ark, iskemik stroklu hastalarda 6 ay sonra MDA degerlerini kontrol
grubuna gore anlamli yiiksek bulmuslardir. Ancak bunun santral sinir sistemi
lezyonlarindan bagimsiz oldugunu, strok ve ateroskleroz risk faktorlerine baglamislardir
(85).

Tim bulgular esliginde stroklu hastalarda oksidatif stresin eksitotoksisite,
inflamasyon ve apoptozisle olan iliskisi ilag gelisiminde en dnemli hedeflerden biri
olabilecegini diistindiiriir (69) ve strok sonrast kronik donemdeki MDA diizeyleri
degerlendirilebilir.

Oksidatif stres iskemide noronal hasart indiikleyen mekanizmalardan bir
tanesidir. Akut serebral iskemide serbest radikal olusumunun artisi; N,metil-D-aspartat
reseptorlerinin stimiilasyonu, mitokondrial disfonksiyon, ndronal nitrik oksit sentazin
(nNOS) aktivasyonu, siklooksijenaz 2 indiiksiyonu, katekolaminlerin oto-oksidasyonu,
aragidonik asit gibi serbest yag asid metabolizmasi ve notrofil ve 16kosit migrasyonu

gibi ¢esitli mekanizmalarla agiklanmaktadir.
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Serebral iskemide, glutamat salmimimi artmaktadir (presinaptik noéronlarin
depolarizasyonu nedeniyle). Glutamat salinimiyla NMDA reseptor uyarilmasiyla hiicre
icine Ca™ girisi artarak NOS stimiile olur ve NO iiretimi artar. Saglikli dokularda iNOS
tespit edilemez, pek ¢ok patolojik durumda makrofaj ve mikroglialardan iNOS
saliabilir ve gecikmis ndronal hiicre 6liimiinden sorumlu tutulabilir. iNOS iskemiden
sonra 12 saat i¢inde salinip yaklasik 48 saat iginde maksimuma ulasir(88).

NO’ nun iskemik beyin {lizerindeki etkisinin iskeminin degisik basamaklar1 ve
sentez yoluna bagl oldugu distiniilmektedir (88). Asir1 néronal NO yapimi iskemik
hasarin gelismesinde 6nemli bir rol oynamakta halbuki endotelyal ve perivaskiiler NO
bolgesel kan akimini arttirmak ve trombosit agregasyonunu dnlemek suretiyle iskemiye
kars1 koruyucu olabilmektedir (89).

NO’nun serebral iskemideki rolii hala tam olarak anlasilamamistir. Iskemiden
cok kisa bir siire sonra nNOS ve eNOS aktivitelerinin artmasit sonucu beyin NO
konsantrasyonu yiikselir. Yiiksek diizeylere ¢ikan NO koruyucu oOzelligini yitirerek,
hiicrede hasara yol agmaya baslar. Yaklagik 12 saat sonra iNOS ortaya ¢ikmaya baglar
ve 48 saat sonra maksimum diizeylere ulasir (62,88,89). iNOS etkisiyle de NO olusumu
indiiklenmektedir. NO’nun siiperoksid radikaliyle peroksinitrit olusturmak {izere
etkilesmesi iskemik strok patolojisinde oldukga giiclii ve 6nemli bir olaydir. Olusan bu
peroksinitrit oksidatif stresin markirt olarak kullanilabilir ve lipidler, DNA ve protein
gibi yapilarla da etkilesmektedir. Protein nitrasyonundaki artis ndrodejeneratif bozukluk
gelisimini artirmaktadir (90).

Nanetti L ve Taffi R, plazma ONOO™ (peroksinitrit) diizeylerini iskemik strok
hasta grubunda kontrol grubuna gore yiiksek bulmuslar ve bunu NO’nun O, ile
reaksiyonuna baglamislardir. NO diizeylerini ise anlamli derecede diisiikk bulmuslardir
(90,91).

Ozkul ve ark strok sonrasi ilk 48 saatte bagvuran hastalarin NO diizeylerini
kontrol grubuna gére anlamh ytiksek bulmuslardir (76).

