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1. GIRIS

Iskemi reperfiizyon hasar1 cerrahi girisimler de dahil olmak iizere pek cok patolojik
siirece sekonder ortaya ¢ikmakta, etkiledigi dokuda ciddi yikim olusturmaktadir [1]. Hedef
doku kan akiminin yeniden saglanmasi iskemi sonrasi ana hedef tedavi olarak goriilse de,
reperfiizyon ile birlikte doku hasarinda artis ile karsilasilabilinmektedir [2]. Serebral kan
dolagiminin gegici siire ile kesildigi, aort anevrizmasi tamiri gibi major damar cerrahilerinde,
merkezi sinir sisteminin anoksiye hassas olmasi nedeniyle postoperatif norolojik hasar
gelisimi sik goriilen ve korkulan bir komplikasyon olarak karsimiza c¢ikmaktadir [3].
Norolojik hasar gelisiminde iskemi ve reperfiizyon olasi potansiyel kaynaklardir [4]. Global
serebral iskemiden beyini korumak icin, hipotermik arrest, selektif serebral perfiizyon ve
retrograt serebral perfiizyon gibi yontemler uygulanmaktadir [5]. Ancak reperfiizyon ile
olusan serbest oksijen radikaleri ve lipid peroksidasyon artisi, doku hasarimi daha fazla
artirabilmektedir [6].

N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorii kalsiyum (Ca’™) gegisine izin veren hiicre
membraninda bulunan bir reseptor ¢esitidir. Sinaptik baglantilarin stabilizasyonu, nekrotik
ve apoptotik noronal o6liim gibi farkli sonuglarin ortaya ¢ikmasini saglayarak, intraseliiler
sinyal yolaklariin aktivasyonuna neden olur. Yani NMDA reseptor aktivitesi hiicre hasarina
neden olabilen mekanizmalar1 da aktive edebilmektedir [7].

Memantin (1-amino-3,5-dimetil amantadine hidroklorid) orta siddetli Alzheimer
hastaliginin tedavisinde kullanilan non-kompetetif, diisiik afiniteli NMDA reseptor
antagonistidir [8-10]. Memantin bir “agik kanal blokeridir”, yani etkisini NMDA reseptor
kanallar1 agikken, kanaldaki akimi bloke ederek gosterir. Memantin NMDA reseptorlerinin

fizyolojik fonksiyonlarini degistirmez, patolojik aktivasyonu onler [11].



Biz ratlarda olusturulan global serebral iskemi modelinde memantin uygulamasinin
iskemi ve reperflizyon hasari iizerine olan etkilerini, antioksidan metabolitler ile , NSE ve S-
100 B diizeylerini dlgerek arastirdik.

Bu c¢alismada ratlarda olusturulan global serebral iskemi reperfiizyon modelinde,
olusan serebral hasar lizerine memantinin etkilerini antioksidan diizeyleri ile NSE ve S-100

B diizeylerini 6lgerek arastirdik.



2. GENEL BIiLGILER

2. 1. iskemik ve Hipoksik Hasarlanma

Iskemi yani dokuyu besleyen kan akiminin azalmasi, en sik goriilen hiicre
hasarlanmasi1 nedenidir. Hipokside anaerobik glikoliz ile enerji iiretimi devam edebilse de,
iskemide, glikoliz i¢in gerekli maddelerin ortama getirilmesinde sorun vardir. Bu nedenle,
iskemik dokularda substratlar tiikendiginde veya metabolitler birikip glikolizi inhibe
ettiginde anaerobik enerji iiretimi de durur. Buna bagli olarak iskemi, hipoksiden daha hizl
doku hasarina neden olur. [12]

Hipokside asil hasara neden olan patoloji azalan oksijen sebebiyle ATP iiretiminin
azalmasidir. Hiicre i¢i ve dis1 aras1 iyon dengesini saglayan pompalar ATP bagimli oldugu
icin bu pompalarin fonksiyonu bozulur. Bu durum 6zellikle Ca™" iyonunun hiicre i¢inde
artip birikmesine neden olur. Ayrica glikojen depolarinin bosalmasi, laktik asit birikimi,
hiicre i¢i pH azalmasi ve protein sentezinin azalmasi enerji bagimli hiicre sistemlerinin
bozulmasina sebep olur. [13]

Ilerleyen siiregte, patoloji diizeltilmezse ATP eksikligi derinlesir, hiicre igi su,
sodyum(Na") ve klor (CI) konsantrasyonu artar, hiicre tiimii organelleriyle (mitokondri,
endoplazmik retikuliim) birlikte belirgin olarak siserve potasyum konsantrasyonu azalir.
Yeniden oksijen saglanirsa, tiim bu degisiklikler de geri doniis olabilir. Ancak,
hipoksi/iskemi devam ederse, geri doniisiimsiiz hasarlanma ve nekroz meydana gelir. Geri
dontistimsiiz hasarlanma mitokondri ve lizozomlarin sismesive plazma membranlarinda agir
hasar ile karakterizedir.

Hiicre Oliimii genelde nekroz yoluyla olsa da; apoptozis de bu siirece katkida
bulunur. Apoptozis, yapist bozulmus mitokondrilerden sitoplazmaya gecen pro-apoptotik
molekiiller tarafindan aktiflestirilir. Hiicre bilesenleri ilerleyici bigimde parcalanir ve hiicre

i¢ci enzimler interseliiler alana yayilir. Olii hiicrelerin yerini fosfolipidlerden olusmus,



miyelin figiirleri alir. Daha sonra miyelin figiirler, 16kositler tarafindan fagosite edilir veya

kalsifiye olabililen yag asitlerine pargalanir.[12]

2. 2. iskemi- Reperfiizyon Hasarlanmasi

Hiicre hasar1 geri doniislii ise; kan akiminin yeniden saglanmasi, hiicrenin
iyilesmesine olanak verebilir. Ancak, bazen iskemik fakat canli olan dokuda kan akiminin
yeniden saglanmasi, paradoksal olarak hasarlanmanin artmasi ve hizlanmasi ile
sonuglanabilir. Bu durumda dokularda iskemik dénem sonrasi geri doniisiimsiiz hasarlanan
hiicreye ek hiicre kayb1 yasanir. Iskemi/reperfiizyon hasarlanmasi olarak adlandirilan bu
siireg, kalp ve beyin infarktiislerinde doku hasarlanmasindaki artistan sorumlu
mekanizmadir [12].

Reperfiizyon hasarinda nétrofiller, endoteliyal faktorler, serbest oksijen radikalleri
(SOR) basta olmak iizere birgok karmasik mekanizma etkin rol oynar [14]. Ozellikle
membran fosfolipidleri, proteinler, niikleik asitler ve DNA molekiilleri, reperfiizyon
hasarina en duyarl hiicresel yapilar olmakla beraber hasara katki yapan pek ¢cok madde ve
biyokimyasal reaksiyon tanimlanmistir [15]. Birbirleriyle etkileserek reperflizyon hasarinin
olusumunda 6ncelikle rolleri olan serbest oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasini saglayan
maddeler sunlardir;

e Ksantin oksidaz (XO)

e Notrofil aktivasyonu

e Endotelyal faktorler:
o Arasidonik asit metabolitleri
o Nitrik oksit (NO)
o Endotelin

e Trombosit aktive edici faktér (PAF)



Kompleman
Sitokinler
Prostoglandinler

Katekolamin oksidasyonu

Iskemik dokuda reperfiizyon ile hiicre hasar1 artisinda rol oynayan birkag

mekanizmay1 6zetlemek gerekirse;

Yeni hasarlanma, parankimal, epitelyal hiicrelerin ve infiltre olan I6kositlerin
reoksijenizasyon sirasinda daha ¢ok serbest oksijen radikali {iretmesi
nedeniyle olusabilir. Iskemi sirasinda mitokondride fonksiyon kaybi
olusmustur. Bu ylizden dokudaki oksijen miktar1 artis1 mitokondri tarafindan
tolere edilemez ve olusan oksidazlar 16kosit endotel hiicreleri ve parankim
hiicrelerinin iiretmis oldugu serbest radikallerin etkilerini potansiyelize eder.
Hiicrenin  antioksidan savunma sistemleri de iskemiden olumsuz
etkileneceginden serbest radikallerin birikimi kolaylasir.

