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1. OZET

Amac: Bu calismanin amacl, sigan _beyninde olustmlan post-
iskemik -reperﬁizyon hasarinda, Bzellikhle mikroVaskiiler endo;celyumda
lokalize olabilen U-74389G’nin premedikasyonunun Kan Beyin Bariyeri
(KBB) gegirgenligi, doku su igerigi, sinaptozomal Na"\K"-ATPaz ve
Mg'2\Ca>-ATPaz aktivite degisiklikleri {izerine olan koruyucu
etkinligini aragtirmakdtir.

‘Metod: Post-iskemik reperfiizyon hasari, 25 dakika siireyle
olusturulan global iskemiyi takiben; 12 saat suren reperfiizyon ile
saglandi. Iskemi, “Dort ﬁamar Okliizyon Modeli” (bilateral karotis+
vertebral arter oklizyonu) kullanilarak olugturuldu. Deneyde Spraque-
Dawley cinsi erkek siganlar kullanild. Hayvanlar iki protokole
ayrildilar. Her iki protokolde yer alan hayvanlar ise dorder gruba
ayrildilar. Birinci gruptaki (kontrol grubu) hayvanlara sadece bilateral
vertebral arter koagﬁlasyqnu yap11_d1. ikingi grup, “iskemi grubu” olarak
adlandm-ldl ve bilateral vertebral ar.te'r- bklﬁzyonundan sonra, bilateral
karotid arterler kapatilarak; dért damar okliizyonu yapildi. Uglincii grup
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“ilag grubu” olarak adlandirildi ve siganlar, global iskemiden 15 dakika
snce ve reperfiizyon baslangicinda 5 mg/kg dozunda iki kez U-74389G
ile intraperitoneal olarak tedavi edildi. Dordiincii grup ise “gdziicii
grubu” idi ve 10 cc HCL (10 mg/kg U-74389G’yi ¢ozen dozda) verildi..
Birinci gruptaki hayvanlar vertebral okliizyon sonrasi 24. saatte dekapite
edilirken diger ii¢ gruptaki hayvanlar reperflizyon sonrasi 12. saatte %
.2’1il< 5 mlkg E\}ans mavisi i.v. yolla verilerek bir séaﬂik sirkiilasyon
sonrasinda  dekapite edildi. Birinci protokoldeki sicanlarin  beyin
dokularinda, KBB gegirgenligi ve doku su igerigi degisiklikleri galisildi.
fkinci protokolde yer alan siganlar ise, Evans mavisi verilmeksizin
dekapite edilerek Na"K'-ATPaz ve Mg\Ca'2-ATPaz aktiviteleri
qah§11d1. |

Bulgular: iskemiyi takiben reperfiizyon beyin su iceriginin % 3.6
artisina neden oldu ve bu artig, kontrol grubu ile kargilagtirildiginda
anlamli idi (p<0.001). U-73489G; &demi; kontrol grubu degerlerine
yakm bir diizeye disiirdii (p>0.05). Iskemi ve reperfiizyon, anlamli
sekilde Evans mavisi ekstravazasyonuna neden oldu (p<0.01). U-
74380G  tedavisinin, KBB’ni korudugu ve Evans mavisi
ekstravazasyonunu kontrol degerine yakmn bir diizeye indirdigi goriildi

(>0.05).



Ikinci protokoldeki siganlarda ise, iskemi grubunda, kontrol
grubuna gore Na"\K'-ATPaz enzim aktivitesi % 42.11 azalds (p<0.01).
U-74389G, Na"\K'-ATPaz enzim aktivitesini kontrol degerlerine yakin
degerlerde tuttu (p>0.05). Mg™\Ca'>-ATPaz aktivitesindeki azalma %
65.7 idi (p<0.001) ve U-74389G enzim aktivitesini iskemi grubuna gore
anlamli derecede korudu (p<0.0 1).

Sonug: U—74389G, iskemi—reinerﬁjzyon hasarma bégli olusan
beyin Gdemi ve kan-beyin bariyeri bozuklugu ile Na"K'-ATPaz
pompasi aktivitesi fizerinde belirgin ‘sekilde koruyucu etkinlige sahip
bulunmustur. Mg\Ca'?-ATPaz aktivitesi lizerinde ise anlaml1 koruyucu
etkinlige sahiptir. Bu olgu, serbest radikal hasarmmn ve lipid
- peroksidasyonunun iskemi—reperﬁizydn | hasarmdaki ~ 6nemini
vurgulamaktadir ve U-74389G’nin bu hasarda serbest radikal baglayici

bir ajan olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.



2. GIRIS

Beyin 6demi, beyin su igeriginin artmasina bagl olarak beyin
dokusunun genig;lerﬁesi olarak tanimlanabilir. Iskemi sbnfam gelisen
beyin 6deminin, hiicre i¢i kalsiyum artigi, notral proteazlarin aktive
olmasi ve artmis serbesf radikal tiretimine bagli lipid peroksidasyonu
gibi ikincil olaylar sonﬁcunda gelistigi diigtniilmektedir. Iskemiye bagh
sliimlerin neredeyse 1/3’1, ikincil olaylar sonucu gelisen beyin 6demine
baglh intrakranial basing artis1 (ICP) ve beyin herniasyonu nedeniyle
olmaktadir (1).

| Beyin 6demi tammu, ilk defa Hipokrat tarafindan, demli beynin
su igerdiginin belirtilmesiyle baslar. Ikinci tamm, IX. yy'da Razi
tarafmdén, travmatik beyin 6demi olarak yapilmustir (2).

Klatzo (3), beyin 6demini néropatolojik agidan vazojenik ve
sitotoksik olmak iizere ikiye ayirmugtir. Vazojenik beyin 6demi; KBB
biitlinlifiniin ~ bozulmasma sekonder olarak su ve soliitlerin
ekstraselliiler alana ge(;mesiné bagl -olarak beyin dokUsunﬁnﬂgigmesidir. '
Sitotoksik dem, daha ¢ok astrositlerde olmak iizere noronlarda ve hatta
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aksonlarda gdzlenen hiicre igi sivi iceriginin artmasina bagh hiicresel
sismedir (3).

Vazojenik Beyin odeminin daha gok beyin tiimorlerinde,
hematomlarda, travma ve inflamatuvar olaylarda ve iskemide olustugu
diisinilir. Odem, ozellikle, beyaz cevherdedir. KBB biitinliigiiniin
hasar1 sonucu olugur. Sitotoksik ddem ise gri ve beyaz cevheri birlikte
etkiler; ancak KBB butunlugu bozulmam1§t1f. Bununla birlikte, bu klinik
durumlarda, sitotoksik ve vazojenik ddem birarada goriiliir (3).

Uctincit bir ddem sekli ise insterstisyel dem olarak Fishman
tarafindan tammlanmustir; hidrosefalide, beyin omurilik sivisi (BOS)’min
periventrikiiller dokuya dofru yaptifi basing sonucu olusur . Miller
(1979)‘,7 serebral 6dem smiflamasini genigleterek, ddem sivismin farl;h !
doku bsliimlerinde birikmesini gbz oniine almak suretiyle‘mevcut 6dem
tiplerine ek olarak hidréstatik ve hipoozmotik sdemi ilave etmistir (10).

Beyin hiicreleri, néral membranlarin bir tarafindan diger tarafina
iyonik dengeyi korumak igin enerji kaynagmna ihtiyag duyarlar. Iskemi,
beyin hiicrelerinin enerji kaynaklarim titketir. Karmasik molekiiler
olaylar sonucu, degisik mediatdrler ve serbest oksijen radikalleri ortaya
~ cikar. Enerjiye bagnnh hiicre membrant iyonik pompalart (Na"\K'-
- ATfaz, Mg”\Ca”—ATPaZ) iflas eder rve sitotoks& tdem geligir. Serbest
oksijen radikallerine bagh lipid peroksidasyonuyla kapiller endotel

5



hiicrelerinin membran biitiinliigii de bozularak vazojenik 6dem meydana
gelir. Vazojenik ddem olusumunda asil sebepler reperfiizyon siireciyle
baglayan molekiiler olaylara dayanir (3,4,5,6).

Iskemi-reperflizyon sonunda, serbest radikallerin  serebral
mikrovaskiiler yatakta neden oldufu hasarin serebral dem geligimine
neden'oldugu dﬁgﬁnﬁldﬁgﬁnden; bu galigmada, bir serbest reaktif oksijen
radﬂ(ali temizleyicisi' ve lipid .peroksidasfon inhibifﬁrﬁ olan U-
74389G’nin; serebral ddem gelisimi, KBB hasar1 olusumu ve enetji
bagimli sinaptozomal Na"\K'-ATPaz ve Mg"\Ca™-ATPaz enzimlerinin
aktivitelerine olan koruyucu etkisi aragtirildi.

iskemi ve reperfizyonda “Dért Damar Oklizyon Modeli”
kullamldi (7,8).

iskemiye bagh 6demin teshisi ve patofizyolojisini anlamadaki
birgok gelismeye ragmen, ﬁerapotik secenekler sinirli kalmaktadir. Bu
pedenle, yeni tedavi protokollerinin ortaya konulmasmnda ve bunlarin
klinik uygulamaya sokulabilmesinde deneysel ¢aligmalarin degeri bityiik

olacaktir (1).



3.GENEL BILGILER
3.1.FIZYOLOJI -

Beyin, tiim vicut agirlimm % 2’sini olusturmasina ragmen,
kardiyak kan akimmmn % 15°ini alrken, istirahatte inspire edilen
oksijenin % 20’sini titketmektedir. Normal fizyolojik sartlarda, 100 g
beyin dokusu, 1 dakikada 3.5 ml (160 milimol) oksijen, 60 ml (30
milimol) glukoz "_diket_mekte olup, kandan alman glukozun % 90’1 |
mitokondrial oksidatif fosforilasyon sirasinda enerji kaynagi olarak
' kullanilken, % 15 kadars aneorobik yolla piriivata doniismektedir.
Iskemide, enefji iiretimi azalir ve bir mol glukozun anaerobik ortamda
&ﬂﬂlmam birkag mol ATP iiretimi ile sonuglamir. Piriivat, laktata
doniistiiriilerek; hiicre igi laktik asidoz geligir. Bu sirada hiicre ig¢inde
biriken laktat, hiperosmolar bir ortam yaratarak hiicre igine su
~ gekilmesine neden olur. Ozellikle patolojik durumlarda, oldukga az
miktardaki enerji kaynagi c'ﬂarak Idepo haliﬁdéki glﬂ{ojen \.fe yﬁksek
enerjili fosfatlar (ATP, fosfocreatinine, glisin vb.) yaninda aminoasitlere
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ve keton cisimlerine de bagvurulmaktadir. (9,10).

Néronlarin islevsel durumu, oksijen ve glukoz dagitimi igin yeterli
beyin kan akimi (CBF) olup olmadigmna baglidir. Serebral kan akimi 20
ml/100gram/dakikanmn altina diistiigiinde serebral iskemi siireci baglar.
Serebral kan akmmi % 50’ye kadar azaldiginda; fizyolojik olarak
kompanse edilebilir durumdadir; ancak, % 50— % 20 arasinda azaldif:
tukdirde asidozis vé odem .gelisir. Takiben, K\Ca* degigimi ve protein
sentezi sonlanir. Bunun yaninda, hiicrenin elektriksel uyarilabilirligi sona
erer ve enerji bagimli iyon degisimi yapilamaz. Ust iskemik esikte (20
ml/100 gram beyin dokusu/dakika beyin kan akimi), hiicreler, néronal
islevleri ve elektriksel aktiviteyi yapamasa da morfolojik biitiinltigiini
korur. - Alt iskemik esikteki CBF (% 15 ve alti)’de ise, ATP miktarmmn
azalmas ile hiicre zari ve mitokondrial fonksiyonlarda zaylﬂama olusur.
Bu akis esiginde geri doniigsliz hiicre hasari baglaméktadm Bununla

birlikte, bu iki esik arasmdaki mesafe oldukea az olabilir (11).

3.2.ISKEMI-REPERFUZYON HASARININ FiZYOPATOLOJISI

iskemi, fokal veya global olabilir. Gelisen fizyopatolojik olaylar,
vazojenik ddemin global iskemide daha belirgin olmasi disinda her iki
| ‘tipté de aymdir. Iskemik bolgenin merkezinde olaym ilk anindan itibaren

mutlak doku nekrozu ve hiicre 6liimil s6z konusudur. Boylece, vaskiiler



okliizyon ile birlikte bolgedeki hiicrelerde (ndron, glia, endotel)
zincirleme birgok fizyopatolojik olay, bir kismi birlikte, bir kismi da
birbirini izleyecek sekilde baglayacaktir (Tablo I) (10,13,14).

Tablo L. Strokta gelisen fizyopatolojik degigiklikler
. ATP yetmezligine baglh iyon pompalari ¢alisamaz hale gelir.
. Hiicre membran1 depolarize olur.
. Hiicre igine Na' ve CI” girisi, hiicre digmna K+ ¢ikis1 artar.
_. Adenozun miktari artar. ATP/ADP oram a.zahr
. Voltaj bagimli Ca* kanallar1 agilir.
. Eksitatér aminoasit (glutamat, aspartat vb) salinmast ltuzlamr
. Endojen opiatlarin miktar: artar.
. Anaerobik solunum ve hiicre i¢i asidoz gelisirr NMDA (N-
metil-d-aspartat) reseptorlerine bagh Ca**kanallar1 agilir.
. AMPA (Kainate/Quisqualate) reseptorleri aktive olur.
. Endotel mediyatorlerinin salinmasi a§1r11a§1r
. Likit enzimler aktive olur

Global iskemide, 15-20 saniye i¢inde oksijen, glukoz, glikojen,
fosfokreatin, glisin ve ATP azalmasi ile birlikte CO, birikimiyle
- mitokondrial fosforilasyon durur. Beyin hiicrelerinin enerji substratlar
bitince, Na'-ATPaz, Ca™-H", Na'-K' degisimi pompalari ¢alisamaz
hale gelir. Na* ve CI hiicre igine girerken, K" hiicre disina ¢ikar ve giris
kanallar1 kapanir. Depolarizasyon sonrasi voltaj bagimli Ca"™ kanallart
agilir ve hiicre icine Ca™ iyonlar1 girmeye baglar. Hiicre, bu fazla Ca'"
iyonlarini disar1 atmaya ¢aligir. Bu sirada, her bir Ua™ iyonuila karsilik
2H iyonu hiicreye girer. Bu $eki1de, hﬁcre ici pH azalif. Ayrica, hiicre
ici laktat birikimi, intraselliiler asidozu daha da artirir. Gerek Na' iyonu

ile birlikte hiicre icine giren, gerekse asidoz geligimi ile olusan
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su molekiillerindeki artig, hiicreyi sitotoksik &deme gotlrlr . Ik
dakikalarda baglayan bu 8dem, iskemiyi takiben 12 ila 16 saatte
maksimal diizeye ulagir ve en erken kapiller endotel hiicrelerinde goriiliir
(1,6).