Gumiistas ve arkadaslari ratlarda plasma NO metabolitlerini kontrol grubuna
gore yiiksek bulmuslardir (92). Climacao ve ark 24 saat iginde basvuran trombotik strok

hastalarindaki NO diizeylerinin kontrole goére diisik olmasmi beyinde koruyucu bir
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mekanizma olarak acgiklayip, iNOS’ un iskemik beyin hasarinda kurtarici oldugunu
distinmislerdir (93).

Gildiken ve ark yaptig1 calismada diabetik akut stroklu, nondiabetik akut stroklu
hastalarda, saglikli kontrol grubuna goére NO diizeylerini anlamli yiiksek bulmuslardir
(94).

NO’ daki bu karmasik mekanizmalar ve bulgularla beraber bizim ¢aligmamizda
iskemik strok hastalarinda NO 0, 24, 48 ve 72. saat degerleri her iki kontrol grubuna
gore anlamli yiiksek bulundu. 96.saat degerleri sadece hasta kontrol grubundan anlamli
yiiksek bulunurken, saglikli kontrol grubu ile aralarinda anlamli bir fark gdézlenmedi
(Tablo 5.1).

NO, makrofajlar, endotelyal hiicreler,bazi néronlar, damar diiz kas ve kuppfer
hiicreleri tarafindan sentezlenebilir. Bilindigi gibi hiicre enerji metabolizmasindaki
disfonksiyon NO bagimli norotoksisitede dnemli bir faktordiir ve hiicre igi thiol igerigi
oksidatif ve nitrozatif strese karsi hiicrenin sensitivitesini agiklamada olduk¢a onemlidir.
Oksidan ve antioksidan dengenin bozulmasi olarak tanimlanan oksidatif streste,
oksidanlar pek ¢ok hastalikla iligkili olarak hasara yol agmaktadir (90). Tiim bu bulgular
serbest radikal olusumu ve oksidatif stres iskemik beyin hasar1 olusumunda anahtar bir
role sahiptir.

Iskemik strok hastalarinda, NO saatler aras1 karsilastirmada 96.saat degerleri
0,24,48 ve 72. saatten anlamli diisiik bulunmustur (Sekil 5.2). Kezhou ve ark, Samdani
ve ark farelerle yaptiklar c¢alismalarda NO’nun nNOS ile akut donemde salindigini
ancak daha uzun siireli hiicre 6liimiinde iNOS ile tetiklendigini, iNOS’un iskemiden 12
saat sonra yiikselmeye baslayip 48. saatte maksimuma ulastigmni ve 7. giinde de normal
diizeylere dondigini gostermislerdir (86,88). Bizim ¢alismamizda ilk 72 saat
sonrasinda saglikli kontrol seviyelerine inen NO’ nun oksidatif stresin olusturdugu
hasarm  kendi  kendini  smirlandirmaya  baslamasina  bagli  olabilecegini
distindiirtmektedir.

NO ozellikle endotel hiicrelerinde merkezi sinyal iletim yollarindan biridir.
NO’in fibrinolizis hemostazisi, vaskiiler toniisii, vaskiiler diiz kas proliferasyonunu ve

kan basmcini diizenledigi ¢ok iyi bilinmektedir. Vaskiiler hastalik gelisiminde NO
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biyoyararlaniminin azalmasinin etkileri ¢ok iyi bilinmektedir, ancak bunun endotelyal
disfonksiyonun sonucu mu, endotelyal disfonksiyonun nedeni mi, yoksa her ikisi birden
mi oldugu tam olarak anlagilamamistir. NO iletim yollarindaki bozukluklarin endotelyal
disfonksiyona yol acarak hipertansiyon, diabetes mellitus ve serebrovaskiiler hastaliklara
neden oldugu kanitlanmistir (71). Calismamizda, hasta kontrol NO diizeylerinin hem
strok hasta grubundan hemde saglikli kontrol grubundan diisiikk oldugu goriilmistiir
(Tablo 5.1).

DM’ta ileri glikozilasyon iiriinlerinin NO {iretimini baskiladigi gosterilmistir.
Boylece NO’in hem vazodilatator hem proliferatif etkileri 6nlenmis olur (95,96). Ayrica
diabetik hastalarda artan siliperoksit radikallerinin, NO’in biiyiikk kismini bloke ettigi
diistiniilmektedir. Kronik hipertansiyonlu hastalarin ¢ogunda NO diizeylerinin azaldig:
gosterilmistir (97,98). Hipertansiyonlu hastalara L-arginin ve NO dondérleri verilmesinin,
kan basimcini diisiirdiigli gosterilmistir (48). Bizim ¢alismamizda da bu verileri destekler
nitelikte kronik diabet ve hipertansiyonlu hastalarda NO diizeyleri diisiik bulunmustur.