Iskemik hasara inflamasyon eslik edebilir. Buna bagli olarak ortama daha
fazla 10kosit ve plazma proteini gelerek reperflizyon hasarmi artirir.
Kompleman sisteminin aktivasyonu da iskemi/reperfiizyon hasarini
siddetlendirebilir. Baz1 antikorlar iskemik dokulara ¢okmeye yatkindirlar.
Reperfiizyon durumunda, kompleman proteinleri biriken antikorlara baglanip,

aktifleserek hiicre hasar1 ve inflamasyonu artirirlar.[12]



2. 3. Oksidan ve Antioksidan Sistemler

2. 3. 1. Serbest Radikaller

Elektronlar atom ve molekiillerin yapisinda c¢iftler halinde bulunur ve her c¢ift
elektron c¢ekirdek etrafindaki boslukta hareket eder. Serbest oksijen radikalleri; bir veya
daha fazla eslesmemis elektron igeren yapilardir. Eslesmemis, serbest elektron igeren atom
veya molekiillerin kimyasal reaktivitesi degisir ve daha reaktif hale gelir [16, 17].

Serbest oksijen radikalleri , pek ¢ok molekiil ile reaksiyona girerek, radikal zincir
reaksiyonu yoluyla yeni radikallerin ortaya ¢ikmasina neden olurlar [18].

Fizyolojik kosullarda reaktif oksijen molekiilleri tiretimi ve yikimi arasinda bir denge
vardir. Odem, damar hasari, damar okliizyonu, kardiyak arrest gibi serebral iskemi ile
sonuglanan patolojik durumlarda reaktif oksijen molekiillerinin iiretimi artarken, yikimi
azalmaktadir. Serebral iskemide 6zellikle rol alan serbest oksijen radikalleri; Siiperoksit (O
%), Nitrik Oksit (NO), Hidrojen Peroksit (H202) ve Hidroksil Radikali (OH) olarak
sayilabilir [19].

2. 3. 2. Oksidatif Stres

Eliminasyondan ¢ok daha yiliksek miktarda serbest oksijen radikallerinin olusumu
yani; oksidasyon-antioksidasyon dengesinin, oksidasyon lehine zarar verici sekilde
degismesine oksidatif stres denilir [19, 20]. Serebral dokunun metobilizma hizinin yiiksek
olmasi, yiiksek oksijen gereksinimine yol agarak, serebral dokuyu oksidatif strese daha
duyarli hale getirir. Serebral iskemi ve 6dem sonrasi, metalloproteinlerden metallerin
mobilize olmast sonucu serbest radikal iiretimi katalize olmaktadir. Bununla beraber iskemi
ve 6demin patofizyolojik getirileri dogrultusunda artan hiicre ici kalsiyum diizeyleri nitrik
oksit sentaz (NOS) ve XO enzimleri gibi enzimleri aktiflestirerek serbest oksijen radikalleri
olusumunu ve NO diizeylerini artirmaktadir. Peroksinitrit olduk¢a ndrotoksik bir madde

olup NO ve serbest oksijen radikallerinin birlesimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Norotoksik



olaylarin baslamasindan sadece Ca'" artisii sorumlu tutmak yanlis bir tutum olmakla
beraber, diger tetikleyici faktorlerin devreye girmesi ile kalsiyumun hiicre icinde yiiksek
diizeyde bulunmasi bir seri nérotoksik mekanizmanin baslamasinda kritik éneme sahiptir.
Néron hasarim1 olusturan birgok enzim yiiksek hiicre ici Ca’ seviyelerine ihtiyag
duymaktadir. Bu enzimler protein kinaz C, proteazlar ,fosfolipazlar ve NOS olarak
siniflandirilabilir. Hiicre membraninda bulunan, hiicre i¢i ve hiicre disi arasinda iyon
dengesini saglamakta etkin rol oynayan sodyum potasyum adenozin trifosfataz (Na-K
ATPaz) iyon pompasinin aktivitesini inhibe eden reaktif oksijen molekiilleri, hiicre
nekrozuna yol agmaktadir [19-21] .

Inflamatuvar reaksiyonlar veya eksitotoksisitede rol oynayan serbest oksijen
radikallerinin olugsuna yol acan diger bir mekanizma da serbest yag asitlerinin
oksidasyonudur. Serbest radikallerin demir gibi metallerdeki serbest iyonlarlarla iletisime
girmesi sonrast hiicre membraninda peroksidasyon reaksiyonu baslar, devam ederse
ndronlarin membranlarinda ve sinaptik fonksiyonlarinda kayiplar baslar[21]. Oksidatif stres
durumunda 6zellikle dnemli olan serbest radikaller O ve Nitrik oksit’dir (NO) [20].

Nitrik oksit, L-arginin basta olmak {izere ¢esitli kaynaklardan endojen olarak
sentezlenebilmektedir. L-arginin bir aminoasit olup NOS enzimi ile NO’e ¢evrilir. Nitrik
oksit guanilat siklazin hem yapisindaki +2 degerlikli demir molekiilii ile reaksiyona girerek
bu bilesigin aktiflesmesine ve hiicre i¢i siklik guanosin monofosfat (cGMP) artmasina sebep
olur. Nitrik oksit sentaz enzimi {izerinde katalizor etkili olan Nikotinamid Adenin
Diniiklotid Fosfat (NADPH), Ca™" ve kalmudilin, NO sentezini hizlandirir [22, 23].
Merkezi sinir sisteminde L-arginin NO yolu gdsterilebilmistir. Insan ve hayvan beyinlerinin
hemen hemen her bolgesinde NO sentezi mevcuttur. Bunun yaninda sinir sisteminin
yayildig: viicuttaki tiim bolgelerde de NO bir nérotransmittor olarak fonksiyon gérmektedir.

Iskemide oldugu gibi eksitatotdr aminoasitlerin ortaya ¢ikmasi ile NOS asir1 aktivasyonu



sonucu NO miktar1 kontrolsiiz sekilde artar ve noronal hasar gelisir. Yapilan deneysel
caligmalardaki sonuclar tartismali olmakla birlikte hayvanlarda serebral infakt ve epilepsinin
patogenezinde NO miktariin artiginin oldugu tespit edilmistir [22, 23].

Serebral fokal iskemi modellerinin kullanildigi deneysel hayvan c¢alismalarinda
NOS’un bloke edilmesi ile kortikal infarkt alanlarinda belirgin azalma oldugu tespit
edilmigtir [24].

Lipidler serbest radikallere karsi en hassas molekiilerlerdir. Serbest radikaller hiicre
membranindaki kolestrol ve yag asitlerinin doymamis baglariyla reaksiyona girerek
peroksidasyon {iriinleri olusturur. Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimina lipid
peroksidasyonu adi verilir. Lipid peroksidasyonu basladiktan sonra ard arda reaksiyonlar
seklinde ilerler. Hiicre membraninda lipid serbest radikalleri ve lipid peroksit radikalleri
olusumu, reaktif oksijen metabolitlerinin olusturdugu hiicre hasarinin 6nemli bir
gostergesidir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonu nonenzimatik lipid
peroksidasyonu olarak adlandirilir.