Yag asitlerinin agil kokiintin mitokondrial membrandan gegigini
. kgrnitin 7saglar. Dolaysiyla, karnitin, normal sartlarda serbest yag
asitlerinin mitokondriél B—oksidasyonlaﬁ icin gereklidir. Boylece, olugan.
Asetil CoA’nim krebs siklusuna girigi gergeklegir. Serebrovaskiiler olay
sonucu olusan plazma ve sitoplazma karnitin eksikligine bagli yag
asitlerinin oksidasyonu aksayacak, hiicre diginda agil CoA artarken hiicre
i¢inde Asetil CoA azalacak ve krebs siklusunun ihtiyaci olan Asetil CoA,
. glﬁkoiun anaerobik yo_l ile kull_alxlnlmasmm h1;land1r1hn351 ‘ile:
saglanmaya caligilarak piruvatin laktat y&nine kaymasi ile hiicrede
laktik asit birikimi daha da artacakr (10,14).

Presinaptik membranda eksitator norotransmitter maddelerden
szellikle glutamat ve aspartat miktar: artmakta ve bu molekiiller, post-
sinaptik hizh NMDA (N-metil-D-Aspartat) ve yavag Kainate ve
Quisqualate (AI\/LPA=a—amino-3-hidroksi-5—metil—4—izoxasolé
prqpiyonat) reseptorlerini stir_m‘ll_e‘ etmektedirler. NMDA reseptor
aktivasyonu reseptore bégh Ca™ kanallarim agarken, AN[PA reseptﬁrleri

ise Na" kanallarim1 agar. Bu srada fazla miktarda salgilanmig
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olan endojen opiatlar, eksitatér transmitter artisini provoke edici etki
gosterirler. NMDA reseptor aktivasyonu, hiicre membranindaki G-
proteinini aktive ederek reseptdre bagli Ca"™ kanallarim agarken, G-
proteini, ayrica, fosfolipaz C enzimini de aktive eder. Bu enzim,
polifosfoinoiitid’lerden (PPI) olan fosfotidil inozitol difosfat (PIP2)’1
pargalay1p inozitol trifosfat (133) ve diagil gliserol (DAG)’un olugmasint
saglar. IP3, sitoplazmik rétikulumdaki kalsiyumun s‘itoplézmaya gecerek
serbestlesmesine neden olurken, DAG ise protein kinaz C (PKC)
enzimini aktive eder. Protein Kinaz C, niikleusta gen ekspresyonu. ve
mRNA transkripsiyonuna yol agar. Normal sartlarda olmayip,
hipertermi, hipoksi, hipoglisemi ve bunun gibi stresor etkili durumlarda
olusan bu genlerin koruyucu proteinler sentezleyerek, dokuyu stroke
sonucu olusabilecek zararlardan ve nekrozdan koruduklar: agiklanmusgtir.
Yapilan c¢alismalarda, serebrovaskﬁlef oiéyé duyarli noronlarda bu
genlerin daha az diizeyde olustuklari gosterilmistir. Diger taraftan,
mitokondrial oksidatif fosforilasyon bozulunca, yikict enzimlerin sentezi
ve aktivasyonu da artmaktadir. Her 3 yolla da hiicre i¢inde artmig olan
kalsiyum, inaktif halde bulunan hiicre ici litik enzimleri aktive ederek
hiicrenin yap1 elema_nlannm_yﬂqhmlm baslatmaktadlr. Litik enzimlerden
fosfolipéz A2'nin akti\-fés.yonu ile lipid peroksidasyonu bagiaﬁlakta -
membran fosfolipitlerinden birisi olan aragidonik asit, eikosonoidlere

)



pargalanmaktadir. 5-lipooksijenaz enziminin aktivasyonu ile lokotrienler,
siklooksijenaz enziminin aktive olmast ile de prostanoidler olusmaktadir.
Endotel hiicrelerinden olusan prostanoidler, prostosiklin (PGI2) ve diger
prostoglandinler (PG E2, PGF2,), trombositlerden olusan tromboksan
A2 (TXA2)dir. Lﬁkotrienler, platelet aktive edici faktor (PAF)
aktlvasyonu gecirgenlik artig1 ve 10k051tlere kemotaktlk etki gosterirler.
Lokotrien C4, kapiller gecirgenligi c;ok guglu olarak bozucu etkiye
sahiptir. Prostasiklin, mikrosirkiilasyon diizeyinde dilatasyon ve anti-
agregan etki gosterirken, TXA2 ve PG’ler vazokonstrijksi.yon, kapiller
gecirgenlik artigt ve trombosit agregasyonunu artiricl etkiye neden
olurlar. Proteaz ve endoperoksidaz enzimlerinin aktivasyonu ile protein
dekarboksilasyonu artmakta Vé 'hﬁcren'in temel yapi tagi olan protein
yﬂqrm baglamaktadir. Ornitin dekarboksilaz enzim aktivasyonu ile
ornitinin metabolizmas1 bozulur ve mediator ola:rék olusan putressin
fazlalipy, kalsiyumun reseptore bagli kanallardan hiicre icine girigini
artirir (5,6,13,14).

Serebrovaskiiler olaym etkisiyle damar endoteli etkilenince,
subendotelyal kollajen agiga gikar ve trombositler kollajene yapisirlar.
Tromb051tler1n yap1§ma31 protrombmm trombme donugmesun ve
PAF 1n sa1g1lanrnasm1 saglar. Trombm, ﬁbrmmemn fibrine

doniigmesine, PAF ise trombositlerin aktivasyonuna yol



acar. Aktive olmug trombositler, bu sirada ortamda artmis olan ADP’nin
de etkilemesiyle agrege olurken tromboksan A2, serotonin, histamin gibi
birgok madde salgilarlar. Fibrin, agrege olmus trombositlerle birlikte
trombiisii olusturur (5,14).

Néronal doku hi,icrelerinde oldugu gibi damar endotelinde de ayni
ﬁzyopatolopk olaylar gehgur Platelet aktive edici faktor (PA_F) doku.
.plazmmcgen aktlvatoru (tPA), sitokinler (mterlokmler mterferonlar
tiimér nekroz faktorleri, norotrofik biiylime faktorleri, lipokortin),
trombin, hiicre adezyon molekiilleri (integrinler, selektinler,
Vimmﬁnoglobulinler), fibronektin, EDRF (NO=nitrik oksit) ve EDCF
(endotelden salinan konstriktor faktdr veya endotelin-1)’nin salgilanmasi
olur. NO’nun artig1 ile aseiil kolin, bradikinin ve kismen si.t(')kinlelr
artmaya baglar. Uygun dozdaki sitokinler, inflamasyon, rejenerasyon ve
deafferantasyon gibi reraksiyonlar i¢in faydali olurlarken. asir1 dozlarda ‘
- zararh olurlar (5,6,10). |

Gelisen tiim bu metabolik reaksiyonlar sirasmda serbest ‘oksijen
radikallerinin lezyon yerindeki diizeyleri artacak ve bu artig, viicudun
dogal endojen anti-oksidan savunma molekiillerinin yetersiz kalmalar
sonucu regiile edilemeyecektir. Yikic ﬁiellikte olan bu partikiiller, hem
-ba§ka zararli metabolik ilglhelr.nleri teﬁkleyecek hem de litil;: enzimlerin
baglattig1 yikimi hizlandiracaktir. Hizlanan bu olaylar, zaten artmusg olan
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se_rbest radikallerin daha da artmasina, dolayisiyla nekrozun yayilmasi
yoniinde bir kisir ddngiiniin olugmasma yol acacaklardir. Normal ve
saglikli sartlarda, viicut savunmasi igin belirli bir diizeyde oldugu
takdirde yararh ve gerekli olan serbest radikallerin agiri miktarlarda
bulunmas: hiicre nekrozunun artmasi ve yayilmasi yaninda kapiller
A geglrgenhgm bozulmasmda ve boylece, makromolekuller ve protemlenn
plazmadan mterstlsyel kompartmana su ile birlikte gegerek vazo_]emk
beyin 6deminin olugmasima biiyiik 6lglide katkida bulunacaktir (Sekil I)
(5,6,10).

Beyin odeminde, serbest radikallerin yaninda  sitokinlerin,
opiatlarin ve histaminin de rolii Qldugﬁ belirtilmektedir. Sonugta, iskemi-
repérﬁiz_yon' hasarinda sitotokéik ve vazojenik Sdem olugmakta ve bu
odem, siddetine ve siiresine bagl olarak, stroke’lu hastalarm 1/3liniin

tlmesinde 6nemli etkenlerden biri olabilmektedir(10,13).

14



Hipoksi / Anoksi

v

[l ATP Sentezi

ﬂ ATP Stogu
'U' Sodynm Pompast

v

Hiicre ici Na+ girigi
Hiicre digi K+ ¢ilag

/ Membran depolarizasyonu

e~ l N

Car++ kanallar: agilir Glutamat salnmm
h 4
NMDA reseptir kontrolli
Cat+ kanallar acir
Hiicre igi asin Cat++
girigi
Fosfolipaz aktivasyou ¢ \
¢ Proteazlann aktivasyonu  mitokondrial a;ﬁmﬁlasyon
Membran fosfolipidlerinin Olsidatif fosforilasyomumn
hidrolizi bozulmas:

ﬂ Serbest Yaf Asitleri —jpragidonik asit
v v
. | ‘ Prostoglandinler —p

Sl ,,-/ ‘(

Sekil 1. iskemik reperfiizyon hasar. Doku hasarinn iki komponenti
agin nérolojik hasara yol acar. fskemik komponent, iskemi sirasindaki
doku hasarmm progeslerini igerir. Bu sirada olusan hiicre 6liimii
iskeminin siiresi ve siddetine baglidir. Reperfiizyon olustugu anda
meydana gelen biyokimyasal depisiklikler sekonder hasar belirler
(Leslie N.M., M.R. Weglinski; Pathophysiology of metabolic brain

injury. Anesthesia and Neurosurgery, 1994).
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3.3. KAN BEYIN BARIYERi VE VAZOJENIK ODEM

Beyin mikrovaskiiler endoteliyal hﬁcrderi, birbiriyle siki
baglantilarla (zonula ocludens) kompleks bir devamlihik gostererek
- KBB’ni olusturmaktadirlar. Gergekte KBB; vaskiiler kapillerin, astrosit
aﬁraklarl, perisit, diiz kas hiicreleri ve notrofillerle sarilarak olusturdugu
dinamik bir yapidir. Serebral endotel,r tartismasiz gekilde biiyiik ve polar
ﬁlolekﬁllere geg:irgen | oimamasma raémen, birgok yaéda ¢Oziiniir
maddeye hayli gegirgendir. Iyonlar, kiigikk nonelektrolidler ve {ireye ise
degisik gegirgenlik sergiler (15,16).

Serebral endotel hiicreleri, diger dokulara gére daha az pinositik
oluklar ve vezikiiller icerirr Bu KBB’nin onemli bir o&zelligidir.
Vazojenik ddemde stimille edilen pinositik aktivite, insterstisyel bosluga
serum proteini transportunda Onemli bir mekanizma olarak
goziikmektedir (17).

Beynin birgok hastalhiginda, farkli ve az anlasilmis hiicresel
mekanizmalafm kismi olarak ise karigmasiyla, KBB biitiinltigii etkilenir.
KBB’nin hasarlandig1 her hastalikta netice serebral 6demdir. Arasidonat,
eikasanoidler, bradikinin ve serbest radikallerin, KBB hasarmma neden
oldugu deneysel Iolarakr g('isterilnﬁ§ti1_‘. Patolojik dokudan salman bu
Iﬁediatérler, sitozolik Ca'™ seviyesini degigtiferek'KBB’de degisméye
neden olan ikincil haberci sistemi indiikleyebilirler (78).
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KBB’nin gelismesinde ve bariyer fonksiyonunun
kuvvetlenmesinde astrositlerin rolii biiyiiktir. Bazi tiimdrler ve iskemide,
intrinsik ve yeni olusan kapillerlerde KBB karakteristiginin olmamasi ve
hiicre kiiltiriinde iiretilen endotel hiicrelerinin birkag pasajdan sonra
KBB ozelliklerini kaybedip ortama astrosit eklenmesiyle KBB
© dzelliklerini tekrar kazaMalan_ ‘bunur destekler (18,19,78).

]'ﬁskerrli-r'eperﬁiZyon hasarmdé, képiller endo.teli'nde, hiicre ici Ca'™
artimiyla ve eksitotoksﬂc glutamat ve serbest yag asitlerinin birikimiyle
olugan reaktif oksijen radikalleri, KBB’nin biitiinliigiinii bozmaktadir.
Aym sekilde, iskemiyi takiben gbzlenen laktik asidozis ve pH diistikliigt
de mikrovezikiiler transport sistemi {izerinden KBB Dbiitlinliigiint
Bozmak_tadm Sitotoksik ddeme yol agan metabolik ~olaylar zinciri;
endotel hasarina, plazma proteinlerinin ekstravazasyonuna ve vazojenik
sdeme yonelebilmektedir (20,21,78).

Plazma proteinlerinin ekstravazasyonu; degisen siki baglantilardan
diffiizyon, stvi  faz indiksiyonu veya nonspesifik pinositozis ve
transitozis, transendoteliyal kanallarin formasyonu veya endoteliyal

membran yayilmast yollarmdan biri veya birkaciyla gergeklesebilir (51).
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Vazojenik beyin 6deminde, KBB hasarini gosterirken plazmadan
beyne sizan, protein molekiillerine  baglanan Evans mavisi
kullamlmaktadir (24).

Vazojenik beyin 8demi sivisindaki ekstraselliiler glutamat
konsantrasyonunun normal degerlerin on katmna ¢iktigl bulunmustur.
- Glutamat reseptor blokerlerinin, -hipokampal CA  sektdr noronlari
kofumam ve NO’un neden oldugu ddemi azaltmasﬁ leutamat ve NO’in
KBB hasarina neden oldugunu énermektedir (26,27).

Dort damar okliizyon metodu kullanilarak olusturulan iskemi-
reperflizyonda, 45; dakikada, 151k mikroskobisi ve elektron mikroskobisi
temelinde, KBB biitiinligiiniin bozuldugu kanitlanmugtir (22).