Oksidatif stres, iskemik beyin hasar1 birincil ve ikincil fizyopatolojik
mekanizmalarinda anahtar bir role sahiptir. Oksidatif stres reaktif oksijen iiriinleri ve
antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengesizlik, antioksidan enzimlerin
sentezinin veya aktivitesinin azalmasmna baghdir (53,91). Inflamasyonda aktive
fagositlerden salinan oksijen, nitrojen, karbon kaynakli reaktif iiriinlerin salimimi da
oksidatif stresi tetikleyen mekanizmalardan bir tanesidir (45).

Daha onceki bir ¢ok calismada oksidatif stresi gosteren cesitli parametreler
iskemik stroklu hastalarda yiiksek bulunmustur (76,77,80,81,91,94,99). Oksidan
molekiillerinin tek tek olglilmesi pratik olmadig1 gibi oksidan molekiillerin toplam bir
etki olusturdugu da iyi bilinmektedir.Son yillarda oksidatif stres parametrelerinin tek tek
Olgiilmesi yerine TOS metodu kullanilarak topluca Olgiilmesi yoluna gidilmektedir.
Calismamizda MDA gibi oksidan parametrenin yaninda TOS ve oksidan/antioksidan
dengeyi gosteren OSI degerlerine de baktik. 72. saatteki TOS ve OSI degerlerini hasta
kontrolden, 96. saat TOS ve OSI degerlerini her iki kontrol grubundan anlaml diisiik
bulduk (Tablo 5.1).
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72 ve 96. saatten itibaren TOS ve OSI deki diisme akut iskemik strokta 72.
saatten sonra oksidatif stresin kendini simirlandirmaya basladig1 konusunda bilgi veriyor
olabilir. Kontrol gruplarinin altinda degerlere sahip olmasi1 iskemik strok fizyopatolojisi
disiiniildiigiinde tam olarak agiklanamamakta strokta oksidatif stresin kanitlanmig
etkileri diistiniildiigiinde bir tezat olusturmaktadir.

Calismamizda TOS ve OSI ‘nin hastanin bagvurdugu andan itibaren 24. saat
degerleri 48, 72, 96. saatlere gore, 48. saat diizeyleri de 72. saatten anlamli yiiksek
bulundu (Sekil 5.3, Sekil 5.4). TOS ve OSI sonuglar genel olarak yorumlanamamakla
beraber daha ayrintili ¢alismalar 6nerilmektedir.

Rabus  ve arkadaslarmm (100) rheumatic ve dejeneratif kalp kapak
hastahklarinda doku ve plazmada Erel’in metoduna gore TAS, TOS ve OSI
dlgiimlerinde, doku ve plazma TOS ve OSI degerlerinde iki grup arasmda anlaml bir
fark bulamamiglardir. Plazma TAS diizeylerinde anlamli fark bulamamisken doku TAS
diizeylerinde anlamli fark oldugunu gostermislerdir. Caligmamizda sadece serum TAS,
TOS ve OSI diizeylerine bakildig: diisiiniildiigiinde dokudaki hasarin perifere ne derece
yansidigi, dokular arasi farkliliklar olup olmadigi, 6zellikle karmasik selliiler bir sistem
olan kan-beyin bariyerine sahip beyin dokusundaki hasarin perifere yansimasinda farkl
etkilerin olup olmadigi konusunda daha ¢ok bilgi ve g¢alismaya ihtiyag duyuldugu
asikardir.

Fizyolojik kosullarda organizma serbest oksijen radikallerini metabolize eden
antioksidan savunma sistemiyle korunmaktadir. Iskemik dokularda meydana gelen
oksiradikallerin antioksidan savunma sistemi tarafindan tamamen yok edilemedigi ve
iskemi sonrasi1 doku hasarinda en Onemli sorumlulardan birinin serbest radikal
reaksiyonlarinin oldugu iyi bilinmektedir (101). Antioksidan parametreler tek tek
Olciilebildigi gibi, total antioksidan status diizeylerini belirleyebilecek kit gelistirilmistir.
Bu da bize enzimatik ve non- enzimatik antioksidanlar hakkinda bilgi vermektedir.