Lipid peroksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu
bilesikler ya hiicre ylizeyinde metabolize edilir ya da baslangigtaki etki alaninda difiize
olarak diger boliimlerde hasar olusturur. Oksidatif stres durumunda lipid peroksidasyonunun
en 6nemli iirlinii malonildialdehid (MDA), ii¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu meydana gelir. Malondialdehid hiicre membraninda iyon
gecirgenligini ve enzim aktivitesini etkileyerek iyon aligverisini bozar. Ayrica DNA
icerisinde bulunan nitrojen ile reaksiyona girer ve hem genotoksik hemde karsinojenik
etkilere sahiptir [25-28].

Ksantin oksidaz iskemik dokuda reaktif oksijen tiirlerini olusturan enzimatik
mekanizmalardan biridir. Iskemik dokuda kan akimmin kesilmesi ile gerekli oksijen

desteginin saglanamamas1 sonucu yiiksek enerjili fosfatlar azalir. Hiicre membranindaki



ATP bagimli iyon pompalari inhibe olur. Hiicre icinde Na” ve Ca' konsantrasyonu artar.
Iyon konsantrasyon degisimi ile proinflamatuar sitokinlerin, Idkosit adhezyon
molekiillerinin yapiminda artis olmasina karsin, antioksidan enzim olusumunda azalma olur.
Iskemi déneminde ATP iiretimi durmus olsa da hiicre ATP kullanmaya devam eder ve
ATP’den adenin mono fosfat (AMP) ve adenozin olusur. Adenozin hizla hiicre disina difiize
olurak inozin ve hipoksantine parcalanir. Iskemide ATP nin yikilmasi, dokuda ksantin ve
hipoksantin gibi piirin metabolitlerinin birikimine ve ksantin dehidrojenazin (KDH) XO’a
doniisiimiine neden olur. Normal sartlarda elektron alicist olarak nikotinamid adenin
diniikleotidin (NAD) katilimiyla hipoksantin iirik aside metabolize olur. Ancak iskemi
durumunda KDH’1n, XO’a doniisiimii sebebiyle, hipoksantin iirik asit doniisiim reaksiyonu
XO tarafindan katalize edilir ve elektron alicist olarak molekiiler oksijen kullanilir [29].
Ksantin oksidaz beyin 6demi, iskemi gibi klinik durumlarda, oksidatif hasara neden

olmaktadir [30].

Serbest oksijen radikalleri ve olusturduklar1 hasar farkli metodlar ile
degerlendirilebilir. Ekstraseliiler siiperoksid anyon konsantrasyonu sitokrom C ile kaplanmig
implante elektrotlar ile oOlgiilebilir. Serbest radikallerin eksojen salisilat ile reaksiyonu
sonrast olusan dihidroksi benzoik asit konsantrasyonu viicut sivilar1 veya beyin dokusunda
Olgiilebilir.  Ansatiire yag asit deriveleri lipid peroksidayonu sonucu (MDA) veya 4-
hidroksinonenal gibi aldehit derivelerine doniisiir. Malonildialdehit, konjuge dien, pentan ve
organik hidroperoksit gibi {iriinlerin kan seviyeleri Sl¢iilebilmekte ve SOR ile indiiklenmis

peroksidasyon derecesi belirlenebilmektedir [19, 31].



2. 3. 3. Antioksidan Mekanizmalar

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonu onleyen ya da serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip ajanlara ‘“antioksidan” adi verilir [32].
Antioksidanlar, okside edilebilir bir madde ile karsilastiginda diisiik konsantrasyonlarda bile
oksidasyonu onlerler ya da geciktirirler. Dokuda oksijen konsantrasyonunu azaltir, oksijeni
ortamdan uzaklastirirlar. Singlet oksijenin temizlenmesi veya bastirilmasini saglarlar. O ve
H202 gibi reaktif oksijen tiirlerini non-radikal iirlinlere doniistiiriip ortamdan uzaklastirirlar.
Reaktif molekiillerle etkilesime giren katalitik metal iyonlariin ortamdan uzaklastiriimasini
saglarlar. Hidroksil (OH") , peroksil radikalleri (RO™) ve alkoksil radikalleri (RO") gibi
peroksidasyonda yer alan radikalleri temizlerler ve yag asidi zincirlerinden hidrojen
iyonunun ¢ikmasini dnleyerek siirecin baglamasina neden olan zincirin kirilmasini saglarlar
[33].

Antioksidan mekanizmalar, radikal olusumunun herhangi bir basamaginda etkili

olabilirler. Antioksidanlar eksojen ve endojen olmak {izere iki grupta incelenebilir;

2.3.3. 1. Endojen Antioksidanlar

Enzim yapisinda olan ve enzim yapisinda olmayan olmak ftizere iki grupta
incelenebilir.

Enzim yapisindaki antioksidanlar; Glutatyon peroksidaz (GPx), Glutatyon S-
Transferaz (GST), Siiperoksit dismutaz (SOD), Hidroperoksidaz, Katalaz (CAT),
Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi

Enzim yapisinda olmayan endojen antioksidanlar; melatonin, seriiloplazmin, ferritin,
glutatyon (GSH), sistein, metiyonin, hemoglobin, bilirubin, miyoglobin, iirat, laktoferrin,

albiimin
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Bagta karaciger olmak tizere pek ¢ok dokuda sistein, glisin ve glutamat bilesiklerinin,
y-glutamil sistein sentaz ve glutatyon sentetaz enzimlerinin katalizi ile girdigi reaksiyon
sonucu GSH sentezlenir [34]. Glutatyon tiim hiicrelerde bulunur. Hiicrelerin protein yapisi
disindaki siilfidril grubu igeriginin % 90 kadarini olusturur. Antioksidan enzimlere substrat
olarak baglanarak, radikal tutucu gibi fonksiyon gosterir. Glutatyon, intraseliiler antioksidan
bilesiklerin en onemlisidir. Glutatyon serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girer ve
oksidatif hasara karsi hiicreleri korur. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine
doniistimiinii engeller. Proteinlerdeki siilthidril (-SH) gruplarini rediikte halde tutar ve bu
gruplar1 oksidasyona karst korur. BoOylece proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu
engelleyerek fonksiyonlarin1 devam ettirmelerine yardimci olur. Glutatyon hiicre iginde tekli
02, siiperoksit anyonu (0™), hidroksi (OH) radikalleri gibi bir ¢ok zararl oksidanla enzim
katalizi olmaksizin reaksiyona girip inhibe eder. Glutatyon yabanci bilesiklerin
detoksifikasyonu ve aminoasitlerin membran transportunu saglar [35, 36]. Glutatyon
peroksidaz dort selenyum atomu igerir ve sitozolde bulunur. Glutatyonun indirgenmis halini
elektron vericisi olarak kullanarak oksitlenmis formuna doniisiimiinii saglar. Peroksitlerin
detoksifikasyonunda merkezi bir rol oynar, lipid peroksidasyonu baglamasi ve ilerlemesini
onler [37]. Glutatyon peroksidaz eritrositlerdeki oksidatif strese karsi en etkili antioksidan
mekanizmadir. Yashi ve Down sendromlu hastalarda eritrositlerdeki GPx aktivitesi yiiksek,
prematiirelerde  diigiiktiir.  Lokositlerdeki ~ GPx  aktivitesi ise, yasllarda ve
hipertansiyonlularda ytiksektir [34, 38] .