Eksitatéijler - aminoasitlerin salmmamyla "olugan proteazlar,
vaskiiler endotel etrafindaki ekstraselliiler matrikse saldirir. Notral
proteazlarin  iki familyas1 Matriks metalloproteinler (MMP) ve
plazminojen aktivatorleridir. Matriks metalloproteinler, ¢inko ihtiva eden
ekstraselliiler matriksin bilesenlerinin bir gen familyasidir. Endoteliyal
bazal lamina ,Tip IV kollajenaz AB, stromeksin ve metrisynleri de igeren
gen familyasmm bazi hiicreleri tarafindan hidrolize edilir. Gelatinaz
A’nin  serebral pa;ankime enjeksiyonu KBB’yi agmigtir. Reperfiizyon
oncesi okliizyon stiresi rié kadar uzarsa’ KBB biitiinliigii o kadar erkén
bozulmaktadir. Orta serebral arter okliizyonu sonrasi ilk KBB agilimu 3.
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saatte jelatinaz A piki ve 24-48 saat sonra ikinci KBB agilimi jelatinaz B
piki ile olmaktadir. (22,28,29,30).

3.4. Na"K'-ATPaz ve BEYIN ODEMI

Beyin dokusu, ndronal olmayan hiicrelerin ATPaz’1 ve
aksolemmal ATPaz olmak {izere iki ayri formda Na"K'-ATPaz enzimi
_i(;erir. Enzim; 90600 molekiiler af‘guh_k_h genis - a-subiinitine ve
glikoprc;tein yapida olaﬁ kiigiik bir B-subiinitine sahiptir. o-subiinit
katalitik alan1 icerirken B-subiinitin enzimin uygun lokalizasyonunu
sagladig1 ve plazma membraninda halo enzim montajinda gerekli oldugu
diistiniilmiistiir. Enzim, Mg™ ve Na" varhgmda fosforile olurken K’
varliginda defosforile olur (31).

Na"K™-ATPaz, beyin endot,eliyal Vhﬁcrelerinin tiim yiizeylerinde |
lokalizedir. Yapilan aragtirmalar, Na"K'-ATPazmn asil olarak KBB
endoteliyal hiicrelerinin abluminal membraninda lokalize oldugunu;
ancak, aktivitesinin % 25’inin luminal tarafla gerceklestigini
gostermektedir (33). |

Enzim, hem noronlarda hem de glial hiicrelerde 2K" ‘u hiicre igine
tasirken, 3Na“u hiicre  digma atar. Sinir dokusunda yiiksek
__kqnsantrasyonlarda bulunan enzim, iyonik dengenin regiilasyonunu ve
dolayisiyla hiicresel ozmotﬂc basﬁmm .belli sinurlar igerisinde devam

ettirilmesini saglar (32).
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Biyolojik amin nérotransmitterlerin geri aliminda yer alan bir
enzim olan Na"\K'-ATPaz aktivitesi olgiilerek, stres altindaki noéronal
aktivitedeki karisikligin derecesi degerlendirilebilir (39).

Cegitli deneysel modellerle olusturulan beyin 6deminde; Na've K'
ile beyin su muhtevasi arasinda direk bir iliski gézlenmigtir. Bu veriler,
mitokondrial . ATP sentezi azlifma bagh olarak NaﬂK*'—ATPaz
aktivitesinin azalmasiyla aéﬂdanmlsfu (34,35). |

Sag karotis ligasyonlu gerbil &n bey.ninde, iskemi sonrasi 6. saatte
Na"\K*-ATPaz hasar1 goriilmiigtiir. Bilateral iskemi ve reperfiizyon
sonrasi, gerbil 6n beynindeki bolgesel Na"K'-ATPaz aktivitesinin
azalmasi, 6deme hassas oldugu belirtilen striatum, talamus, hipokampus
ve frontal kortekste_ ortéya ctkmustir. Onciil aragtnmacﬂal_', resirkﬁlasyqn
sonrasi ve pentobarbital ile tedaviye alman gerbillerde, enzim
aktivitesinin, bilateral karotis ligasyonu sonrasi distiiglinii gordiiler.
Daha kapsamli bir ¢alismada, Mc Millian ve ark. (37), normoglisemik,
normotansif siganlarda Na"\K'-ATPaz aktivitesinin primer iskemide
sabit kaldigini; ancak reperfiizyon sonrasi diistiigtinii buldular. Na"\K'-
ATPaz aktivitesindeki bu azalma, membran fosfolipidlerinin
disorganizasyonuyla izah edileBilir. Iskemi-reperflizyon _hasarmda,
serbest oksijéﬁ fédikélle'riile bagli gefi doniigiimlii veya geri dﬁnﬁsﬁmsﬁz
enzim aktivite diististiniin ortaya ¢iktigini gsteren ¢aligmalar da bu izahi

20



desteklemektedir (31,32,36,37,38,81).

Vazojenik o6dem olusumunda, Na"K'-ATPaz aktivitesinin
kaybolmasi ya da inhibe olmasi, iskeminin indiikledigi lipid
peroksidasyonunun en erken sonuglarindan biridir. Bu nedenle, serebral
serbest yag igerifindeki artislar, Na\K'-ATPaz dusikliiglini
‘ag:ﬂdayabilmektedir _(40). -

3.5, Ca™\Mg'-ATPaz ve BEYIN ODEMI

intraseliiler serbest kalsiyum dengesi, nronlarm fonksiyonlar i¢in
gereklidir ve bozulmus kalsiyum dengesi, ge¢ noronal 6liimle sonuglanir
(74). Intraselliiler kalsiyum artiginin, ge¢ noronal Sliimde dnemli rol
oynadigi bilinmesine ragmen, ekstraseliiler kalsiyum birikiminin de
gecﬂﬁnis néronal  6liime katkisi 'bulunméktadlr (75). Sarkoplazmik -
retikulumdaki intraselliiler depolar bu mekanizmada yer alilar (72).
Frandsen (71) ve Zhang (70, 1993), sarkoplazmik retikulumdan
kalsiyum akigini inhibe eden dandroleni kullanarak, hipokampal
bolgedeki noronal Sliimiin dnlenebildigini gosterdiler. Bu galismalara
ragmen, iskeminin dogrudan sarkoplazmik retikuluma olan etkisi
ispatlanamamistir (49). Mg™\Ca"™-ATPaz, hiicre igi Ca? ve Mg™
h kbnsantrasypnunu Vdengede' tutar (69). Iskemi, dogrudan Mg\Ca*-
ATPaz’1  etkileyebilir. iskenﬁ sirasinda,  enzime kalsisrﬁm

baglanmasindaki affinite azalmgtir (68). Sonugta,
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kalsiyumun hiicre disina tasinmasmdaki azalma ve noronal bazal
kalsiyum seviyesinde artig vardir (75). Protein kinazlar, birgok n&ronal
fonksiyonu ve sekonder mesajc1 sistemleri devam ettirirler. Ozellikle
Ca*™ Calmodulin-bagimli protein kinaz II (CAM kinaz II), ndron
fonksiyonunda &nemli rol oynar . CAM kinaz II, sarkoplazmik
retikulumda Mg **\Ca™-ATPaz enzimini aktive ve fosforile eder.
fskemide ve gecikmis nronal sliimde, CAM kinaz 11 inhibe olur (75).
Sonug olarak, iskeminin indiikledigi bu inhibisyon, Mg\Ca*-ATPaz
fosforilasyonunu azaltir ve kalsiyumun geri alimimi azalmig olur.
Neticede, intraseliiler ve ekstraseliiler Ca™ diizeyleri arasinda bir denge
vardir ve Mg™\Ca2-ATPaz’mn hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun

sabit tutulmasinda 6nemli bir rol oynadigl téspit edilmistir (75).

3.6. SERBEST . RADIKAILLER VE REPERFUZYON
HASARI

3.6.1.SERBEST RADIKALLERIN SEREBRAL VASKULER
ENDOTEL UZERINE ETKILERI

Serbest radikaller, basitge, en dis yoriingesinde tek sayida elektron
iceren molekiillerdir. Bu nedenle serbest radikal molekiilleri kimyasal
 olarak unstabil ve reaktiftirler. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest
radikaller oksijenin radikai tiirevleridir; bunlar, siiperoksit (O,), bir ara

irtin olan hidrojen peroksit (H,0, ) ve hidroksil (OH)
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radikalleridir (9).

Siiperoksit dismutaz (SOD), o - tokoferol, askorbik asit, katalaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon gibi enzimatik ve nonenzimatik
éavunma_mekanizmalan, serbest radikalleri detoksifiye ederek sekonder
beyin hasarmin azaltlmasi yaninda, serebral vaskiiler hasarin
onlenmesinde ¢aba sarfetmektedirler (50).

Lipid peroksidasyonu, reaktif Oé tiirlerinin membran yaplsmdaki
poli doymamis yag asitlerinin (PUFA) o - metil grubundan H' atomu
cikarmasi ve su olusturmasi ile baglar. PUFA igeren bu lipidler,
viicudumuzda bulunan  membranlarin ana komponentidirler. Poli
doymamus yag asitlerinde lipid radikallerinin olusumu, &zellikle, demir

, rﬁetaii ile katalize edilir. Viicudumuzdaki demir, genellikle membrahlar
ve demir tasiyic1 proteinlerle korundugundan reaksiyona giremez.
Denatiirasyon sonrasi tagryici .];-)ro-t;:inle;déz-l_ ‘l;;l:t.ulan demir, uygun
maddelerle selat  olusturursa, biyomembranlardaki PUFA’larla
reaksiyona girebilir. Membrandaki elektron transport sistemi demiri
indirger ve bdylece metal aracili kataliz gergeklesir. Demir baglantili
kataliz, lipid peroksidasyonunun baglamasi ve ilerlemesinde en nemli
| olaydir (46).

| | Canl1 organizmadaki en akfif radikal, hidroksil (OH‘) radikalidir.
Biyojenik sistemlerde, hidroksil radikalinin major kaynag1
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siiperoksit radikali ve hidrojen peroksidin demir ile reaksiyona girdigi
Haber Weiss reaksiyonudur (9,41,42).

Normal sartlarda, siiperoksit radikali, hiicresel metabolizmanin
degisen bir firiinfidiir. Enzimatik reaksiyonlarla ve elektron transferiyle
olusur. Endoplazmik membranlara bagh sitokromlar, Oy iiretebilirler.
_Hi.icre membrz;nlanndaki NADPH oksidaz ile notrofiller de onemli
sﬁpefoksit rédikal kaynagidir. Ksa.ntin’ oksidazin kataiizlédigi reaksiyon
sirasinda da tirik asit olusurken 0,” meydana gelebilir. Ayrica, aragidonik
asit metabolitlerinin sentezi ve katekolamin oksidasyonu sirasinda da Oy

olusmaktadir.(41,44).

o Hidrojel_l perdksit, O, 1n bir e_lektron ahna_s,lyla olusur. .Bu
reaksiyon, normalde hiicrede spontan olarak olugur ve siiperoksit
dismutazla (SOD) katalizlenerek katalaz enzimi ile 77}7{20 rve 0O,’ye
dontistiiriilir (41).

Sonucta, olusan serbest oksijen radikalleri (SOR), agirt iifetim ya
da yetersiz detoksifikasyona bagli olarak;

1. Yapisal ve enzimatik proteinlerde denatiirasyon ve peptid bag
hasari,

2, 'Nﬁréﬁansnﬁﬁef fonksiyon bozuklugu,

3. Genom yapisinda hiicre harabiyeti ya da
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kansere gidebilen mutasyonlar,

4. Membran fosfolipidlerinin peroksidasyonuna bagh hiicre
yapim ve fonksiyonunda bozukluklar olugturmaktadir.

fnsan viicudu temelde lipid, protein ve karbohidratlardan
olugmakta iken insan beyninin kuru agulignm % 50’sini lipidler
- olusturur. Lipidlerdeki alkil zincirleri polariteye sahip olmadigindan ve
lipidlei' in vivo ihaktif olduklarindan yasayan hﬁcreieriﬁ temel yapl
taglarindan birisidir. Plazma membram ve intraselliiler mikro-orgaﬂel
membranlarinm lipid molekiilii tabakasindan olustugu iyi bilinmektedir.
Bununla birlikte, doymamis yag asitlerinde gorillen ¢ift bag hayli
reaktiftir ve hidrojen ve diger atomlarla birlesip oksidan harekete maruz
kalmas1 mumkundur Lipidler, oksijenle birlegtikfen sonra peroksit halini
alirlar. Biyomembran igerisinde oksijen, doymamus yag asitinin —CH2’si
ile birlegirse bu bﬁigem’n polaritesi ve dolayistyla reaktivitesi artar ve bu
alan hem daha hidrofilik hem de kimyasal agidan daha aktif hale gelir.
Boylece ya membran fonksiyonlar1 bozulur ya da membran yapisinda
degisimler gozlenir (48,56).

Lipid iceren hiicre ve organel membranlari, hiicre yapisi igin
temel yapilardir ve lipid peroksidasyonuna agir1 duyarlidir. Diger
taraftan, oksijen molekﬁlleriiﬁn lipit affinitesi yiiksektir; ¢tinkii okéijen
dogal halinde non-polar bir molekiildiir. Baz1 durumlarda, 6zellﬂ<le lipid
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peroksidasyonunda, biyolojik mebranlar non-spesifik olarak oksijen
molekiiliinii yakalarlar. Peroksidasyon, lipid bariyerin biitiinliigiinii bozar
ve membran permeabilitesini artirir.  Mitokondrial — oksidatif
fosforilizasyon igin gereken iyon akigi bozulur. Ayrica, lizozomal
enzimler salinarak hiicreyi yikima gotiiriir.

Serbest radikal tiirlerinin biyomembranlar iizerindeki harabiyeti,
beyiﬁ ddemi Vé geri. d6111"1§1','1msﬁz iskemik beyin hasarmndan sorumiu
tutulmaktadwr. Diger taraftan, O, aktivasyonu post-iskemik lipid
peroksidasyonunun baglamasi i¢in mutlaka gereklidir.

Stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri,
serebral iskemi ve ftravmada membran fosfolipidlerini lipid
ﬁeroksidasyonuna ugratarak membran yikihmina neden olur; (;unku
serebral kapiller endotel biinyesinde bol miktarda poli-doymamis yag
asidi bulunur. Serbest radikallerin, spinal kordtaki vaskiiler ge¢irgenlik
degisikliklerini de tetikledigi bilinmektedir. Gegirgenlikte degisime
neden olan mekanizmalar tam olarak bilinmemesine ragmen vaskiiler
membranlarin serbest radikallerin indiikledigi peroksidatif hasara karsi
hassas olmalar1 su¢lanmaktadir (73,76).