SOD oksidatif streste anahtar role sahip endojen olarak {iretilen antioksidan bir
enzimdir. Oksidatif strese kars1 oldukca duyarli olan beyin dokusu diisiik katalaz ve orta

diizeyde SOD aktivitesine sahiptir (102). Ug tane izozimi bulunan SOD’nin intraselliiler
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fraksiyonu ekstraselliiler fraksiyonuna gore oldukca onemlidir ve pek cok hastalikda
artmis oldugu gosterilmistir (58).

Iskemik strok hastalarinda; SOD diizeyleri ile ilgili yapilmis olan ¢aligmalarda
birbiri ile geliskili veriler bulunmaktadir (77,103,104). Sheikh ve ark tam kan SOD
diizeylerini kontrol grubundan anlamli yiiksek bulmuslardir. Bu artigin iskemi sonrasi
artan serbest radikal tiretimine karsi kompansatuar bir cevap oldugunu diisiinmiislerdir
(103). Srkrishna ve Suresh (104), SOD, E vit, C vit diizeylerini, Yildirim ve ark, serum
SOD diizeylerini kontrol grubundan anlamli diisilk, BOS SOD diizeylerini ise anlamli
yiiksek bulmuslardir (77).

Demirkaya ve ark ilk 24 saatte SOD diizeylerinin infarkt alan1 biiylik olan
hastalarda daha belirgin olmak iizere kontrol grubundan anlamli diisiikk oldugunu
bildirmislerdir (80).

Spranger ve ark, 24 saat i¢inde hastaneye gelen strok hastalarinda geldigi an, 72.
saat, 5 ve 10. giinlerde yaptiklari 6l¢timlerde, 24. saat (geldigi an) SOD diizeylerini diger
giinler ve kontrol grubundan anlaml disiik, 5 ve 10. giinlerde kontrol seviyelerinde
gozlemlemislerdir. Spranger ve ark ilk 24 saatteki diisiisii tespit edebilmelerini
metodlarindan kaynaklanan Olgiim hassasiyetine baglamiglardir. Ayrica endotelyal
hiicrelerden salinan ekstraselliiler SOD diizeylerinin serumdaki SOD aktivitesiyle ilgili
olabilecegini diisinmektedirler (105).

Gruener ve ark 24 saat iginde hastaneye bagvuran 87 akut strok hastasinda 24.
saat, 2. giin, 3-7, 8-14 ve 15-21. giinlerde BOS ve plazma Cu,Zn-SOD diizeylerini
kontrol grubuyla karsilastirmiglardir. Plazma SOD diizeylerinin 24. saatte kontrol
grubuna yakin, 8-14. giinler arasinda anlamli ylikselmis, 15-21. giinlerde tekrar kontrol
seviyelerinde oldugunu goézlemlemislerdir (106).

El kossi ve ark (102) ile Adachi ve ark (58) atak sonrasi 48 saat i¢inde bagvuran
hastalarda SOD diizeylerinde kontrol grubuna gore anlamli fark bulamamislardir. Biz de
hasta ve her iki kontrol grubu arasinda ve saatler arasi takipte anlamli bir fark
bulamadik.

Hayvan modelleriyle yapilan c¢alismalarda serebral iskemide SOD’nin

iskemi/reperfiizyon hasarindaki rolii gosterilmistir. Yapilan calismalardan elde edilen
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veriler serebral iskemideki SOD aktivitesi ve saliniminda in vivo olarak birbiri ile
celisen sonuglar bildirilmistir (107,108,109,110,111). Elde edilen bu ¢eliskili veriler
SOD’nin farkli izoformlara sahip olmasi, 6l¢iim metodlarinin ve hayvan modellerinin
farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilecegini diisiindiirmektir. Hayvan modellerinde
serebral iskemide SOD’nin aktivitesi ve salmimi ile ilgili daha ayrintili ¢aligmalarin
yapilmasi gerektigini gostermektedir.