Siiperoksit dismutaz (SOD) O*’nin detoksifikasyonunu saglayan hiicre i¢i enzimdir.
Bakir (Cu)-¢inko (Zn) igeren, demir (Fe) iceren ve mangan (Mn) igeren alt tipleri mevcuttur.
CuZn SOD enzimi O detoksifikasyonunda kilit rol oynar ve O*’nin H202’ ye déniistimiinii

katalize eder. Mn—SOD enzimi primer olarak mitokondri matriksinde yerlesmistir. Diger
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SOD’lara gore daha yavas reaksiyonlara neden olan Fe-SOD enzimi dismutasyon
reaksiyonlarin yliriitiir [20].

OH’ olusumuna neden olarak biyolojik sistemlere zarar veren H202 detoksifiye eden,
glikoprotein yapili antioksidan enzimin adi katalazdir (CAT). Katalazin doku aktiviteleri
oldukca degiskendir. En yliksek katalaz aktivitesi karaciger ve bobrekte saptanmistir [20,
39].

Bilinen en potent antioksidan olan melatonin, OH™ temizleyen lipofilik yapili bir
hormondur. Kan beyin bariyerini rahatlikla gecgebilmesi, diger antioksidanlardan iistiin

olmasin1 saglar [40].

2. 3. 3. 2.Eksojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar1 olarak
smiflandirilabilirler. Vitamin yapisindaki antioksidanlar Alfa-tokoferol (vitamin E), -
karoten, Askorbik asit (vitamin C), Folik asit’tir (folat).ilaglar yapisindaki antioksidanlar;
XO inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten), NADPH oksidaz
inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar), rekombinant siiperoksit dismutaz, Trolox-C (vitamin E analogu),
endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GPx aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein),
nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin), demir redoks dongiisii
inhibitorleri (desferroksamin), notrofil adezyon inhibitorleri, sitokinler (TNF ve IL-1),
barbitiiratlar ve demir selatorleridir [37].

Alfa-tokoferol hiicre membranina baglanabilir. Lipid peroksidasyonunun
baglamasiyla olusan peroksil radikalleri yag asitleri yerine alfa-tokoferol ile reaksiyona
girmekte ve oksidatif siire¢ sonlanmaktadir. Ancak 6nemli bir néroprotektif ajan olmasina

ragmen beyinde uptakeinin kisitli olmasi etkinligini olduk¢a sinirlamaktadir [41].
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Askorbik asit Ferrik demiri (Fe™) Ferroz demire (Fe™?) indirgeyen O2 disindaki tek
hiicresel ajandir. Kronik inflamatuar hastaliklar ve lipid peroksidasyonunun arttig1 durumlar
ile askorbik asit diizeyinin diisiikliigii arasinda korelasyon mevcuttur. Sigara i¢imi ile olusan
diisiik dansteli lipoprotein (LDL) oksidasyonunun, diyetle alinan vitamin C ile azaldigi

tespit edilmistir [18, 41].

2. 4. Serebral iskemi- Patofizyoloji

Serebral metabolizma yiiksek enerji gereksinimi géstermekte olup, mevcut enerjinin
%601 elektriksel fonksiyonlarda, %40°1 bazal fonksiyonlarda kullanilir [42]. Serebral
metabolizma yiiksek enerji ihtiyact gerektirmesine ragmen beyinin enerji depolama
kapasitesi olduk¢a simirlidir. Buna bagli olarak oksijen ve glukoz ihtiyacinin
karsilanamamasi1 halinde beyinde ciddi hasarlar ortaya cikabilir. Normal sartlar altinda,
toplam beyin kan akimi (BKA) yaklasik S0mL/100g/dk’dir. Beyin kan akiminin azalmasina
bagli olarak oksijen desteginin azalmasi ile ndral fonksiyonlar ilerleyici bir sekilde
hasarlanir. Beyin perfiizyonu diisik BKA diizeylerinde de devam ettirebilse de, BKA
22mL/100g/dk seviyesinde iken EEG’de iskemi belirtileri baslar. BKA diizeyi
15mL/100g/dk oldugunda ise kortikal EEG izoelektrik hale gelir. Ancak, BKA yaklagik
6mL/100g/dk’ya inince hizla geri doniislimsiiz membran hasari olusmaya basglar [43]. Enerji
yetersizligi noronal depolarizasyona, bu da glutamat reseptor aktivasyonuna neden olur.
Membran hasar1 ve glutamat reseptor aktivasyonu ile hiicre igi ve hiicre dis1 arasindaki Na”,
Ca"", CI' ve K" gradienti tersine doner [44].

Kardiyak arrestteki komplet serebral iskemi ile major serebral damar tikanikligi ya
da siddetli hipertansiyondaki inkomplet serebral iskemi arasindaki fark ¢ok sayida ¢aligma
ile arastirilmistir. Inkomplet iskemide rezidiiel kan akimi bir miktar ATP yapimu igin yeterli

oksijen sunumunu saglayabilir. Boylece normotermik komplet serebral iskemide goriilen,
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dakikalar icinde gelisen geri dOniisiimsiiz membran kaybi, inkomplet iskemide
engellenebilir. Enerji destegindeki bu fark fokal iskeminin komplet iskemiden daha az hasar
vermesini saglar [44]. Klinikte asil énemli olan baslangigtaki hasarin patofizyolojisinden
cok hasarin siddetidir. Hiperglisemi durumunda rezidiiel perfiizyonun siirli olmasi bir
istisna olusturur. Diisiik seviyeli rezidiiel akim, oksijen radikallerinin olusumuna izin
vermektedir [43].

Enerji yetersizligi, serebral iskemi sirasinda patolojik mekanizmalari tetikleyen esas
olaydir. Membran fonksiyonunu ve biitiinliigiinii korumak i¢cin ATP gereklidir. Enerji
sunumunda yetersizlik hizla membran depolarizasyonuna neden olur. Néron icine Na' ve
Ca''girer, voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 aktive olur. Presinaptik terminallerin
depolarizasyonu, 6zellikle glutamat basta olmak {izere eksitatdr ndrotransmiterlerin sinaptik
araliga gegmesine yol acar. Glutamaterjik reseptorler, NMDA ve a-mino-3-hidroksi-5-metil-
4-izoksazopropiyonik asit (AMPA) reseptorlerdir. Sicanlarda yapilan ¢aligmalarda serebral
hiicrelerin glutamat reseptoér antagonisti olan NMDA ile uyarilmasi sonucu endotelden
derive olan relaksasyon faktorii de salinmaktadir [45]. Bu reseptorlere glutamatin
baglanmasi ile sodyum ve kalsiyumun hiicre i¢ine girisi artar. Reseptorlerin aktivasyonu ile
hiicresel uyar1 baglamasi inositol trifosfat (IP3) tarafindan endoplazmik retikiilimda
depolanmis Ca 'hiicre igine serbestce ge¢mesine yol acar. Hiicre igine iyon hareketi
beraberinde suyun da girisi ile hiicresel 6deme sebep olur. Yogun glutamat reseptor
aktivitesi ile birlikte olusan noral hasar ekzitotoksisite olarak adlandirilir. Kalsiyum
hiicrelerde ikincil mesajc1 olarak fonksiyon gosterir ve ¢esitli enzim sistemlerinin
aktivasyonu igin gereken bir kofaktordiir. Hiicre i¢i Ca'" diizeyinde hizli, kontrolsiiz artis;
hasar1 tetikleyen mekanizmalarin aktive olmasina neden olur. Cesitli enzimlerin aktive
olmasi ile bir¢cok proteinin yapisinda bozulmalar meydana gelir. Aktin hiicre iskeletinde