Beyinde, ksantin oksidaz_: ve dehidrogenaz igeren tek hiicre tiirli
vaskiiler endotel hiicreleridir. Ayrica, sérebral dokuda' mitokondri
acisindan en zengin hiicreler de vaskiiler endotel hiicreleridir. Normalde
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hipoksantin, ksantin dehidrogenazla ksantin ve iirik aside metabolize
olur. Iskemide, mitokondrial oksidatif fosforilizasyon ve ATP
seviyesinde diisme olur. AMP seviyesi artar. AMP; adenozin, inozin ve
hipoksantine metabolize olur. Iskemi derinlestikge, hiicre ici Ca™ artis |
proteolitik ve fosfolipaz enzimlerinin aktivasyonuna neden olur. Ksantin
. dehidrogenazin ksantin oksidaza doniistiigii Ca™ bagimli  proteolitik
doniisiim, niikleotid radikalirﬁn Ayerine réperﬁizyonla gelen oksijeni
kullanir ve siiperoksitl radikali (0,) olusur (Sekil II) . Ksantin dksidaz
inhibitérii olan oksipurinol, kapiller endotel hiicrelerinin (KEH)
travmatik hasarmi, doza bagimli olarak azaltmigtir . Bu sonug, KBB
hasarinda ksantin oksidaz kaynakli 0, ve Hy0,’nin rol aldifimi gosterir.
Zira, ksantin oksidaz yohxyla ortaya ¢ikan H,0, nin glutatyon peroksidaz
ve katalazla suya dismutasyonu sdz konusudur. Eger bu enzimler ile
tilketilemezse, Fe™ katalizli “Fenton reaksiyonu” devreye girerek H,0,
ve OH radikali tiretilecektir (51,54,55).

Siiperoksit radikaller, invivo sartlarda anyon kanallari yoluyla
ekstraselliiler alana gecerler ve anyon kanal inhibisyonu bunu
énlemektedir. Deneysel ¢alismalarda, SOD’in beyin 6demini onledigi
.bildirilmesine ragmen, 0, lerin Vazojenikl ddem gelisiminde dogrudan
etkisi olmédlgma inamlmaktadir. Sﬁperoksitle | demirin reéksijzonu' |
sonucu olugan 0H  ise KBB’nin yikilmasindan sorumlu ¢ok reaktif bir
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radikaldir. Desferioksaminle vazogenik beyin ddeminin dnlenmesi ve
meveut ortama Fe'> eklenmesiyle ©demin artmast bu hipotezi
desteklemektedir (60,61,62).

Gegmiste, beyin kesitlerinin kullamldig1 in vitro galigmalarda,
hiicre hasar1 ve 6dem olusumunun ksantin oksidaz/hipoksantin/ADP-
Fe ile tetiklendigi gosterilmistir. Hiicre hasari, intraseliiler sodyum ve
laktik ﬁsit miktarinm artis1 ile birlikte intréselﬁler pota.s'yum iceriginde
diisiigle karakterizedir. Dahasi, membran fosfolipidleri yikilir ve serbest
yag asidi salmmu ile lipid peroksidasyonunda artiglar gozlenir. Serbest
poli doymamis yag asidi birikiminin, beyin ddeminin ilerleyisinde giiglii
bir etkiye sahip oldugu da gdsterilmistir. Bu veriler, oksijen serbest
radikallerinin membran biitiinliigtini bozdugunu ileri siirmektedir.

Ksantin oksidaz-Fe™ infiizyonundan iki saat sonra hem serebral
sodyum hem de serebral su igeriginde degigimler gozlenirken potasyum
iceriginde herhangi bir degig'iklik gﬁilemnemistir. Hasarhh serebrum
bolgesinde, siingerimsi  degigiklikler  ortaya ¢ikarken  ndéron
morfolojisindeki degisiklikler hiicre hasarini gostermistir. Inflizyon
yapilan alanda, Evans mavisi ekstravazasyonuna rastlanmigtir. Kan
Bley‘in Bariyeri gecirgenligindeki bu degisimler vazojenik Odeme
ozglldiir. | |

Odem, 24-48 saatte maksimum degerine ulagirken 1-2 haftada
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yavag yavas ¢oziiliir. 24 saat ve sonrasindaki dénemde, Evans mavisri
ekstravazasyonu ya gok azdi ya da hi¢ gozlenmemistir. Bu nedenle,
endotelyal hiicre hasarnin, erken dénemde oksijen serbest radikalleri
tarafindan ortaya cikarildigi diistinilmektedir. Serebral mikrovaskiiler
yataktan florescein isaretli dekstranin ekstravazasyonu, siiperoksit
dismutaz ile inhibe edilmigtir ki bu olgy, oksijen serbest radikallerinin .
| gecirgenlik degisiminde rol oynadiim agikca gés‘;ennektedir. Oksijen
serbest radikallerinin aksiyon mekanizmalari tam olarak bilinmemesine
ragmen, bu caligmadan elde edilen veriler dogrultusunda, kapiller
endotel hiicrelerinin 6nemli birer hedef oldugu ileri siiriilebilir. Kapiller |
endotel fosfolipidleri, oksijen serbest radikallerinin neden oldugu
peroksidasyon. ve yikima karsi hayli hassas olup yukaridaki verileri
destekler niteliktedir; ancak serbest radikallerin dogrudan kapiller
endotelini etkileyip etkilemedigi ile ilgili sorular1 cevaplayamamaktadir.
Serebral vaskiiler endotel hiicreleri ile olusturulan in vitro KBB
modeiinde, “Menadione” (0, fiiretimine neden olan K3 vitamini),
transgenik farelerden fiiretilen (fazla miktarda CuZn ve SOD iceren)
KEH’de, nontransgenik farelere gore 1,7 kat fazla 0, iiretimine neden
olmustur. Ancak; veriler, vaskiiler hasara daha ziyade OH radikal ve
| peroksinitritin (ONOO™) neden -dldug-unu gésfermi&ir. Anoksi,
KEH’lerinde 0H ve nitrikoksit tretimine neden olur. Nitrik oksit,
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vaskiiler tonus fiizerinde diizenleyici etkisi olan bir vazoaktiftir.
Vazodilatér, norotransmitter ve sitokin olarak tanimlamr. NO , L.
argininden nitrik oksit sentaz (NOS) denilen bir grup enzimce Uretilir.
NO~ radikali, 0, ile reaksiyona girerek ONOO yi olusturur.
Peroksinitrit ve NO 18kosit adezyonunu 8nlediginden bir noktaya kadar
- NO koruyucudur denebilir. NO ile 0, - etkilesmesi, -.OH— ve NO2
radikalininr ﬁretildiéi bagka bir r'eaksiyonlar- zincirini .ba§la;[1r
(50,57,58,59,63,64,65,66).

Travmaya maruz birakilan siganlarda, domuz endoteliyal hiicre
(KEH) kiiltiirlerinde, glutatyonun lezyon g,iddetiyie paralel olarak
tilketilmesi ve disardan eklenen glutatyonun hiicre hasarim onlemesi,
.sérb.est radikallerin, KBB hasa;rinda rol aldigini gdstermektedir. Iskemik
ve travmatik beyinde, SOD aktivasyonu, OH ve 0, tretimi ilk
dakikalarda maksimal seviyeye ulasmaktadir. KBB gecirgenliginin
travmay1 takiben ilk bir saatte maksimal seviyeye ulagmasi, serbest
radikaller ve wvaskiiler hasar arasi es =zamanli etkilesimi akla
getirmektedir (51,52,53).

Deneysel iskemi ve reperflizyon modelinde; beyinde, erken
7 dﬁnemde glutatyonun tﬁketildigi, bunun yani sira SOD aktivitesinin pik
-yéphgl gbzlenmi§ti1;. Ayrica oksipurihol, ayni -g.ekilde anoksi ve
reoksijenasyona maruz kalan domuz KEH’lerinde 0, iiretimini ve hiicre
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hasarim 6nlemistir (9) .

Netice olarak, serebral mikrovaskiiler endotel hiicreleri yogun
lipid igerigi ve mitokondrial organel zenginligi ile iskemi-reperfiizyon
hasarmna karg1 6zellikle duyarlidir ve iskemi sonrasindaki erken saatlerde
serbest radikal aracii KBB hasari ve vazojenik beyin Odemi
olugumundan sorumlu olabllu'

Aym 1skem]k ataga beymn deg1§1k bolgelen farkli cevaplar
vermektedir. Buna beyin hiicrelerinin “segici etkilenirligi” denir.
fskemik hasara kars1 ozellikle hassas olan serebral bolgeler; limbik
sistem, birincil olarak hipokampusun CAI bolgesindeki pirémit sekilli
hiicreler, purkinje hiicreleri, kiiglik ve orta boylu striatal ndronlar ve
korteksin 3,5,6 no’lu katmanlaridir. Bu segcici etki_lgrﬂrligin sebebi
olarak; &zel noroanatomik baglantilar, sinaptik organizasyon v-e zar
5zellikleri, norotransmitter ve reseptor tipleri sorumlu tutulmugtur (12).

Siv1 perkiisyonu ile olusturulan kafa travmasinda, vaskiiler hasar
6. saatte maksimum diizeydedir. Hasar sonrasi 1-24 saatte korteks ve
hipokampusu igeren hasarli alanda asit fuksin ile boyanan nekrotik |

néronlar gdzlenir ve bu siireg 1-4 hafta devam eder. 1-24 saatte, erken

. demyehmzasyon bulgular1 gbzlenmez. Hasar sonrasi 24. saatte,

as1d0ﬁ11k noronlar tiim korteks katmanlarmda goruleb111r 6-12 saat
icerisinde ndronlarda sisme, kromatolizis, akson ve myelin kiliflarmda
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pargalanma, astrosit ve oligodendroglialarda kayip izlenir. Iskemi sonrast
24. saatte, polimorfoniikleer ldkositler, sﬁngerimsi odemli degisim
alamm infiltre ederler. Makrofaj infiltrasyonu 2. haftada en yogun
diizeyine ulasir. Daha sonra, makrofaj sayisi azalirken astrositler ve
mikroglialarm sayis1 artar. Sonugta, glial nedbe dokusu olusur.
Mikroskopik olaral;, 24-48 saatte, beyin ddemi en iist dl'jz_eydedir. Beyin
demi artlsllylva korele §ei<ilde hﬁcre i@i sodyum icerigi de artmigtir
(76,77,113).

Histopatolojik etkilenmenin derecesi reperflizyon éncesi iskeminin
siiresiyle yakindan iliskilidir. Iskemi siiresi uzadikga geri doniistimsiiz
hiicre hasar1 artar. Ksantin oksidaz/hipoksantin/ADP ve Fe®
infuzyonundan 2 saat sonra, serebral hemisfer su igefigi é.rtmaktadlr. 24-
48 saatte, serbest radikal hasarma bagh 6dem olusumu en {ist diizeydedir

(23,25).
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REPERELZYON

Sekil II. Reperfiizyon ve reoksijenizasyondan sonra iskemik
dokulardaki serbest radikal iiretim mekanizmasi. Iskeminin ortaya
¢tkmasiyla ATP, adenin niikleotidlerine ve hemen sonra da hipoksantinin
birikimine neden olan piirin bazlarina metabolize olur. Iskemi sirasinda,
ksantin dehidrogenaz ksantin oksidaza doniistiiriiliir. Reperfiizyon ve
oksijenizasyon sirasinda hipoksantin, hipoksantin oksidaz ile ksantine
doniistiiriiliir ki bu da son iiriin olarak siiperoksit radikallerini {iretir.
Iskemi sirasinda salinan ferréz demiri kullanarak siiperoksit radikalleri,
fenton reaksiyonunda daha yilksek reaktiviteye sahip olan hidroksil
radikallerine doniistiiriiliir. Serbest radikaller geri doniigiimsiiz doku
hasarma yol acan hiicre;;  membram yikimim gergeklestirir.



5.6.2. LAZAROIDLER (21-AMINOSTEROIDLER)

Lazaroidler (21-amminosteroid), lipid peroksidasyonunu inhibe
etmek icin tasarlanmig non-glukokortikoidlerin yeni bir {yesidir.
Ozellikle, santral sinir sisteminin akut iskemisi ve travmasiun
tedavisinde kullanilmak tizere gelistirilmi§ierdir (121).

Bu bilesikler, ¢esitli mekanizmalar {zerinden islev goriirler;
pirimidin tabanli olanlar, lipid peroksil radikallerini tutarak lipid
peroksidasyonunu inhibe etmektedirler. Ayrica, bazilarmin serebral
parankime penetre olabilme 6zellikleri bulunmaktadir. Piridin tabanl:
olanlér, vitamin B benzeri akfivitelerine ek olarak, demiri de baglayarék-
serbest radikal tiirevlerinin olugumunu engeller. Ayrica, lazaroidlerin
hilcre membranimi  stabilize etme Ozellikleriyle etkilerini ortaya
koyduklar1 ve hasarlanmig hiicrelerden aragidonik asit salinimim bloke
ettikleri rapor edilmigtir (121,122).

Lazaroidlerin, plazma membranini stabilize etme ve serbest
radikalleri tutma yetenekleri lipid yikilimimi engelleyerek, noral dokuyu
serbest radikal hasarma karg: 7quuyarak ortaya ¢ikmaktadir.
Lﬁz'aroidlerin, noral dokuyu koruyucu etkisi g¢esitli -c;ahg:mélarda
gosterilmistir (122,47,67).
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Bir piridin kokenli Dbilesik olan U-74389G, ozellikle,
mikrovaskiiler endotele etki gosteren bir lazaroid bilesigidir. Ancak;
beyin parenkimine gegmedigi diisiiniilmektedir.

U-74389G’ nin,iskemi-reperfiizyon hasarindaki anti-oksidan, lipid
peroksidasyonunu &nleyici ve noroprotektif 6zellikleri ¢aligilmigtir. Bu
_gallgmada; reaktif oksijen tirlinlerinin iskemi ve reperfiizyonu takiben ilk .
dakikalarda maksimal diizeye uia§t1§1 bilindigindeﬁ; U-74389G, hem
iskemiden 15 dakika 6nce hem de reperfiizyon baglangicinda verilerek
post-iskemik reperflizyonun neden oldugu 6dem ve KBB hasari

tizerindeki etkinligi aragtirildi.
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4. ARAC, GEREC VE YONTEM

Bu cahigmada her biri 250-320 g aprliginda  olan 61 adet
Spraque Dawley cinsi erkek sigan kullanildi. Siganlar, Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi TICAM Hayvan laboratuvarmdan temin
edildi . | |

41. DENEYSEL PROSEDUR

Deney, iki protokol halinde yiiriitiildu:

Protokol 1’deki 28 adet sican, 1slak-kuru agirlik dlgtimiine dayal
serebral ©dem giddetini ve Evans mavisi ekstravazasyonunu
spektrofotometril( olarak dlgmeye - dayanan KBB bozuklugunun
derecesini belirlemek i¢in kullanildi. Protokol 2’deki 33 adet sigan ise
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilix.n. Dali
tarafindan, biyokimyasal olarak Na"K'-ATPaz ve Ca'? \Mg'*-ATPaz
diizeyi 6lgiimii igin kullanildi.