Cu,Zn-SOD dolasimda ¢ok kisa yar1 dmre sahipdir. Endojen kaynakli bir enzim
olmasi ve kan-beyin bariyerini ¢ok zor ge¢mesi serebral iskemide enzim terapisinde
kullanilmasini zorlastirmaktadir (112). Ancak farkli dokulardaki hayvan modellerinde
iskemi sonrasi, reperflizyon oncesi SOD verilmesinin post-iskemik hasarda oldukca
koruyucu oldugu gosterilmistir. Beyin ic¢inde ayn1 koruyucu etkilerin olup
olamayacagini degerlendirmek i¢in yeni ¢calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Protein SH gruplar1 oksidasyon zincirini kirma Ozelligine sahip Onemli
antioksidanlardir. Glutatyon siilfidril grubu igeren, protein disindaki siilfidril grubu
iceriginin %90’m1 olusturan bir tripeptiddir. Rediikte ve okside olarak iki sekilde
bulunur. Protein SH gruplarini indirgenmis halde tutarak, oksidasyona karsi korur,
yabanci bilesikleri detoksifiye eder ve pek ¢ok reaksiyonda koenzim olarak gorev alir.
GSH beyinde reaktif oksijen ve nitrojen irilinlerinin toksik etkilerine karsi major
savunma sistemlerinden bir tanesidir (62,76).

Bizim caligmamizda hastanin 0.saat t-SH diizeyleri hasta kontrol grubundan
anlamli yliksek, 96. saat hasta diizeyleri saglikli kontrolden anlamli diisiik ve saglikli
kontrol t-SH diizeyleri hasta kontrolden anlamli yiiksek bulundu (Tablo 5.1). Hasta
kontrol grubunun kronik hipertansiyon ve diabet hastasi oldugu diisiiniildiigiinde her iki
hastalikta da oksidatif hasar vardir. Protein SH gruplart oksidatif hasara kars1 oldukga
hassas olup lipid peroksid radikallerinin ve malondialdehid gibi yikim iirlinlerinin bu
hastaliklarda birikimi sonucu proteinlerin okside edilerek t-SH diizeylerinin diisiik
olabilecegi diisiiniilmektedir (113).

t-SH saatler arasi1 degisime baktigimizda 0 ve 24. saatler 48 ve 96. saatlerden
anlamli yiiksek bulunmustur. Ancak 96 ve 48. saatlerdeki bu diisiis tam olarak
aciklanamamaktadir (Sekil 5.1).
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Gariballa ve ark, 24, 48-72. saat TAS ve plazma glutatyon diizeylerinde kontrol
grubuna gore anlaml bir degisiklik gozlemlememislerdir (83).

Correa ve ark, akut strok, kronik strok(en az 6 ay once) , hipertansiyon hastalar
ve kontrol grubu arasinda yaptiklar karsilagtirmada akut donem GSH diizeylerini,
kontrol, hipertansif ve kronik stroklu gruptan yiiksek bulmuslardir. Bu sonuglart iskemik
olaylar sonrasi organizmanin antioksidan mekanizmada koruyucu olarak GSH
diizeylerini artirmasi olarak agiklamiglardir (99). Zimmerman ve ark strok Oykiisii olan
hastalarda ilk saatlerde GSH diizeylerini kontrol grubundan yiiksek bulmuslar ve bunun
oksidatif streste amino asid eksitotoksitesine karst koruyucu bir atak olabilecegi seklinde
yorumlamiglardir (114). Ancak her iki ¢alismada hasta grubu sayisinin 10 ve 11 oldugu
unutulmamalidir. Ozkul ve ark, 48 saat i¢inde hastaneye basvuran strok hastalarinda
GSH diizeyleri kontrol grubundan anlamli yiiksek bulmuslardir (76).

Calismamizda TAS diizeylerinde gruplar arasi ve saatler arasi herhangi bir
degisim bulamadik. Daha oOnce yapilan c¢alismalarda TAS diizeylerinin kontrol
gruplarindan anlamhi diisiik (77), anlamli yiiksek (94) veya benzer oldugu (103) yoniinde
farkli sonuglar bulunmustur. Ullegaddi ve ark, iskemik strok hastalarina E vit, ve C vit
vermisler, hastanin geldigi an, 7. giin ve 14. giin yaptiklann Ol¢iimlerde bu destek
tedavinin  antioksidan kapasiteyi  diizelttigZi ve oksidatif hasarn azalttigin
gbzlemlemislerdir (61).