onemli fonksiyonu olan bir proteindir ve Ca'" ‘un kontrolsiiz artisi ile proteazlar tarafindan
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baglanarak, fonksiyon gormesi engellenir ve yapisinda bozulmalar baslar. Hiicre membran
fonksiyonlar1 i¢in kritik 6neme sahip olan membran lipidleri lipaz enzimi aktivasyonu ile
hasar goriir. En 6nemli lipaz olan fofolipaz A, membranlardan arasidonik asit serbestler.
Arasidonik asitin siklooksijenaz ve lipooksijenaz tarafindan metabolize edilmesi ile
prostoglandin ve 16kotrien olusumunu goriiliir. Prostoglandin ve 16kotrienler, serbest oksijen
radikallerinin olusumunu tetikler. Serbest oksijen radikalleri, mitokondriyal yaralanma ile
olusan diger serbest radikallerle birlikte lipid peroksidasyonuna ve membran yaralanmasina
yol acgar. Prostoglandinler ve 10kotrienler inflamatuar yanit1 da uyaran kuvvetli kemotaktik
ajanlardir. Damar i¢inde trombositlerin aktivasyonu, l0kositlerin yarali alana girisi ile
tikaniklik yaratarak iskemiyi artirir. Iskemik néronal hasarda, DNA hasari en kritik olaydir.
Arasidonik asit metabolizmasi, mitokondri hasar1 ve NO’dan peroksinitrit olusumu sirasinda
olusan serbest radikaller, DNA’nin oksidatif hasarma yol agar. DNA zincir kirilmalaria
neden olan endoniikleazlarin aktivasyonu da hasarin siddetlenmesine katkida bulunur.
Normal sartlarda, DNA hasar;, DNA onarimina katilan bir enzim olan poli-ADP-riboz-
polimeraz (PRAP) aktivasyonuna yol acar. Asirt DNA hasarinda ise normalde koruyucu
olan PRAP aktivitesi kontrolsiiz artar ve bu artmis aktivite bir PRAP substrati olan
nikotinamid dintikleotidin (NAD) baskilanmasina sebep olur. NAD enerji metabolizmasinin
onemli bir koenzimidir ve baskilanmasi enerji kaybini artirarak hasarin daha da artmasina
neden olur [45]. Etyolojiden bagimsiz iskemi ile olusan oksijen diisiisii aneorobik glikolizi
hiicreler i¢in zorunlu kilar ve laktik asitin hiicre i¢i birikimi ile pH disiisii goriiliir. PH
diististi hiicre i¢i enzimatik olaylarin artisina katkida bulunur. Kan glukoz seviyeleri yliksek
oldugunda aneorobik glikoliz i¢in ek substrat sagladigindan olaylar ivme kazanir [46)].
Hipoksinin/iskeminin gecici olmaylp devam etmesi ile yiliksek laktik asit
konsantrasyonu goriiliir, , ATP depolan tiikkenir, membran permabilitesi artar, eksitator

ndrotransmitorlerile apoptotik metabolitlerin salinimi artar ve 6ddem formasyonu olusur.
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Apoptoz aktif bir hiicre formu olup, 6dem ile seyretmez. Regiilatér proteinlerin
diizenlenmesi ve kaspaz yolunun (ICE-like protein) baslattigi progresif yikim ile
membranlarda ve DNA yapisinda degisimler olur (DNA fragmantasyonu, kromatin

kiimelenmesi, apoptotik body olusumu). Apoptoz siireci giinler veya haftalar siirebilir [47].

2. 5. NMDA Reseptorii

N-metil D-aspartat reseptorleri beyin korteksi, amigdala, hipokampus, striatum ve
septumda ¢ok fazla sayida bulunmakta olup, postsinaptik yerlesimlidir. Motor
fonksiyonlarin koordinasyonu ve programlanmasi ile duyusal ileti ve bu iletilerin
integrasyonunda rol alirlar [48].

N-metil D-aspartat resertorleri {izerinde Ca'" gegisine izin veren kanallar mevcuttur.
Bu kanallar, magnezyum (Mg ') ile voltaj bagimli bloke olur. Normal ndronal istirahat
potansiyeli sirasinda Mg"" ile NMDA reseptor aracili akimin %90 dan fazlasi inhibe olur.
Postsinaptik depolarizasyon sirasinda ise kanal igi voltaj alaninin degismesi sonucu Mg"™"
bagladig1 yerden ayrilarak, NMDA reseptor aracili akimin artmasina neden olur. Beraber
olusan presinaptik ve postsinaptik aktivite artisi, NMDA reseptdrii icinden Ca'™" gegisini
artirir. Bu sinaptik baglantilarin stabilizasyonu, nekrotik ve apoptotik ndronal 6lim gibi
farkli sonuglarin ortaya ¢ikmasini saglayarak, intraseliiler sinyal yolaklarmin aktivasyonuna
neden olur. Yani NMDA reseptor aktivitesi hiicre hasarina neden olabilen mekanizmalar1 da
aktive edebilmektedir [7].

N-metil D-aspartat reseptorlerinin alti baglanma bdlgesi tanimlanmisir. Bunlar;

++s

NMDA ve diger agonistleri tanima bolgesi, Mg ’un baglandig1 katyon tanima bdlgesi,
glisin baglanma bolgesi, poliamin baglanma bolgesi, ¢inko (Zn'") baglanma bolgesi ve

kanal antagonistlerin baglanma bolgesidir. Reseptorii aktive eden en Onemli madde

glutamattir. Glisin ve poliaminler de aktivasyonda rol alir. Magnezyum en 6nemli bloke
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edici ajan olmakla beraber, poliamin antagonistlerde reseptdrde inhibitoretkiye sahiptir [7,
48].

Glutamat ve aspartatin  kontrolsiiz  salinimi  a-amino-3-hidroksi-5-metil-
izoksazolpropoionik asit (AMPA) ve NMDA reseptorlerinin aktivasyonu, membran
depolarizasyonu iyon dengesinin bozulmasina neden olur. Hiicre i¢i Ca'", lipaz,
endoniikleaz, proteaz ve protein kinaz C gibi enzimlerin aktif forma ge¢gmesinin hiicre hasari
ve hiicre 6liimiine neden oldugu diisiiniilmektedir [49]. Hiicre lizisi ile daha fazla glutamat
ortama salinir ve bu progresif siire¢ hiicre 6liimii ile sonuglanir [50, 51]. N-metil D-aspartat
reseptorlerine baglanarak inaktif hale getiren maddelere “NMDA reseptor antagonisti”
denir. Etki ettikleri bolgelere gore 3 farkli tipte reseptdr antogonisti vardir:

o Kompetetif antagonistler: Blokaji glutamat baglanma bolgesi lizerinden
yarigsmali olarak yaparlar. Fosfonat yapisinda olup kan beyin bariyerini
gecisleri simirlhidir. Diisiik doz non kompetatif ilaglar ile bile etkileri sinirlanir.

e Non-kompetetif antagonistler: Glutamat ile yarismaz, aksine etkilerinin
ortaya ¢ikmasi i¢in glutamatin varligi gerekmektedir. Reseptor iizerinde
glutamat baglanma bdolgesi disinda bir yere baglanir. Glutamat reseptor igine
ne kadar ¢ok alinirsa, non konpetatif antagonizma o kadar giiglii olur.

e Un-kompetetif antagonistler: Magnezyum iyonlar: santral sinir sisteminde
NMDA reseptorlerini dinlenim membrane potansiyelinde bloke ederler.
Magnezyumun bu blokaji voltaj bagimliyken, membran depolarizasyonunda
kanal blokaji iyon bagimlidir. Ketamin ve fensiklidin (PCP) kanal i¢indeki
iyon Dbaglanma bolgesine yiiksek afinite ile baglanir. Memantin,
deksmetorfan, dekstrorfan diislik afiniteli, dizocilpine (MK-801) ise yiiksek
afiniteli kanal blokerleridir. Bu ajanlardan MK-801 ve PCP, reseptor

bolgelerinden yavas ayrilir. Bu yiizden psikomimetik, hafiza ve 6grenme
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bozuklugu gibi yan etkileri cok daha fazladir ve sizofreni benzeri semptomlar
olusturabilir. Bu ylizden bu ajanlarin kullanim alan1 kisitlanmistir. Memantin
ise bu ajanlardan hizli kanaldan ayrilma kinetigiyle ayrilir ve psikomimetik

etkileri daha az olup daha iyi tolere edilir [52, 53].