Her iki protokoldeki siganlara Ketamin Hidroklorid (60 mg/kg) ve
Xylazin (12 mg/kg) karigimmn Lp. verilmesiyle anestezi saglandu.
: Kg:tamin ve erlazin karigmmiyla ip. olarak uyutulan su;anlarm‘baslarl
pron konumunda" giviﬁ bag sabitleyiciyle" tespit ediidi. Mﬂ(roskop
altinda; suboécipital ve paravertebral adeleler kint diseksiyonla
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siyrilarak ,C1 servikal vertebra laminast lizerindeki alar foramenler
bulundu. Sonra elektrokoter (Petas, Petkot 60) yardimiyla alar foramen
icinden gegen vertebral arterler bilateral olarak koagiile edildi. Siganlar,
kanama kontrolii sonrasi yara kapatilarak yeme igme serbest kalacak
sekilde kafeslerine birakildilar. Siganlar, 24 saat sonra aym anestezik
ajanlarla uyutularak 14 no’lu anjio kateteriyle endotrakeal entiibe
edildiler. Bu kez sﬁpin konumda pozisyon verilerek grentilatﬁré
baglandilar. Sol kalpten PPD ignesi ile alman heparinli arteriyel kan
PCO, degeri 30-40 mmHg olacak sekilde mekanik solunum hizi
“ayarland1. Rektal 1s1, otomatik 1s1 ayarlayici yardimyla 37 °C ye yakin
bir sicaklikta muhafaza edildi.

Boyun, antiseptik (batticon) soliisyonla hazilandiktan sonra
vertikal insizyonla agildi. Mikroskop altinda karotis arterleri bilateral
~ ortaya konularak nervus vagustan dikkatli sekilde disseke edildi.
Bilateral karotid arterler anevrizma klipleriyle 25 dakika siireyle okliide
"edildi. Klipler agilarak reperfiizyon sagland: (7,8) (Sekil 3,4,5,6).

Birinci protokole ait ila¢g grubundaki 7 sicana, bilateral karotis
arterleri klempajindan 15 dakika énce 5 mg/kg U-74389G i.p olarak
verildi. Takiben, bilateral karotis arterler, anevrizma klibiyle 25 dakika
siire ile kapatildi. Klipler agilarak reberﬁizyon Sagland1. Bu srrada 5-
mg/kg olacak sekilde i.p olarak ilag tekrar verildi. Céziicti grubuna dahil
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7 adet sicana aym gekilde karotis klempajindan 15 dakika once ve
reperflizyonla  birlikte U-74389G’nin  ¢oziiclisi (10  milimolar
konsantrasyonlu) HC1 (0.5 cc) ip olarak verildi. Reperflizyon sonrasi
| anestezinin hafiflemesiyle beraber solunumu giiglenen sicanlar, ekstiibe
edilerek yeme igme serbest olacak sekilde kafeslerine alindilar. Iskemi
grubuna dahil olan sicanlar da ayn sekilde bilateral karotis klempajma
tabi tﬁmldulaf. 12 saat sonra aymi sekilde uyﬁtulan sicanlar, sag femoral
venden kateterize edilerek % 2’lik 5 ml/kg dozda Evans mavisi ile iglem
gordiiler. Bir saatlik Evans mavisi sirkiilasyonunu takiben siganlarin
odgiis kafesi agilarak kalbin s.ag aurikulasi kesildi. Sol ventrikiilden 10
cmH,O' basing altinda 200 cc % 0,9’luk NaCl ile kardiyak perfiizyon
yapilarak,- beyin dokusu, kan elemanlanndan temizlendi. Daha sonra
dekapite edilen beyinler, serebral 6dem siddeti ve kan—bey.ir.l bariyeri
hasarin1 belirlernek tizere —18 °C’ de saklandilar. Kontrol grubuna dahil
7 adet sican ise bilateral arter koagiilasyonunu takip eden 24. saatte
aym sekilde Evans mavisi uygulamasina tabi tutularak dekapite edildiler
ve aym ¢aligma i¢in saklandilar.

Protokol 2’dékj 33 adet sicana da aym islemler aym prosediirlerle
uyguland1.; ancak Evans mavisi “ uygulanmadl. Sicanlarin  kardiyak
iaefﬁizyonu takiben Eiziu:a 91ké.rt11an beyinleri, sivi ﬁitrojen ié:inde-
dondurulérak -70 °C’ de saklandilar.
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Sekil 3. Dort damar okliizyon modeline ait demeysel cahsma
diizeneginin goriiniimii

Sekil 4. C1 vertebra laminasina ait olup icinden vertebral arterlerin
gectigi alar foramenlerin goriiniimi '
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Sekil 5. Koagiile edilmis vertebral arter ve alar foramene ait
goriiniim

Sekil 6. Bilateral karotis arter kliplenmesine ait goriiniim
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4.2.BiYOKIMYASAL ANALIZLER

4.2.1. ODEM ve KBB GECIRGENLIGININ
 DEGERLENDIRILMESI | |

4.2.1.1. Serebral dokuda 6dem tayini

Iskemik beyindeki su muhtevasi, yas raglrhgm kuru agirliga orani
ile elde edildi. Serebral dokunun tamami aliminyum folyo iizerinde
tartildi ve 24 saat siireyle 105 °C de kurutuldu. Sonra yeniden tartildu.

Suyun yiizdesi su formiile gére hesaplandu:

Yasg agirhik-Kuru agirlik
% HyO=-eemmmmmm oo x 100 (86)
Yas agirlik
4.2.1.2. Serebral dokuda Evans Mavisi Ekstravazasyon
miktarinin tayini
Kurutulmus iskemik beyin dokusu % 50°lik triklor asetik asitin 2
" mPsi iginde homojenize edildi (W/v) ve 10000 mpm’de 20 dakika -~
santrifilj edildi. Siipernatantlardan 1 ml topland: ve 3 ml etanol iginde

dilue edildi. Evans mavisi bu hazirlanan  dilue  slipernatant
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icinde spektrofotometre (Schmadzu UV-1201) kullanularak 660 nm dalga
boyunda 6lgiildii (87). Sonuglar; mikrogram/gram kuru agirhk olarak

ifade edildi.

4.2.2. BEYIN SINAPTOZOMLARININ HAZIRLANMASI

Beyin 4°C’ de eritildikten sonra sag ve sol hemisfere ayrildi. Sag
hemisferler Na+K+-AWaz, sol hemisferler Ca\Mg"™-ATPaz 9&11§11ma§1
icin hazirlandi. Sinaptozomlarmn hazirlanmasi, Braughler ve Hall’m (88)
daha once spinal korda uyguladiklar1 metoda gére yapild. Ornekler
tartildiktan sonra, 9 hacim taze hazulamﬁlg homojenize edici tampon
i¢inde (100 mM Tris HCI, pH-7.6, 330 mM siikroz ihtiva eden) 4 °C’de
| homojeﬁize edildi. Homojenat, 1 100 Xg de 10 dakika santrifiij edildi ve
elde edilen son siipernatant fraksiyonu, 18000 Xg de 15 dakika santrifl]
edildi. Sinaptozomal tortu, 1 ml homOJemze ed101 tampon icinde tekrar
stispanse edildi ve hemen dlgiildii.

423. MEMBRANA BAGLI ATPaz AKTIVITESININ
OLCUMU

Bu 6l¢iim, ATPaz tarafindan yapilan ATP hidrolizisini, asiri
. pirtivat kinaz (PK), laktafc dehidrogenaz (LDH) ve fosfoenol piriivat
(PEP) varligindaki NADH oksidasyonu ilé baglar. Bﬁylecé; 340 ﬁm’de
devamli spektrofotometrik kayitlama yapilmasina izin verir.
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Na"\K*-ATPaz aktiviteleri su reaksiyon karigiminda 6lgiildii: 30
mM imidazol (pH 7.3), 100 mM NaCl, 10 mM KCL, 2.5 M MgCl, 1 M
Na 2ATP, 1 M PEP, 0.5 M NADH, 0.5 M etilen glukol-bis (B-amino
etil eter)-N,N,N,N-tetra asetik asit, 1 U LDH, 1 U PK ve sirastyla 1 M
oubainle beraber ve oubainsiz olarak 6l¢iildii.

Caf'? \Mg*2-ATPaz aktivitesi igin 1 M oubain varliginda 0.5 M
CaCl, eklendi. Enzimlerin aktiviteleri, 2-5 j,d sinaptozomal membran
stispansiyonunun eklenmesi ile stimiile edildi. NADH oksidasyonu ,37
°C sicaklikta, 340 nm.’de 10-15 dakika i¢in her 30 saniyede bir
absorbansin Sl¢iilmesiyle monitorize edildi ve {init/mg protein olarak

ifade edildi (89).

5. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Grup degerleri arasindaki farklilik; tek yonlii varyans analizini
takiben tukey’in ¢oklu kargilagtirma testi kullamlarak aragtirildi. P<0.05,
anlamli olarak kabul edildi. (Motulsky 1994-1995,90).

Biitiin sonuglar “ortalama de@er + ortalamanin standart hatasi”

seklinde ifade edildi.



6. BULGULAR

61. HER iKi PROTOKOLDE YER ALAN SICANLARIN
ORTALAMA KAN GAZI DEGERLERI
Iskemiden 6nce sol kalbe girilerek alinan kan gazlarinin ortalama

degerleri tablo halinde agagida g6sterilmistir.

6.1.1. KBB GECIRGENLIiGi VE ODEM GRUBUNA AIT KAN GAZI

DEGERLERI

6.1.2. NANK'-ATPAZ VE Ca**\Mg?-ATPaz AKTIVITESI CALISILAN

GRUP PO, Ort.£Std. Hata PCO, Ort+Std. Hata
KONTROL 128,9+17,35 36,17+1,70
ISKEMI 128,65+27,59 35,50+1,79
TLAC (U74389G) 124,91+37,94 36,34+2,04
cOzucU 131,07+30,11 36,72+1,44

HAYVAN GRUBUNA AIT KAN GAZI DEGERLERI

PO, Ort.£5td. Hata

GRUP PCO; Ort:Std. Hata
KONTROL 131,98+14,47 35,96+1,87
ISKEMi 128,88+13,18 36,98+1,80
ilti_ag__@yssm) 133,63+10,50 37,48+1,92
coziucl 124,81+13,10 36,96+1,49

Yukanida goriildiigii lizere arteriyel kan gazi ortalama degerleri

PCO,= 30-40 mmHg, PO,= 100 mmHg’njn iizerinde olacak sekilde

ventilasyon sayilar1 ayarlanmustir.
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6.2.SEREBRAL ODEMLE iLGiLi BULGULAR :

iskemi - reperfiizyon sonrasi 12. saatte dekapite edilen sican

beyinleri, 1slak — kuru agirlik metoduna gére degerlendirildi.

GRUBU ORTALAMA DEGER STANDART HATA
Kontrol (n=7) 79,7 + 0,26
Iskemi . (n:7) 83,3 - 0,36
U-74389G (n:7) 80,5 - 1,9
Coziicii (n:7) 83 +0,3

Tablo 1 : Beyin dokusu su muhtevasi ortalama degerleri (%)
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Kontrol Iskemi U-74389G Cozicl

Grafik 1 : Beyin dokusu su muhtevasi ortalama degerlerinin grafiksel olarak

gosterilmesi (% H;0)
~ Iskemi ve reperfiizyon.; beyin su igerigini % 3.6 artirdl. Bu artig;
kontrol grubu ile kargilagtirildiginda anlamhi idi (p<0,001). Coziicii

grubundaki 6dem ile iskemi ve reperfiizyon grubunun igerdigi
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5dem arasinda anlamli fark yoktu (p>0,05). Ancak; odem, U-74389G ile

tedavi edilen sicanlarda ¢dziicii verilen grup ile karsilastirildiginda gok

anlamli sekilde azaldi (p<0,001) ve kontrol grubundan farklilik

gostermedi (p>0,05).

6.3. EVANS MAVISI EKSTRAVAZASYONU (KBB

HASARIT) BULGULARI

Reperﬁizybn sonrasi 12. saatte dekapite edilen 51gé,nlarm'

beyinlerinde spektrofotometrik olarak Evans mavisi tutulumu 6l¢iildii

(Tablo 2, Grafik 2). Ayrica; Evans mavisinin sigan beynindeki

ekstravazasyonu morfolojik olarak Sekil 7,8,9°da gosterildi.

GRUBU ORTALAMA DEGER STANDART HATA
- |Kontrol (n:7) 24,23 + 0,26
[skemi (n:7) 56,01 i 4,3
U-74389G (n:7) - .26,25 | i 0-,75 |
Cozici  (n:7) 48,44 + 0,36

Tablo 2: Beyin dokusu Evans Mavisi ekstravazasyonu ortalama degerleri (pgr/gr

kuru agirhk)
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Grafik 2 : Beyin dokusu Evans Mavisi

gecisini kontrol degerine yakmn bir diizeye indirdi (p>0.05).

idi (p<0.001). U-74389G, KBB ge¢irgenligini korudu ve Evans

grafiksel gosterilmesi (pgr/gr kuru agirlik)

mavisi

2,3 kat1

grubu arasinda anlamli fark bulunmadi.
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Sekil 6 (Ustten goriiniis): Normal sican beyni makroskopik
goriiniimii (A). Kan beyin bariyeri hasarima bagh sican beynindeki

Evans mavisi ekstravazasyonu (B).
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Sekil 7 (alttan goriiniis): Normal sican beyni makroskopik
goriiniimii (C). Kan beyin bariyeri hasarina bagh sican beynindeki

Evans mavisi ekstravazasyonu (D).
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Se 8: B Mavisi g.eisi gosteren
mikroskopik goriintii. Genis likefaksiyon nekrozu izlenmektedir.