Leinonen ve ark plazma antioksidan aktivitesi ve infarkt alani arasinda negatif
korelasyon gdzlemlemislerdir (115). Imai ve ark, fareler iizerinde yaptiklan ¢alismada
antioksidan Ebselen iv kullanimi sonucu iskemik hasarin azaldigmi gézlemlemislerdir
(116).

Daha dnceki ¢alismalarda TAS diizeylerindeki bu farkli sonuglara ilaveten bizim
calismamizda ise herhangi bir fark bulunmamustir. TAS diizeylerindeki bu farkl
sonuglarin neden kaynaklandigi daha ayrintili olarak arastirilip antioksidanlarin tedavi
protokolii i¢cinde olup olmayacagi yoniinde daha ¢ok calismaya gerek duyuldugunu

gostermektedir.
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Tim bu veriler bize serebral iskemi sirasinda serbest radikal yapiminmn arttigini
ancak sonuglar arasindaki farkliliklarin neden kaynaklandigi konusunda daha ayrintili

caligmalar yapilmas1 gerektigini gostermektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

Iskemik strok, beyin damarlarinda kan akimmin bozulmasi sonucu gelisen hiicre
oliimii ve doku enfarkt:1 ile bu damarin besledigi bolgenin fonksiyonuna bagli gelisen
norolojik sendromlarla kendini gosterir. Gelismekte olan diinyada yash popiilasyonun
artis1 ve risk faktorleri agisindan degerlendirildiginde 6nemli bir mortalite ve morbidite
nedenidir. Oliimle sonuglanan hastaliklar arasinda ilk siralarda yer almaktadirlar.

Beyin, ihtiyaci olan oksijen ve glukozu sistemik dolasimdan alir. Sistemik
dolasimdan serebral mikrosirkiilasyona gelen kan akiminin azalmasiyla ortaya ¢ikan
iskemiden birka¢ dakika sonra biyokimyasal bulgular goriiliir. Beyin enerji
metabolizmas1 bozulur, anaerobik glikolizis olusur. Yiiksek enerjili fosfatlar tiikenir ve
membran iyon pompasi iflas eder. Intraselliiler ortamda kalsiyum, sodyum, klor ve su
birikir, eksitotoksik ndrotransmitterlerin salmimi artar, laktat ve hidrojen iyonlar
birikmeye baslar. Laktik asidoz ortaya ¢ikar. Serbest radikaller olusur, lipaz ve proteaz
enzimlerinin salinimi artar ve hiicre 6limii gelisir.

Bu fizyopatolojik siirecte serbest radikallerin asirt miktarda iiretilmesi veya
antioksidan mekanizmalarm yetersizligi sonucu hiicre hasar1 olusabilir. Iskemide,
serbest radikaller ile oksidan ve antioksidan denge oksidatif stres lehine bozulur. Beyin
yiiksek oksijen ihtiyaci, lipid iceriginin fazla olmasi gibi nedenlerden dolay1 oksidatif
strese kars1 oldukga sensitiftir.

Bir dokuda meydana gelen iskemi ve sonrasinda meydana gelen reperfiizyon
siireglerine oksidan stresin eslik ettigi pek ¢ok ¢aligmada gosterilmistir. Olay biitiin
olarak dokular arasinda benzer olmakla birlikte detaylarda dokuya spesifik farkliliklar
gelisebilmektedir. Ortaya c¢ikan oksidan stres organizmanin bu tiir olaylara karsi
savunma mekanizmasi olan antioksidan sistem tarafindan dengelenmeye g¢alisiimakta
baslangigtaki olaymn biiyiikligline ve organizmanin antioksidan kapasitesinin giiciine
bagli olmak iizere nihai tablo olusmaktadir. Iskemi olaylarida bu oksidan/antioksidan
sistemler arast miicadele c¢esitli parametreler kullanilarak gosterilebilmistir. Genel
mekanizmalarda bir konsensus olmasma karsilik kullanilan deney modelleri ve klinik
vakalarin bireysel farkliliklarindan dolayir ¢aligmalarda birbirleriyle tam uyusmayan

hatta ¢elisen bulgular elde edilmektedir.
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Bu tiir ¢aligmalarda karsilasilan énemli bir husus da periferik kan 6rneklerinde
yapilan olgiimlerin ilgili dokuda meydana gelen olaylar1 ne dlgiide dogru yansittigidir.
Hasarli dokudan agiga ¢ikan c¢esitli maddelerin yani sira organizmanim gerek o doku
diizeyinde gerekse sistemik olarak olaya cevap mahiyetinde rettigi pek ¢ok madde bir
bileske olarak periferik kandaki 6l¢iim sonuglarini olusturacaktir.