2. 6. Memantin (1-amino-3,5-dimetil amantadine hidroklorid)

Memantin (1-amino-3,5-dimetil amantadine hidroklorid), orta siddetli Alzheimer
hastaliginin tedavisinde kullanilan non-kompetetif, diisiik afiniteli NMDA reseptor
antagonistidir [8-10]. Memantin hiperglisemi tedavisi i¢in sentezlenmis ancak bu konuda
basarili olamamustir. 1972 yilina gelindiginde ise memantinin Parkison Hastaligi, spastisite,
koma ve serbrovaskiiler olaylar gibi merkezi sinir sistemi hastaliklarinin tedavisinde etkili
oldugu tespit edilmistir [9].

Memantin bir “acik kanal blokeridir” yani etkisini NMDA reseptor kanallari agikken,
kanaldaki akim1 bloke ederek gosterir. Reseptor kanali memantin ile bloke edildikten sonra
kapanir ve memantin tuzak mekanizmasi ile reseptdr kanali i¢inde kalir, baska agonist
kanala baglanamaz. Memantin NMDA reseptorlerinin  fizyolojik fonksiyonlarini
degistirmez, patolojik aktivasyonu onler [11].

Memantin oral alimi takiben gastrointestinal sistem tarafindan emilirek 3-6. saatlerde
maksimum plazma konsantrasyonuna ulasir. Biyoyararlanim beraberinde alinan gidalardan
etkilenmez, mutlak biyoyararlanim %100’diir. Plazma proteinlerine baglanma %45 oraninda
gerceklesir. Kan- beyin bariyerini geger. Dagilim hacmi yaklasik 10L/kg’dir [54].

Eliminasyon 6mrii 60-100 saattir. Yaklasik %80°1 dolasimda degismeden kalir. %75-
90 oraninda degismeden renal yolla atilir. Hem renal tiibiiler sekresyona hem de katyonik

transport proteinleri yoluyla reabsorpsiyona ugrar. Metabolitleri; N-3,5-dimetil-gludantan,
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4-ve 6- hiroksimemantinin karma izomerleri ve 1-nitro-3,5-dimeti-adamantan’dir.
Metabolitler NMDA reseptoriine antagonist etki gostermezler [54].

Memantinin yan etkileri nadirdir; bunlarin arasinda konstipasyon, kusma, senkop,
ataksi, bas agrisi, konflizyon, ciltte dokiintii, vertigo ve anemi sayilabilir. Bobrek yetmezligi,
yakin zamanli miyokard enfarktiis Oykiisli, konjestif kalp yetmezligi, epileptik ndbet
hikayesi ve kontrolsiiz hipertansiyonu olan hastalarda dozu ayarlanarak dikkatli
kullanilmalidir [54].

Norolojik bozukluklarin tedavisinde memantinin kullanilabilecegi fikri ortaya
atildiktan sonra, ¢esitli hayvan deneyleri yapilmistir. Olusturulan hayvan modellerinde ilacin
sinaptik plastisitede meydana gelen degisiklikleri geri g¢evirebilecegi gosterilmistir [55].
Hayvan deneylerinin ardindan yapilan faz 2-3 ila¢ ¢alismalarinda Alzheimer ve vaskiiler
demans tiirlerini i¢eren klinik ila¢ aragtirmalar1 yapilmistir. Klinik ¢aligmalarda, memantinin
ogrenme, hafiz ve agn lizerine olumlu etkileri ile ndroprotektif 6zellikleri oldugu tespit
edilmistir [56]. 2003 yilinda Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi onay1 ile Alzheimer hastalig
tedavisi i¢in kullanilmaya baglanmis olup, giiniimiizde Parkinson, epilepsi tedavisinde de

kendine yer bulmustur [57].

2. 7. Noron Spesifik Enolaz ve S-100

Son yillarda, beyin hasarini gostermek icin biyokimyasal belirte¢ arayisi sirasinda
glial hiicrelerden salinan ndron spesifik enolaz (NSE) ve S-100p 6n plana ¢ikmistir [58]. Bu
belirteclerin kandaki diizeyleri ile inme, travmatik beyin hasari, kardiyak arrest ve
kardiyopulmoner bypass cerrahisi sonrasi olusan beyin hasarinin korale oldugu

gosterilmistir [59, 60].
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2.7.1.S-1008

1965 yilinda sigir beyninde S100 proteinin subseliiler fraksiyonu elde edilmistir.
Notral pHda %100 amonyum siilfat i¢inde ¢dziinebildigi i¢cin S100 adi1 verilmistir. Yapilan
caligmalarda 2 ayr1 predominant polipeptit tanimlanmistir. Bu polipeptitler yaklagik 10.000
Da agirhiginda, EF-el Ca™"  baglayici proteinler igin yiiksek afiniteye sahip olup, S-100 A1
ve S-100B olarak adlandirilmistir. Beyin i¢in daha spesifik olan S-100B 1980’lerde NEF
olarak da adlandirilmistir, ¢iinkii S-100B ndral biiylime ve gelisme sirasinda prolifere olan
astrositler tarafindan salgilanir. Salginan bu formun primer ndronlar ve ndroblastom
hiicreleri iizerinde norotrofik etkinligi vardir [61].

S-1008 farkli izoformlar1 olan 21-kDa agirliginda, Ca' 'baglayan bir proteindir.
Agirlikli olarak astroglial ve mikroglial hiicrelerden salgilanan S-100 —off ve —Bf
izoformlar1 beyin i¢in oldukca spesifiktir. Normalde kanda saptanamayan S-100 diizeyleri,
inme, kafa travmasi, subaraknoid kanama ve kardiyopulmoner bypass sirasinda olusturulan
ekstrakorpereal dolagim sonrast hizla yiikselir [62]. P2-mikroglobulin gibi diger kiiciik
proteinlerin eliminasyonuna benzer eliminasyon mekanizmasia sahip olup, bdbreklerde

glomertiler filtrasyon, reabsorpsiyon ve proksimal tiibiillerde degradasyona ugrar [61].