(Hematoksilen Eosin, x100)

6.4. SINAPTOZOMAL Na"K' -ATPaz AKTIVITESIYLE

ILGIiLIi BULGULAR :

Reperfiizyon sonrasi 12. saatte dekapite edilerek sivi nitrojen
icinde dondurulan siganlarin beyinlerinde Na"\K' -ATPaz degerleri

biyokimyasal olarak 6lgiildil.
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GRUBU ORTALAMA DEGER STANDART HATA
Kontrol  (n:6) 0,043 +0,0044
Iskemi  (n:9) 0,025 + 0,002
U-74389G (n:9) 0,04 + 0,003
Coziici (m:9) 0,028 +0,0033

Tablo 3 : Beyin dokusu Na"K' -ATPaz aktivitesi ortalama

deperleri (unit/mg protein)

= 0,05
2 |
= 0,04 - i
(o]
S 0,03
S ! 7
E 0,02 %/ |
+ . 7z
2 | .
Kortrol skemi U-74389G Cozici
Grafik 3 : Beyin dokusu Na"K" -ATPaz aktivitesi ortalama

degerlerinin grafiksel olarak gosterilmesi (unit/mg)

iskemi ve reperflizyon, Na"K'-ATPaz aktivitesinde % 42.11
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azalmaya neden oldu (p<0,001). Kontrol grubuyla iskemi grubu arasmda
ve iskemi grubuyla ilag grubu arasmda anlaml fark goriildi. (p<0,01)
Kontrol grubuyla ilag grubu ve ¢dziicli grubuyla iskemi gruplari arasmda
anlaml fark goriilmedi. (p>0,05)
6.5. SINAPTOZOMAL Ca™\Mg'*-ATPaz AKTIVITESI ILE
ILGILI BULGULAR
| Na"\K* -ATPaz aktivitesi galigilan ayhl é19anlérm .beyin

dokularinda ®lgiilen Ca™ Mg-ATPaz degerleri agafidaki gibi

bulunmugtur ;
GRUBU ORTALAMA DEGER STANDART HATA
|Kontrol (n:6) | 0,024 | + 0,002
Iskemi  (n:9) 0,008 + 0,0009
U-74389G (n:9) 0,015 J_r"A0,0015
Cozici (m:9) 0,009 + 0,0009

Tablo 4 : Beyin dokusu Ca™Mg"-ATPaz aktivitesi ortalama

degerleri (unit/mg)
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Grafik 4 : Beyin dokusu Ca™\Mg™ -ATPaz aktivitesi ortalama

degerlerinin grafiksel olarak gosterilmesi (unit/mg)

Iskemi grubunda, enzirﬁ aktivitesi kontrol grubuﬁa gére % 65..7
azald1 (p<0,001). U-74389G ilag grubuyla iskemi ve ¢oziicli gruplari
arasinda anlamli bir fark bulundu. (p<0,001) Kontrol grubuyla ilag grubu
arasinda anlaml bir fark varken (p<0,01) ¢dziicii grubuyla iskemi grubu

arasinda anlaml bir fark bulunmamugtir. (p>0,05)
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6.6. HISTOPATOLOJIK GORUNTULER

Kendi ¢alismamizda, 25 dakikalik global iskemiyi takip eden 12
saatlik reperfiizyon sonrasinda, iskemi grubuna ait sigan beyninin
hipokampal bolgesinde, hematoksilen eosin boyama ile piknotik
niiveli,eozinofilik sitoplazmali, disintegre, nekrotik néronlar ve asit
fuksin boyama ile koyu kirmizi renkte boyanan nekrotik néronlar yogun
olarak gbzlenmistir. Kontrol grubunda ise belirgin derecede néron hasari

olusmadi (Sekil 9,10,11,12 ).

Sekil 9:Kontrol grubuna ait normal gériiniimlii, nekroz icermeyen
néronlar (Hematoksilen eosin, x200).
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Sekil 10:Kontrol grubuna ait nekroz icermeyen, normal gériiniimlii
néronlar (Asit fuksin, x200)

Sekil 11:iskemi grubuna ait, piknotik niiveli, eozinofilik
sitoplazmali, disintegre nekrotik néronlar (Hematoksilen eosin,
x200). 55



Sekil 12: Iskemi grubuna ait, ¢ok sayida piknotik niiveli, koyu
kairmiza renkli nekrotik néronlarin gériiniimii (Asit fuksin, x200).
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7.TARTISMA

Oksijen, .tiim yasayan hiicreler igin temel elementtir; ancak
' iskemik dokunun re-oksijenizasyonu veya ortamdaki oksijenin fazlaligi,
aerobik canlilarda toksik e;tkilére- yol agmaktadir. Bu toksik etki,
oksijenin kendisinden degil, oksijen menseili serbest radikallerden
kaynaklanmaktadir (91).

Sigan beyninde, post-iskemik reperfiizyona bagh serebral ddem

olusturmak, yogun kollateral dolagim nedeniyle olduk¢a zordur.

- Literatiire gore, dort damar okliizyon modeliyle bu konuda % 90 bagari

elde etmek miimkiindiir. Bu calismada ortaya gikan istatistiksel olarak
anlamh diizeydeki KBB hasar1 ve ddem olusumu segilen deneysel
metodun dogrulugunu ve etkinligini géstermektedir (7).

Travmatize, iskemik ve Ozellikle reperfiize beyinde, hiicre
hasarina yonelten mekanizmalardan biri, plazma membranindaki poli
doymamug yag asitlerine saldiran reaktif oksijen cinslerinin lipid
pgroksidasyonuyla sonuglanan formasyonudur (43,92).

Membfan foéfoliﬁidleri, birgiok enzimiﬁ optiﬁmm aktivitesi i¢in
gereklidir. Na"\K*-ATPaz ve Ca\Mg”-ATPaz hiicre igi Na’, Mg ve
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Ca*? konsantrasyonlari ayarlayan membrana bagh enzimlerdir. Sinir
uglarinda, ozellikle Cat’\Mg"?-ATPazin yliksek affinitesi vardir ve
sinaptozomal membranin lipid muhtevasi, szellikle, Na"\K'-ATPaz
aktivitesi igin gereklidir. Lipid peroksidasyonu, hiicre membrani
fosfolipidlerindeki ~poli-doymamis yag asitlerinin (PUFA) lipid
peroksitleri olusturmak tizere reaksiyona girdigi kompleks bir olaydir ve
serbest radikallerin olusumuyla baslar (45,93). |

Beyin, yiksek miktarda PUFA icermesi, diigik anti-oksidan
kapasitesi, yuksek miktardaki oksijen tilketimi nedeniyle lipid
peroksidasyonuna &zellikle duyarhidir (44,94,95).

Palmer ve arkadaglari (31) bilateral serebral iskemi-reperfiizyon
sonrasl, ggarbiL 6n beyninde hayli béﬁrgin (% 38.4) Na"K'-ATPaz
aktivite kayb1 buldular. 60 dakikalik iskemiyi takip eden reperfiizyon
sonunda dzellikle serebrum, hipokafnpus, striatum ve talamusta belirgin
Nah\K'-ATPaz aktivite kayb1 ve 6zellikle striatumda Cat2\Mg-ATPaz
aktivite kayb1 (% 37.5) tespit ettiler. Aym galigmada, hiicre sismesinin
NahK*-ATPaz inaktivasyonundan hemen sonra gergeklestigi goriildil
(31).

lriskemi-reperﬁlzyon hasarma bagli olusan serbest oksijen
radikalleri membran fosfolipidlerine saldﬁarak Na\K'-ATPaz ve
Ca'2\Mg'2-ATPaz gibi membrana bagh enzimleri inaktive ederler. Avery
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ve Crockard (36), bilateral serebral iskemi ve reperfiizyon sonrasi gerbil
6n beyninde, 6zellikle 5deme hassas olan yapilarda ad1 gegen enzimlerin
aktivitelerinde azalma tespit ettiler. Mahadik ve arkadaslar: (98), fokal
iskemiye tabi tutulan gerbil beyninde, ozellikle iskemiye maruz kalan
parietal korteksteki total membran fraksiyonunda, erken donemde
- Na"K'-ATPaz aktivitesinde azalma (% 74) gordiler. Iidan (99) ve
f amme’nin (100) gahgmalary siganlarda fokal serebrél iskefni nllod'elini
takiben Na"\K'-ATPaz aktivitesinin kisa siirede azaldifm gosterdi.
Diger taraftan, global iskemiye tabi tutulan sigan beynindeki Ca*A\Mg™-
ATPaz aktivite azalmasi 60. dakikada maksimum olarak Parson’un (101)
galismasinda ortaya ¢ikmugtir. Vazojenik ddem gelismesi sirasinda, doku
su igerigindeki értlga'paralel olarak,‘Na+ ve K"a olan enzim affinitesi
ilerleyici olarak azalmaktadir. Na"K'-ATPaz’daki bu degisikliin
nedeni anlasilmaya calisiiyor ve membran fosfolipidlerinin
organizasyon bozuklugu sorumlu tutuluyor. Dahasi, Na"K"-ATPazin ve
bunun katalize ettii iyon hareketlerinin, kismen indirgenmis gesitli
oksijen metabolitleri tarafindan inhibe edildigini gosteren deliller de
mevcuttur. Ayrica, Huang W-H ve arkadaglarmin, 1992°de yaptiklan bir
galismada, serbest oksijen radikallerinin Na+\K+-ATPaz aktivitesini
 enzim alt ﬁm'tlerinin fragmantasyoru Qéya égregasyohu'yoluyla inhibe
ettikleri ortaya ¢ikmugtir (31,36,38,79,96,97,98,102,103).
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Serbest oksijen radikallerine tabi tutulan erigkin sican
myositlerinde kismi Na"K'-ATPaz inhibisyonunun olmasi, bu
hiicrelerde serbest radikal kaynakli hasarda enzim inhibisyonunun 6nciil
bir rol oynadigini gostermistir. Iskemi-reperfiizyon hasarinda, hidrojen
peroksit, yapisal degisiklik olmaksizin, zamana bagh geri dontigiimlii
-enzim inhjbisyonu yapmaktadir ve oubaine -duyarli aksolemma enzimi,
renal i«:aynakh enzime ‘gﬁre hidrojen peroksite daha dﬁyarh bul-unrﬁug,tur..
Boylece, enzim subiinitlerinin serbest oksijen radikallerine olan
duyarliligy reperfiizyon hasarmdaki aktivite azalmasm agiklamaktadir
(79,80,81,82,83,84,85).

Bu calismada, Na"\K*-ATPaz ve Ca"\Mg">-ATPaz aktivitelerinde
reper_ﬁizyon sonrast 12. saétte iskemi gru_bunda‘ konu_‘o_l grubuna gore
sirastyla p<0.01 ve p<0.001 olacak sekilde anlamli -azalmalar (sirasiyla
% 42.11 ve % 65.7) bulundu. Benzer gekilde, post-iskemik reperfiizyon
hasarinda, Na"\K'-ATPaz ve Ca\Mg"™-ATPaz enzim aktivitesinde
azalma; iskemiyi takiben erken donemde bildirilmistir. Bdylece, serebral
odem olusumunda, enzim aktivite azalmasma bagli hiicresel iyonik
denge bozuklugunun énemi bir kez daha 6niimiize ¢ikmaktadir. Serbest
oksijen radikali {iiretimine reperflizyon taraﬁndan erken ,dﬁnem_de
Snctiliik edilmekte ve serbest radikal fretimi, iskemik sirecin
uzunluguna bagl olarak patlayici tipte olmaktadir. Ilaveten, serbest
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oksijen radikallerinin, iskemi-reperfiizyon hasarma bagli erken enzim
aktivitesinin azalmasmdan sorumlu olduguna dair pek ¢ok delil
bulunmaktadir (79,80,81,82,83,104).

Bu calismada, U-74389G pre-medikasyonunun iskemi-
reperfiizyon hasarma bagli enzim aktivitesinin azalmasinda anlaml
~ derecede ‘k,gruyu_cu etki sergilemesi, _reperﬁiz_yqn sonrasi erken
dﬁhemdéki serbést fadﬂcél {iretimi artisinin enzimlerin kismi akﬁvite
bozuiklugunda en ©6nemli basamaklardan biri oldugu gdrisini
desteklemektedir (81,84).

Post-iskemik reperfiizyon hasarinda, hiicre i¢i kalsiyum artigmin
en onemli basamaklardan birisi oldugu bilinmektedir. Bu ¢aligmada,
Caﬁ\l\/Igﬁ-Aﬁ[Paz aktivitesinin iskemi grubunda belirgin olarak azaldig
(p<0,001) godzlenirken U-74389G ilag grubuna ait enzim aktivitesinin
iskemi grubuna gore anlamli derecede korundugu (p<0,001); ancak
ilacin enzim aktivitesini kontrol grubuna yakin degerlerde tutamadif:
goriilmiistir (p<0,01). Bu sonug, ilacin, Ca’\Mg"™-ATPaz enzim
aktivitesi fizerine kismi olarak koruyuculugu oldugunu sergilemektedir.
Bunun nedeni, ilacin serebral parenkime penetrasyonunun sinirh
diizeyde olmast ya da hiicre i¢i kalsiyum artigma yql agan birgok

mekanizmanm olaya istirak etmesi olabilir (10,121,122,75).
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Vazojenik beyin demi olusumunda en onemli basamak, kan-
beyin bariyeri (KBB) biitlinliigtiniin bozulmasidir. Beyin 6demi, ve KBB
hasarima yol agan mediator bilegiklerin primer beyin hasari bolgesinde
olustugu veya salindigy, intravaskiiler bogluktan yikilan KBB fizerinden
parankime gegtigi diisiniilmektedir (3,105).

Su anda, serbest radikallerin tek major hedefi olarak
mikrovaskiiler yapt _lt'me gﬂdnaktadu ‘ve ‘ser'best radikallerle diger
inflamatuar reaksiyon mediatorlerinin mikrovaskiiler ~fonksiyon
bozuklupuna neden olarak ve KBB’de hasar yaparak iskemik lezyonu
daha da artirdiklar1 gosterilmistir (98,99).

Hidroksil radikali -Ve peroksinitratin  kapiller endotel hasari
yaparak KBB ‘gec;irgenligini artiran serbest radikal tiirleri oldugu
bildirilmistir. Bu, serbest oksijeh radikallerinin vaskiiler endotel.
hasarindan sorumlu tutulmasimi ve endotelyal hiicrelerin SOR kaynag1
olarak gosterilmesini agiklamaktadir (58,60,106,107,108).

Hipoksik ve anoksik siganlarin beyinlerinin tiim homojenatlari,
sinaptozomal ve mitokondrial fraksiyonlardaki lipid peroksidasyonu
seviyesinde artig oldugunu gosterir. Bu nedenle, kapiller vaskiiler
~ endotel, lipid _igeriginin yiiksekligi Vned_eni‘yl_e serbest radikal _hgsarma

daha duyarl olabilir (109,110).
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Ote yandan, serebral parankimin de patolojik kosullarda SOR
firettigi sdylenmektedir (111).