Calisma grubunda iskemik stroklu hastalarda santral sinir sistemi igerisinde
meydana gelen iskemik olayin periferik kana yansimalar aragtirilmistir. Olusan hasarin
ve hasara ugrayan dokunun biiyiikliigii yan1 sira konuya 6zgii olarak kan-beyin bariyeri
Olgiilen parametreler agisindan sinirlayicr etkiler yapmaktadir. Caligmaya dahil edilen
vakalardaki hasar diizeyi ve alani nispeten smirli kalmigtir. Soyle ki tiim hastalar
maksimum 26 giinde taburcu olmus 13 tanesinde kalic1 hasar meydana gelmistir. Hasarl
dokudan kan-beyin bariyerini gegebilecek kimyasal yapida olan molekiiller kana
gecebilirken daha biiyiik olanlarin gecebilmesi ancak bu bariyerde hasar meydana
gelmesiyle miimkiindiir. iskemik strokta bu tiir bir hasarin gelismesi beklenmekle
birlikte hasarin derecesi primer patolojinin biiylikliigiiyle dogrudan orantili olacaktir. Bu
baglamda baktigimizda MDA ve NO’in beklendigi sekliyle kanda yiikseldigi
belirlenmistir. Ancak bunun dismndaki parametrelerin diizeylerinde belirgin degisiklik
olmamistir. Ilging bir sonu¢ 72 ve 96. saatlerde &lgiilen TOS degerlerinin kontrol
gruplarindaki degerlerin altina inmesidir. Strok sonrast ilk 2 giin ylikselen TOS degerleri
sonraki 2 giin tedricen azalmistir. MDA ve NO sonuglariyla birlikte degerlendirildiginde
olaydan hemen sonra organizmada oksidatif streste belirgin artig oldugu goriilmektedir.
Daha sonra muhtemelen patolojideki diizelme ve organizmanin lokal/sistemik savunma
sistemleri TOS baglaminda oksidan stresi geriletmistir. Bu gerileme muhtemelen reaktif
olarak 3. ve 4. giin degerlerinin kontrolden daha diisiikk olmasina yol agmistir. Ancak
oksidan stresi baskilayan etki TAK sonuglarina yansimamustir.

Sonug olarak; dl¢timleri periferik kanda yapmamiz nedeniyle doku diizeyindeki
degisiklikler hakkinda kesin ifadeler kullanamamakla birlikte iskemik strokta 6zellikle
ilk 2 giin belirginlesen bir oksidan stres artis1 meydana geldigini sdyleyebiliriz. Ancak
muhtemelen daha sonra klinik (dokudaki) tablonun diizelmesine paralel olarak bu

oksidan etki tedricen gerilemektedir. Baktigimiz antioksidan parametrelerde ve TAK’da
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degisim olmamasi bize mevcut patolojinin antioksidan kapasitede belirgin degisiklige
yol agmayacak diizeyde oldugunu diistindiirdii.

Iskemik strokta oksidan stres artis1 belirgin olmakla birlikte antioksidan
tedavinin bu tiir durumlardaki etkinligini belirlemek icin daha kapsamli ¢aligmalara
ihtiyag vardir. Ozellikle hayvan modelleriyle yapilan ¢alismalarda genis infarkt alantyla
diisiik antioksidan diizeyleri arasindaki iligki veya tedavide antioksidan kullanimiyla
infarkt alaninin kii¢tilmesi, iskeminin meydana geldigi dokudaki etkileri belirlemek igin
daha fazla hayvan deneyleri yapilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

Ayrica organizmay1 koruyan antioksidan savunma sisteminin degisiklige ugrayip
ugramadigi, olusan hasardan sadece serbest radikal {iretiminin mi yoksa antioksidan
savunma sisteminin yetersizliginin de etkili olup olmadigi, antioksidan tedavinin
profilaktik mi yoksa olay ertesi tedavi edici olarak m1 daha etkin olacagi, hangi tip
antioksidanlarin hangi zaman ve yolla verilmesi gerektigi hususu da ayrica

incelenmelidir.
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