2.7. 2. Noron Spesifik Enolaz

Beyin dokusunda ¢oziinebilir proteinlerin %]1,5’unu olusturan NSE glikolitik bir
enzimdir. a, B ve y izoenzimleri seklinde, li¢ farkli dimerik yapida bulunur. o izoenzimi
sadece astrositlerde bulunurken, y izoenzimi noronlar ve bazi néroektodermal hiicrelerde
bulunur. Noronal hasar durumunda, NSE beyin omurilik sivisina (BOS), serebral kan
dolasimina ve sistemik dolasima salinir [63, 64]. Iskemik inme, intraserebral kanama ve kafa
travmast gibi ndronal hasarin oldugu durumlarda, beyin omirilik sivisi ve kanda NSE

diizeyinde artis oldugunu gdsteren ¢ok sayida calismalanin olmasi, parankimal beyin
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hasarinda duyarli ve kantitatif bir belirte¢ olarak NSE’nin kullanimini desteklemektedir [64-

66].
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3. MATERYAL VE METOD

Bu deneysel calismanin etik kurul onayr Gazi Universitesi Rektorliigii Deney

Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan G.U.ET-17.037 kod numaras1 ile alinmstir.
3. 1. Denek Se¢imi

Arastirma; Gazi Universitesi Deneysel Arastirma Merlkezi (GUDAM)’da
01.11.2017- 02.11.2017 tarihleri arasinda gerceklestirildi.

Bu calismada, agirliklar1 250-300 gr arasinda degisen, 24 adet erkek Wistar-Albino
rat kullanildi. Ratlar arastirma baglangicina kadar 12 saat aydinlik -12 saat karanlik ortamda
barindirilarak ortama adaptasyonlari1 saglandi. Denekler 151k ve sicakligi standardize edilmis

ortamda birakildi. Beslnemeleri i¢in standart pallet yem kullanildi.

3. 2. Kullanilan Yontemler

Tim islemler, ratlara 40mg/kg ketamin HCl ve 5 mgkg xylasin HCl’nin
intramuskiiler tatbiki ile dissosiatif anestezi olusturularak yapildi. Anesteziyi takiben biitiin
islemler steril sartlarda gerceklestirildi. Ratlar, rastgele olarak 4 gruba ayrildi:

Kontrol grubu haricindeki hayvanlara serebral iskemi/reperfiizyon modeli olarak,
Pulsinelli ve arkadaslar tarafindan tarif edilen 4 damar okliizyon modeli uygulandi [67]. Bu
model 24 saat ara ile gerceklestirilen 2 cerrahi islemi kapsamaktadir. Ilk islem ratlar prone
pozisyonda iken mikroskop altina alinarak gerceklestrildi. Alar foraminalar ve ilk
vertebranin kemik govdesinden elektrokoter ile ilerlenerek vertebral arterlerin seyrettigi hat
koterize edilerek vertebral dolasim engellendi. Vertebral arterlerin koterizasyonundan 24
saat sonra karotid arterlerin okluzyonu gergeklestirildi. Bu amagla mikroskop altinda her iki

kommon karotid arter disseke edilerek vaskuler klemplerle oklude edildi.

22



3. 3. Deney Gruplari

3. 3. 1. Kontrol Grubu (Gr K, n=6): Bu gruptaki hayvanlarda herhangi bir islem
yapilmadan, intrakardiak kan alinarak hayvanlar sakrifiye edildi ve kraniyotomi yapilarak
beyin dokusu ¢ikardi. Alinan serumda NSE ve S-100f3 diizeyleri ¢alisildi, ¢ikarilan beyin

dokusunda GST, katalaz, MDA ve SOD degerlendirildi.

3. 3. 2. iskemi Grubu (Gr I, n=6): Bu gruptaki hayvanlara serebral iskemi modeli
uyguland1 ve iskemi siiresinin sonunda intrakardiak Kan alinarak hayvanlar sakrifiye
edildive kraniyotomi yapilarak beyin dokusu c¢ikardi. Alinan serumda NSE ve S-1008

diizeyleri c¢alisildi, ¢ikarilan beyin dokusunda GST, katalaz, MDA ve SOD degerlendirildi.

3. 3. 3. iskemi-Reperfiizyon Grubu (Gr iR, n=6): Bu gruptaki hayvanlara serebral
iskemi modeli uygulandi ve 20 dakika iskemi siiresinin sonunda 1 saat siire ile reperfiizyon
uygulandi; sonrasinda intrakardiak kan alinarak hayvanlar sakrifiye edildi ve kraniyotomi
yapilarak beyin dokusu c¢ikarildi. Alman serumda NSE ve S-100p diizeyleri calisildi,

c¢ikarilan beyin dokusunda GST, katalaz, MDA ve SOD degerlendirildi.

3. 3. 4. iskemi-Reperfiizyon ve Memantin Grubu (Gr IR-M, n=6): Bu gruptaki
hayvanlara serebral iskemi modeli uygulandi ve iskemi siiresinin sonunda 1 saat siire ile
reperfiizyon beklendi. Bu gruptaki hayvanlara reperfiizyonla es zamanli olarak memantin
HCI(20 mg/kg) intraperitoneal olarak verildi. Islemden sonra intrakardiak kan almarak
hayvanlar sakrifiye edildi ve kraniyotomi yapilarak beyin dokusu ¢ikarildi. Alinan serumda
NSE ve S-100B diizeyleri calisildi, ¢ikarilan beyin dokusunda GST, katalaz, MDA ve SOD

degerlendirildi.

23



4. ISTATISTIK

Istatistiksel analiz igin SPSS (siirim 20.0, Chicago, IL, ABD) kullanilmistir.
Gruplar aras1 farkliliklar Kruskal-Wallis testi kullanilarak hesaplandi.  Kruskal-Wallis
testinde farklilik c¢iktiginda, hangi grubun digerlerinden farkli oldugunu belirlemek igin
Mann- Whitney U testi uygulandi. Biitiin degerler ortalama + standart sapma (en diisiik-en

yiiksek) seklinde analiz edildi. P<0.05 istatistik olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. S-100B

Iskemi grubunda S-100B diizeyi 12.808+4.474 (9.00-21.0), iskemi ve reperfiizyon
grubunda 16.683+7.299 (9.4-27.20) memantin grubunda 8.816+1.846 (6.20-10.40) iken

kontrol grubunda 4.933+1.74(3.20-7.80) bulunmustur (Grafik 1).

s100b
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Grafik 1 : S-100B diizeylerinin gruplara gore dagilimi

G K: Kontrol grubu, G I: iskemi Grubu G I/R: iskemi-Reperfiizyon Grubu G M:
Memantin Grubu

*:p<0.05 Grup K ile karsilastirildiginda

&:p<0.05 Grup I/R ile karsilastirildiginda

S-100pB diizeyi, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, iskemi grubu ve iskemi reperfiizyon
grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (P=0.004). Iskemi
reperfiizyon grubunda, iskemi grubundan daha yiiksek S-1008 sonuglar1 elde edilmis olsa
da, fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.297). Memantin grubunda, kontrol

grubundan anlamli derecede yiiksek S-100 diizeyleri tespit edilmistir (p=0.010). Memantin
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grubunda, iskemi reperfiizyon grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha
diisiik S-100p diizeyleri 6l¢iilmiistiir (p=0.045). Ancak, memantin grubunda, iskemi grubuna
gore S-100fB diizeyleri daha diisiik bulunmakla beraber sonugclar istatistiksel olarak anlamli

degildi (p=0.109).