Hayvan deneylerinde, anti-oksidanlarin  serbest radikaller
tarafindan olusturulan oksidatif hasari onledigi gosterilmistir (45).

21-aminostreoidler, serbest radikallerin neden oldugu lipid
peroksidasyonunu engelleyen, hiicre membramnda toplanmaya meyilli,
iipoﬁlik ve vaskiiler endotele yiksek derecéde affinite gosteren
sjanlardir (112). |

Durmaz ve ark. (50), post-iskemik reperfiizyon hasarinda,
SOR’nin neden oldugu lipid peroksidasyonunun son {irtinii olan malonil
dialdehid (MDA) diizeylerini yilksek bulmuslar ve serebral parankime
penetre olab-ilen- bir lazaroid olan U-83836E pre—_medikasyonu _ile lipid
peroksidasyonu 6nleyebilmislerdir (50).

Braughler ve Pregenzer (115), lazaroidlerin hem korteks hem de
hipokampal bolgede noronal dokuda koruma safladigim gosterdiler.
Bagka bir ¢alismada, Zhang ve ark. (116), U-74389G’nin, iskeminin
neden oldugu hipokampal OH radikal iiretimini 6nledigini buldular. U-
74389G, post-iskemik  siganlarda hipokampal yapisal biitinligu
_ k01'u1n1.1,<;,turT Ayrica, para.kuadla_ indiiklenen sigan hipokampusundaki

apopitotik hticre &liimiinii nleyebilmistir (115,116,117,118).
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Giintimiizde, SOR ve lipid peroksidasyonunun serebral iskemi
reperfiizyon hasarina yol agtifma dair Snemli derecede bilgi vardir
(38,114). |

Bu ¢alismada kullanilan piridin tabanli, dzellikle mikrovaskiiler
sisteme etki eden lazaroid U-74389G’nin pre-medikasyonu, post-iskemik
reperﬁlzyon hasarma bagh KBB geglrgenllgmm artisin ve serebral
6dem olugumunu kontrol grubuna yakin degerlerde tutabﬂrmsur
(p>0.05).

Bu sonug, vazojenik beyin ddemi olugumunda, KBB hasarmmn
énemini 6n plana ¢ikarirken KBB hasart olusumunda da serbest .oksijen
radikallerinin neden oldugu lipid peroksidasyonunun &nemini ortaya
koymaktadir. Yﬁkarldaki blilgular, KBB hasar, Na+\1(+¢ATPaz ve
Ca™\Mg'?-ATPaz fonksiyon degisikliklerinin vazojenik beyin ddeminin
olusumunda ana sebepleri teskil ettiklerine dair olan yaygmn goriisi
desteklemektedir. Bununla birlikte, iskemi-reperfiizyon hasarma bagh
serebral 6demde sitotoksik ve vazojenik karakterlerin birarada bulunmasi

beyin su icerigindeki artigin ortak nedenleridir (119,120).
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8.SONUC

Travma,,. iskemi, subaraknoid kanama gibi birqu klinik durumda
beyinde serbest radikél bagléntlh lipid peroksidasyonu olugmaktadlf. Bu
olgu, hiicresel iyon dengesini saglayan enerji bagimli membran
pompalarmin  fonksiyon bozuklugu ile birlikte KBB biitiinliigliniin
bozulmasina ve sonugta vazojenik beyin §demine neden olmaktadir.

Vazojenik beyin ¢demi, sadece intrakranial basmci artirmakla
degil sekonder hiicre hasari yarétarak‘ ve infatkt hacmini genigleterek
hastanim klinik durumunu kétii yonde etkilemektedir.

Bu aiastu‘mada, dort-damar okliizyon modeliyle global serebral
iskemi olusturuldu. iki ayri protokol halinde yiiriitillen ¢aligmada, ilk
protokoldeki hayvanlarda iskemi grubunda kontrol grubuna gore beyin
su igerigi % 3.6 yiiksek bulunmugtur (p<0.001). Yine , iskemi grubunda,
kontrol grbuna gére KBB hasarmi gosteren Evans mavisi ekstravazasyon
degeri 2,3 kat yiksek bulunmustur (p<0.001). U-74389G pre-
médikasyénu uygulanan grupta &dem olusumu ve KBB gecirgenligi
kontrol grubuna yakin degerlerde olacak sekilde Onlenebilmistir (
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p>0.05).

fkinci protokoldeki hayvanlarda, Na"K'-ATPaz enzim aktivitesi,
iskemi grubunda kontrol grubuna gore anlamli azalma gdstermigtir
(p<0.01). Ca™™Mg™?-ATPaz enzim aktivitesi iskemi grubunda kontrol
grubuna gore ileri derecede azalma gdstermistir (p<0.001). U-74389G
pre-medikasyonu uygulanan grupta Na+\K+-ATPaz aktivitesi ;lgontrol
grubuna yakin dégérlerde (p>b.05) rkorunulrken, Ca™Mg"*-ATPaz
aktivitesi iskemi grubuna gore belirgin sekilde korunmustur (p<0.001).

Bu sonucglar gdstermektedir ki; post-iskemik reperflizyon
hasarinda erken donemde enerji kaybi ve muhtemelen lipid
peroksidasyonu sonucu olusan hﬁcre membrant harabiyetine bagl
olarak Na"K'-ATPaz ve Ca™\Mg"-ATPaz gibi enzimlerin aktiviteleri
azalmaktadir. Bu .olgu, sonug olarak hiicresel iyonik dengeyi bozarak
sncelikle sitotoksik karakterli beyin 6demine neden olmaktadir. Ayrica,
serbest radikal aracili mikrovaskiler endotel hasari ile K.B.B
gecirgenligi artmakta ve vazojenik karakterli beyin odemi gelismektedir.

Lazaroid (21-aminosteroid), 8zellikle mikrovaskiiler sisteme etki
eden U-74389G’nin pre-medikasyonu ile hem enzimatik aktivasyon hem
~ de KBB biitiinltigii korunarak beyin Sdemi olusumu anlaml derecede
6nlenébi]rﬁi$tir. . o

Bu sonuglar 1s1gmnda, lazaroid grubu ilaglarm, klinik ¢aligmalar
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sonrasi, iskemik stroke gegiren hastalarda, sekonder beyin hasarmin ve

beyin 6deminin dnlenmesinde yararl olacagi kanisindayiz.

67



9. KAYNAKLAR

1.Gary A R: Ischemic brain edema. Progress in Cardio Vascular
Disseases. Vol 42, No:3(Nov-Dec) 1999; 209. _

2. Bell BA: A history the study of cerebral edema. Neurosurgery 1983,
13:724-8.

3. Klatzo I: Presidential Adress: Neuropathological aspect of Brain
edema. J Neuropathol Exp Neurol 1981, 26:1-13.

4. Gimsberg MD, Pulsinelli WA: The ischemic penumbra injury thres
holds and the therapeutic window for acute stroke. Ann Neurol
36:553, 1994.

5. Sresjo BK: Pathophysiology and treatment of focal cerebral ischemia
Part TI. Mechanisms of demage and treatment. J Neurosurg 1992,
77:337-54. :

6. Sresjo BK: Pathophysiology and treatment of focal cerebral ischemia
Part . Pathophysiology J Neurosurgery 1992, 72:169-84.

7. Tatsuo Mima: Forebrain Ischemia in the rat;The Four-Vessel -
Occlusion Model. Central Nervous System Trauma: Research
Techniques 107-117.

8. Pulsinelli W.,Buchman A., 1988.The 4-Vessel occlusion rat model;
method for complete occlusion of the vertebral arteries and control of
the collateral circulation. Stroke 19: 913-914

9. Durmaz R: Serbest radikaller ve vazojenik beyin 6demi. Osmangazi U
Tip Fak.Dergisi, 1999, cilt XX, say1 1:89-113.

10. Ozdemir G: Iskemik strokta tedavi ilkeleri. Beyin Damar Hastaliklar1
Der, Yayin No:2:1-17, 1995.

11.Leslie N M: Margaret R, Weglinski: Pathophysiology of metabolic
brain injury. Anesthesia and Neurosurgery 1994, 59-92.

12. Collins RC, Debkin BH, Choi DW: Selective vulnerability of the
brain: New insights in to the pathophysiology of stroke. Ann Intern

~ Med 110:992, 1989. " ' = :

13. Hennerici M, Hacke N, Gelmers HJ and Kramer G: Cerebral
ischemia. Springer-Verlag, Berlin 1991 (1-16).

14. Pulsinelli WA and Lewy DE: Textbook of internal medicine. Section
Seven/Cerebrovascular diseases. Saunders 19" Ed. 1992, 2145-52.

68



15. Janzer RC: The blood brain barrier. Celluler basis. J inker Metab
Dis (1993) 16:639-47.

16. Oldendorf WH: Blood brain varrier. In Himwich HE (Ed): Brain
metabolism and cerebral disorders (Ed.2). New York 1976. Spectrum
Publications.

17. Klatzo I, Bhui F, Fujiwara K: Aspects of the blood brain barrier in
brain edema. In the Vlieger M, de longe SA, Beks JNF (Eds): Brain
edema. Nuewyork 1981, Wiley.

18. Graig NH (1989): Brain tumors and the blood brain barrier In
Neuwelt EA (Ed). Implications of the blood brain barrier and its
manuplation. Plenum Newyork , London, 2:77-106.

19. Abbott NJ: Revest PA, Romere IA: Astrocyte-endothelial interaction:
Physiology and pathology. Neuropathol App Neurobiol, 1992,
18:424-33.

20. Baethmann A, Maier-Hauff K, Schiirer L, Lange M, Guggenbichler
C, Vagt W, Jacob K, Kempolki O: Release of glutamate and of free
fatty acids in vasogenic brain edema. J Neurosurg 1989, 70:578-91.

21.Nagy Z, Szabe M, Huttner I (1985): Blood brain-barier impairement,
by low pH buffer perfusion viathe internal carotid arley in the rat.
Acta Neuropathol (Berl), 68:160-3.

22. Kuroiwa T, Ting P, Martinez H, Klatzo I (1985): The biphasic
opening of the blood-brain barrier to proteins fallowing temporary
middle cerebral artery occlusion. Acta Neuropathol (Berl), 68:122-9.

23. R.Hicks, H.Soares et al.:Temporal and spatial characterization of
neuronal injury following lateral fluid-percussion brain injury in the
rat.Acta Neuropatho. 1996:Vol 91;236-246

24.Tkeda Y, Wang M and Nakazawa S: Simple quantltatwe evaluatlon of
blood brain barrier disruption in vazogenic brain edema. Acta
Neurochir 1994 (Suppl), 60:119-20.

25. Adams JH (1992) Head injury.In: Adams JH, Duchen LW (eds)
Greenfeld’s neuropathology, 5™ edn.Oxford University, New York,
pp 106-152

26. Mayhan WG, Didion SP: Glutamate-induced disruption of the blood-
brain barrier in rats. Role of nitric oxide. Stroke, 27:965-70, 1996.

27.Chan PH, Schmidley JW, Fishman RA, et al: Brain injury, edema and
vascular permeability changes induced by oxygen-derived free
radicals. Neurology, 34:315-20, 1934.

28. Mun-Bryce S, Rosenberg GA: Matrix ‘metalloprotein-ases *in
cerebrovascular disease (Review) J Cereb Blood Flow Metab,
18:1163-72, 1998.

69



29. Rosenberg GA, Kornfeld M, Estrada E, et al: TIMP-2 reduced
proteolytic opening of blood-brain by type IV Collagenase. Brain
Res, 576:203-7, 1992,

30.Belayev L, Busto R, Zhao W, et al: Quantitative evaluation of blood-
brain barrier permeability following middle cerebral artery occlusion
in rats. Brain Res, 739:88-96, 1996.

31.Palmer GC, Palmer S JO, Barbara C, Christiepope AS, Callahan III
MD, Taylor and Zynne J. Eddy: Classification of ischemic-induced
damage to Na+ - K+ ATPase in Gerbil fore brain.
Neuropharmacology. 24(6):509-16, 1985.

32 Enselit WT, Doner FR, Jarrott DM and Baricos WH (1984): Verebral
phosphalipid content and Na-K-ATPase activity during ischemia and
postischemic reperfusion in the mongolian Gerbil. J Neurochem
43:320.

33.T. Shigeno T, Asano T, Mima K, Takakura: Effect of enhanced
capillary activity on the blood brain barrier during focal ischemia in
cats. Stroke 20 (1989), 1260-6.

34.. Kawashima J, Fujistani B, Nakamura K, Kadokawa T, Yoshida K
and Shimizu M (1976): Biochemical changes in unilateral brain
injury in the rat: Brain Research , 110:547-57.

35. Nakazawa S (1969): Biochemical studies of serebral tissues in
experimentally induced edema. Neurology 19:269-76.

36.Avery S, Crockard HA and Russel RR(1984): Evaluation and
resolution of edema following severe temporary cerebral ischemia in
the Gerbil. J Neurol Neurosurg Phyciat 47:604-10.

37Mc millian V and Shankaran R (1984): Influence of lactate
accumulation on Na-K-ATPase activity of ischemic and postischemic
brain. Brain Research 303:125-32.

38.Riqoulet M, Aveset N, Chadon F (1983): Energy producing
machinery in vazogenic brain edema. Neurochem Pathol, 1:43-7.

39.Tissari AH, Schonnoler PS and Bagdauski BB: Molec. Pharmocology
5:593, 1969.

40. Demopoulos HB, Flaman E, Seligman M: Oxygen free radicals in
central nervous system ischemia and trauma. In Auter AP (Ed.)
Pathology of Oxygen. Newyork, Academis Press, 1982 (127-55).

41. Ikeda Y, Long DM: The molecular basis of brain inury and brain
edema: The role of oxygen free radicals. Neurosurgery, 27:1-11,
1990. . - ‘

42. Mc Cord JM: Human disease, free radicals arid oxidant/antioxidant
balance. Clin Biochem, 1993, 26:351-7.

43. Cheeseman KH and Slater TF: An introduction of free radical
biochemistry. Br Med Bulletin, 1993, 49:481-93.

70



44. Laurent B, Ardaillou R: Reactive oxygen species: Production and
role in kidney. Am J Physiol, 1986, F:765-76.

45. Holley AR, Cheeseman KH: Measuring free radical reactions in
vivo. Br Med Bulletin, 1993, 49/3:494-505.

46. Yagi K: Lipid peroxidase and related radicals in clinical medicine.
Free Radiicals in Diagnostic Medicine, 1994, 1-14.

47. Fischer M, Levine PH, Cohen RA. A 231-aminosteroid reduced
hydrogenm peroxide generation by and chemiluminescence of
stimulated human leucocytes. Stroke. 1990;21(10):14 35-8

48. K kogure, H.Arai, K. Abe. Free radical damage of the brain

. following ischemia. Brain Res. Vol 63. ; 237-258. - |

49. Carafoli E. (1987); Intracellular calcium homeostasis. Annu. Rev.
Biochem. 56,395-433.

50. Durmaz R, Inal M, Angin M, Atasoy MA, Tel E: The effects of MK-
801 and U83836E on postischemic reperfusion injury in rat brain.
Acta Neurobiol Exp, 1999, 59:99-104.

51. Gidday JM, Beetsch JW, Park TS: Endogenous glutathione protects
cerebral endothelial cells from traumatic injury. J Neurotrauma 1999,
16:27-36.

52.Hall ED, Andrus PK, Yonkers PA: Brain hidroxyl radical generation
in acute experimental head injry. J Neurochem 1993, 60:588-94.

53. Whalen MJ, Carlos TM, Kochanek PM, Heineman S: Blood brain
barrier permeability neutrophil occumulation and vasculer adhesion
molecule expression after controlled cortical impact in rats: A prelini
mary study. Acta Neuroschir Supll, 1998, 71:212-4.

54.Kmuta Y, Kimura M, Hokawa Y: Changes in xanthine oxidase in
ischemic rat brain. J Neurosurgery 1989, 71:417-20.

55. Welin MS: Reactive oxygen spices and vasculer signal transduction
mechanisims. Microcirculation 1996, 3:1-17.

56. Balentine, J.D. 1977; Experimental pathology of oxygen toxicity. In:
F.F.. Jobsis (Ed.), Oxygen and phsiological function. Professional
Information Library, Dallas, TX. Pp311-378.

57. Beetsch JS, Park TS, Dugan LL, Shah AR, Gidday JM: Xsantine
oxidase drived superoxide causes reoxygenation injury of ischemic
cerebral endothelial cells. Brain Res, 1988, 786:89-95.

58. Imaizumi S, Konda T, Deli MA, Gobbel G, Joo F, Ebstein CJ,
Yoshimato T, Chan PH: The influence of oxygen free radical on the
permeability of the monolayer of cultured brain endothelial cells.
1196, 29:205-11. '

59. Kumar M, Liu GJ, Floyd RA, Grammas P: Anoxic injury of
endothelial cells increases production of nitric oxide and hydroxyl
radicals. Biochem Biophy Res Common, 1996, 219:497-501.

71



60. Kontos HA, Wei EP, Ellis EF, Jenkins LW, Povlishock JT, Rowe
GT, Hess ML: Appearence of superoxide anion radical in cerebral
extracelluler space during increased prostoglandin synthesis in cats.
Circ Res 1985, 57:142-51.

61. Chan PH, Longar S, Fishman RA: Protective effects of liposome-
entrapped superoxide dismutase on posttraumatic brain edema. Ann
Neurol 1987, 21:540-7.

62. Ikeda Y, Ikeda K, Long DM: Protective effect of the iron chelator
desferoxamine on cold-induced brain edema. J. Neurosurg 1989,
71:233-8.

63. Feelisch M, Poel MT, Zamara R, Deussen A, Moncada S:
Understanding the contraversy over the identity of EDRF. Nature E
1994, 368:62-5. -

64. Huie RE, Pedmaja S: The reaction rate of nitric oxide with
superoxide. Free Radic Res Commun, 1993, 18:195-9.

65. Gidday JM, Park TS, Shah AR, Gonzales ER: Modulation of basal
and postischemic leukocyte-endothelial adherence by nitric oxide.
Stroke, 1998, 29:1423-30.

66. Beckman JS, Beckman TW, Chen J, Marshall PA: Apperent
hydroxyl radical production by peroxynitrite; implications for
endothelial injruy from nitric oxide and superoxide. Proc Natl Acad
Sci USA, 1990, 87:1620-4.

67. Thomas PD, Mac GD, Robinovitch A, Poznaski MJ. Inhibition of
superoxyde generating NADPH oxidase of neutrophils by Lazaroids.
Biochem. Pharmacol. 1993:45,241. ‘

-.68. Churn S.B. (1995);. Multifunctional . calcinm .and calmodulin-
dependent kinase II in neuronal function and diseases. Adv.
Neuroimmuno. 5, 241-59

69. Miller R.J. (1991). The control of neuronal calcium ion homeostasis.
Prog. Neurobiol. 37, 255-85.

70. Zhang L., Andou Y., Masuda S. et al (1993); Dandrolen protects
against ischemic, delayedneuronal death in gerbil brain. Neuroscience
Letters, 158, 105-108

71. Frandzen A. and Schousboe A. (1991); Dandrolen prevents
glutamate cytotoxicity and calcium ion release from intracelluler
storees in cultured cerebral cortical neurons. J. Neurochem, 56, 1075-
8

72. Kaprielian Z., Campbell A. et al., (1989); Identification of a Ca-.

* ATPase in cerebellar purkinje cells. Mol. Brain Research, 6, 55-60.

73. Chan PH, Fischman RA. Brain edema: Induction in cortical slices by
polyunsaturated fatty acids. Science, 1978,201:358-360

72



74. Limbrick D.D., Churn S.B., Sombati S.et al (1995); Inability to
restore resting intracellular calcium levels as an early indicator of
delayed neuronal cell death. Brain Research , 690, 145- 156

75. J.T. Parsons et al. Ischemia-induced inhibition Ca'* uptake. J.
Neuoruchem. Vol. 68 No:3, 1997

76. Chan PH, Schmidly JW et al. Brain injury, edema, and vascular
permeability changes induced by oxygen-derived free radicals.
Neurology,1984. Vol. 34:315-20

77. Flamm ES, Demopoules HB, Seligman ML. Free radicals in cerebral
ischemia, Stroke, 1978.; 9:445-7

78. Greenwood J: Mechamsms of blood barrier breakdown. Review
article; Neurorad. 1991. 33:95-100

79. Xie Z, Wang Y, Askari A, Huang WH, Klaunig JE and Askari A:
(1990) J Mol Jell Cardiol, 22:911-20.

80. Huang WH, Wang Y and Askari A (1992): Int J Biochem, 24:621-6.

81. Wuhsiung H, Yanong W, Askari A, Nina Z, Mehdi G: Different
sensitivites of the Na+ K+ ATPase isoforms to oxidants. Biochimica
et Biophysica Acta 1190 (1994):108-24.

82. Sweadner KJ (1989): Biochimica et Biophysica Acta, 988:185-220.

83. Penyasomy SM, Lane LK and Askari A (1979): Biochem Biophy
Res Common, 86:742-7.

84. Stadtman ER and Oliver CN (1991): J Biol Chem, 266:2005-8.

85. Flaherty JT and Weisfeldt ML (1988): Free Radical Biol Med, 5:409-
i

--86.-Demediuk P, Lemke M, Faden T: Spinal cord edema and changeq in
tissue content of Na, K and Mg after impact trauma in rats. In
Advances in Neurology (Long D, et al Ed). Raven Press, 1990,
52:225-32.

87. Shapira Y, Setton D, Artru AA, Shahami E: Blood brain barrier
permiability, cerebral edema and neurologic function after closed
head injury in rats. Anesth Analg, 77:141-8, 1993.

88. Braugler JM, Hall ED: Acute enhancement of synaptosomal (Na, K)
ATPase activity in cats following intravenous methylprednisolone.
Brain Research, 219:464-9, 1981.

89. Matteucci E, Cocci F, Pellegrini L, Gregori G,Giam PO:
Measurement of ATPases in red cells: Setting up and validation of a
highly reproducible method. Enzyme Protein, 48:105-19, 1994-5.

90. Motulsky HJ: Graph Pad. San Diego: Graph Pad, Soft ware Inc,
1994,5.

91. Halliwell B, Gutteridge JMC: Oxygen toxicity, oxygen radical
transtition metals and disease. Biochem J 1984, 219:1-14.

73



92. Braughler JM, Hall ED, Jacobsen EJ, Mac Call JM, Means ED
(1989): The 21 aminosteroids: Potent inhibitors of lipid peroxidation
for treatment of central nervous system trauma and ischemia. Drug
Future, 14:143-52.

93. Lin SC, Way EL: A high affinity Ca ATPase in enriched nerve
ending plasma membranes. Brain Res, 235:387-92, 1982.

94. Hall ED, Brraughler JM: Free radicals in CNS injury molecular and
cellular approaches in the treatment of neurogical dissease, 1993, 81-
105.

95. Kontos A: Oxygen radicals in cerebral vascular injury. Circ Res
1985, 57:508-16. _

-96. Sresjo BK, Agarth CD and Benqtsson F: Cerebrovascu Brain Metab
Rev, 1989, 1:165.

97. Shaheen AA, Abd El Fattah AA and Gad MZ: Effect of various
stressors on the level of lipid peroxide antioxidants and Na-K ATP
ase activity in rat brain. Experientia 1996, 52:336-9.

98. Mahadik SP, Bharucha VA, Stadlin A, Ortiz A, Karpiak SE: Loss
and recovery of activities of alpha+ and alpha isozymes of Na-K
ATPase in cortical focal ischemia: GM 1 Ganglioside protects plasma
membrane structure and function. J Neurosci Res, 32:209-20, 1992.

99. [idan F, Polat S, Goger AIL, Oner A, Isbir T, Mete UD, Kaya M,
Karaday: A: The effects of the pretreatment of intravenous high dose
methylprednisolone on Na (+)- K(+)/Mg (+2) ATPase and lipid
peroxidation and early ultrastructural findings fallowing middle
cerebral artery acclusion in the rat. Acta Neuroschir (Wien), 138:338-
45,19%. - -~ -

100. Jamme I, Petit E, Gerbl A Man(ent JM Mac Kenz1e ET Nouvelot
A: Changes in oubain affinity of Nat, K+, -ATPase during focal
cerebral ischaemia in the mouse. Brain Res, 774:123-30, 1997.

101. Parsons JT, Churn SB, De Lorenzo RJ: Ischemia-induces inhibition
of calcium uptake in to rat brain mcrosomes mediated by Mg+2/Ca+2
ATPase. J Neurochem, 68:1124-34, 1997.

102. Kaminishi T, Matsuoka T, Yanagishita T and Kako KJ (1989), Am
J Physiol 256 C.598-607.

103. Kukreja RC, Weaver AB and Hess ML (1990). Am J Physiol, 259
H:1330-6.

104. Dimagl U, Lindauer U, Them A, Schreiber S, Pfister HW, Koedel
U, Reszka R, Freye RD, Villringer A (1995): Global cerebral
ischemia in the rat: On line monitoring of oxygen free radical

production using chemiluminescence in vivo. J Cereb Blood Flow
Metab, 15:929-40.

74



105. Baethman L, Hauff KM, Kempski O, Unterberg A, Wahl M,
Schurer L: Mediators of brain edema and secondary brain damage.
Crit Care Medicine, 1988:972-8.

106. Oldenhorf WH, Cornform ME, Brown WJ: The large apparent work
capability of the blood brain barrier: A study of the mitochondrial
content of capillary endothelial cells in the brain and other tissues of
‘the rat. Ann Neurol 1977,-1:409-17.

107. Tayarani I, Chaudiere S, Lefauconnier JM, Bourre JM: Enzymatic
protection against peroxidative damage in isolated brain capillaries. J
Neurochem (1987), 48:1399-402.

108. Traystman RJ, Kirsch JR, Koehler RC: Oxygen radical mechanisms

- of brain injury fallowing ischemia and reperfusion. J Appl Physiol
(1991), 71:1185-95.

109.Minyailenko TD ,Pozhorovn VP and Sererelenko MM
Chem.Phy.Lipids (1990) 55:25.

110. Dzhafarov AL, Magomedov NM, Babaev KF, Akhemedova GS,
and Bekhbudova ZA. Vop.Med.Khim. 1989(35/51).

111. MD Ginsberg, Neuroprotection in brain ischemia; an update Part II
Neuroscientist 1(1995), 164-175

112. Hall ED, McCall JM, Means ED; Therapeutic potential of the
_ lazaroids (21-aminosteroids) in acute central nervous system trauma
and ischemia and subarachnoid hemorrhagie. Adv. Pharmacol 28
(1994) 221-268.

113. Del Maestro et al..Increase in microvascular permeablhty induced
by enzimatically generated free radicals. Il.Role of superokside anion

- radical, hydrogen perokside and hydroxyl radical. Microvasc. Res.
1982;22:255-70

114. N. Averet, MMRiqoulet and F.Chadon. Modifications of
synaptosomal Na,K-ATPase activity during vasogenic brain edema in
the rabbit. J. Neurochemistry 1984, 275-7.

115. Braughler JM and Pregenzer JF; 21-aminosteroid inhibitors of lipid
peroksidtion. Reactions with lipid peroxyl and phenoxyl radicals.
Free Rad. Biol. Med. 7:125-30, 1989.

116. Jing Zhang, Claude A, Piantodosi. Prolonged production of
hidroxyl radical in rat hippocampius after brain ischemia-reperfusion
is decreased by 21-aminosteroids. Neuroscience Letters 1994(177):
1227-130. ‘

117. T.Seng MT, Chan SA, Reid K Iyer V. Neurological

" Research,19(4): 431-34,1997. postischemic treatment with lazaroid
U-74389G . prevents transient global ischemic damage in rat
hippocampus.

b o



118. Melchiorni D, Diel Duca C, Piccirillis et al: Intrahippocampal
injection of paraquad produces apopitotic cell death which is
prevented by the lazaroid U-74389G in rats. Life Sciences, 62:21
,1927-1932.April 1998

119. A.L. Bertz, SR Ennis, GP Schielke; Blood brain barrier sodium
transport limits developent of brain edema during partial ischemia in
gerbils. Stroke 20 (1989): 1253-39

120.GP Schielke, HC Moises, AL Bertz. Blood to brain sodium transport
and insterstitional fluid potassium concentration during early focal
ischemia in the rat. J. Cereb. Blood Flow Metab. 1991 (11):466-471.

121. Braughler JM, Hall ED, Jacobsen EJ, McCall et al;The 21-
aminosteroids; potent inhibitors. of -lipid peroksidation for the
treatment of central nervous system trauma and ischemia. Drugs
Future.1989;14(2:),143-52

122. J.J. Hoballah, CR Mohan et al; Effects of the lazaroid U-74389G
(21-aminosteroid) on skeletal muscle reperfusion injury in rabbits.
Int. Anjiology. Vol. 15, 61-66 (1996).

76