5. 2. Noron Spesifik Enolaz (NSE)

NSE diizeyleri Kontrol, Iskemi, Iskemi reperfiizyon ve memantin gruplarinda
sirastyla 860+175.484 (644-1055), 1377.83+452.272 (720-1827), 1541.833+396.728 (1087-

2077) ve 963.5+£201.134 (812-1265) olarak saptanmistir (grafik 2).
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Grafik 2: NSE diizeylerinin gruplara gore dagilimi

G K: Kontrol grubu,G I: Iskemi Grubu G I/R: Iskemi-Reperfiizyon Grubu G M:
Memantin Grubu gore

* 1 p<0.05 Grup K ile karsilastirildiginda

& : p<0.05 Grup I/R ile karsilagtirildiginda
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Iskemi grubunda kontrol grubuna gére NSE diizeyleri artmis olsa da istatistiksel olarak
anlamli degildir (p=0.078). Ancak iskemi reperflizyon grubunda kontrol grubuna gore
anlamli NSE vyiiksekligi tespit edilmistir (p=0.004). Iskemi reperfiizyon grubu, iskemi
grubundan daha yiiksek NSE diizeylerine sahip olsa da istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0.522). Memantin grubu iskemi reperflizyon grubundan daha diisiik NSE diizeylerine
sahip olup, bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.025). Memantin grubu ile kontrol

grubu arasinda NSE diizeyleri agisindan anlamli fark yoktur (p=0.337).

5. 3. Antioksidanlar:

5. 3. 1. Siiperoksit Dismutaz

Calisma gruplarina ait SOD degerleri Tablo 1’de verilmistir. Iskemi grubunda
kontrol grubuna gore anlamli SOD yiiksekligi saptanmistir (p=0.02). Iskemi reperfiizyon
grubunda da kontrol grubuna gore anlaml artis saptanmistir (p=0.01). Ancak iskemi grubu
ile iskemi reperfiizyon grubu arasinda istatistiksel anlamli anlamli fark saptanmamistir
(p=0.818). Memantin grubu iskemi reperfiizyon grubundan daha diisiik SOD diizeylerine
sahip olup, bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.037). iskemi grubu ile memantin
grubu arasinda anlamli SOD diizeyi farklilig1 tespit edilmemistir (p=0.108). Memantin
grubu ile kontrol grubu arasinda SOD diizeyleri agisindan anlamli istatistiksel olarak anlamli

bir fark tespit edilmemistir (p=0.150).
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Tablo 1: SOD diizeylerinin gruplara gore dagilimi

GRUPLAR SOD (Umol/mg prot)
[ortalama+SD (en diisiik-en yiiksek]

GK 4.7141.26 (3.57-6.74)

GI 10.43+4.23* (4.80-14.60)

GI/R 1205+4.90* (4.70-19.00)

GM 6.71+2.37% (3.45-9.80)

G K: Kontrol grubu, G I: iskemi Grubu G I/R: Iskemi-Reperfiizyon Grubu G M:
Memantin Grubu gore
* 1 p<0.05 Grup K ile karsilastirildiginda

& : p<0.05 Grup I/R ile karsilastirildiginda

5. 3. 2. Malondialdehid

Calisma gruplarina ait MDA diizeyleri Tablo 2’de verilmistir. Iskemi grubunda
kontrol grubuna gore anlamli MDA yiiksekligi saptanmistir (p=0.02). Iskemi reperfiizyon
grubunda da saptana artis kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olaral anlamli
bulunmustur (p=0.01). Ancak iskemi grubu ile iskemi reperfiizyon grubu arasinda
istatistiksel anlamli fark saptanmamistir (p=0.748). Memantin grubu iskemi reperfiizyon
grubundan daha diisilk SOD diizeylerine sahip olup, bu fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0.037). iskemi grubu ile memantin grubu arasinda anlamli MDA diizeyi farklilig1 tespit
edilmemistir (p=0.108). Memantin grubu ile kontrol grubu arasinda MDA diizeyleri

acisindan anlamli fark olmadigi tespit edilmstir (p=0.150).
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Tablo 2 : MDA diizeylerinin gruplara gore dagilimi

GRUPLAR MDA (nmol/mg prot)
[ortalama+SD (en diisiik-en yliksek)]

GK 34.62+11.44 (22.30-53.30)

GI 54.11£17.36* (34.40-72.70)

GI/R 84.66+19.98* (47.60-106.60)

GM 42.20£16.08% (15.10-60.90)

G K: Kontrol grubu,G I: iskemi Grubu G I/R: Iskemi-Reperfiizyon Grubu G M:
Memantin Grubu gore
* 1 p<0.05 Grup K ile karsilastirildiginda

& : p<005 Grup I/R ile karsilastirildiginda

5. 3. 3. Katalaz

Calisma gruplarma ait CAT degerleri Tablo 3’de verilmistir. Iskemi grubunda
kontrol grubuna gore CAT diizeylerinde, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken
(p=0.149), iskemi reperfiizyon grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
yiikseklik saptanmustir (p=0.01). Iskemi grubu ile iskemi reperfiizyon grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p=0.078). Iskemi reperfiizyon grubu ile
karsilastirildiginda, memantin grubunda saptanan diisilk CAT diizeyleri istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0.010). Iskemi grubu ile memantin grubu arasinda anlamli CAT
diizeyi farklilig1 tespit edilmemistir (p=0.199). Memantin grubu ile kontrol grubu arasinda

CAT diizeyleri agisindan anlamli fark olmadig tespit edilmstir (p=0.873).
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Tablo 3 : CAT diizeylerinin gruplara gore dagilimi

GRUPLAR CAT (IU/mg prot)

[ortalama+SD (endiigiik-en yiiksek)]
GK 3075.48+2571(732.00-6901.71)
GI 9254.31+£7502.09(1138.67-18178)
GI/R 19158.08+9414.47%(5090-32533)
GM 5326.83+6036.17%(244-13566.4)

G K: Kontrol grubu, G I: iskemi Grubu G I/R: Iskemi-Reperfiizyon Grubu G M:
Memantin Grubu gore
* 1 p<0.05 Grup K ile karsilastirildiginda

& : p<0.05 Grup I/R ile karsilastirildiginda

5. 3. 4. Glutatyon S- Transferaz

Calisma gruplarina ait GST degerleri Tablo 4’da verilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, gerek iskemi gerekse iskemi reperfiizyon gruplarinda GST diizeylerinde
artis saptanmistir. Bu artis kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli iken (p=0.006),
iskemi reperfiizyon grubunda anlamli bulunmamistir (p=0.055). Iskemi grubu ile iskemi
reperfiizyon grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0.262).
Memantin grubu ile iskemi reperfiizyon grubu arasinda GST diizeyleri arasinda anlamli bir
fark tespit edilmemistir (p=0.109). Memantin grubu, iskemi grubundan daha diisiik GST
diizeylerine sahip olup, bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.037). Yine memantin
grubunda saptanan artis control grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur(p=0.045).
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Tablo 4 : GST diizeylerinin gruplara gore dagilim1

GRUPLAR GST

(mIU/mg prot)
GK 66.08+9.40
GI 112.55+30.52*
GI/R 178.75+119.06
GM 80.66+14.09*,”

G K: Kontrol grubu,G I: Iskemi Grubu G I/R: Iskemi-Reperfiizyon Grubu G M:

Memantin Grubu gore
* 1 p<0.05 Grup K ile karsilastirildiginda
& : p<0.05 Grup I/R ile karsilastirildiginda

%: p<0.05 Grup I ile karsilastirildiginda
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6. TARTISMA

Ratlarda, global serebral iskemi reperfiizyon hasari {izerine memantinin etkilerini
arastirdifimiz c¢alismamizda, memantin uygulamasinin iskemi reperfiizyon hasarini
azaltmada etkin bir ajan oldugunu S-100B, NSE ve antioksidan diizeylerini degerlendirerek
tespit ettik.

Iskemi ve reperfiizyon, organlarda, siire ve siddetine bagli olarak hasar
olusturmaktadir. Serebral iskemi durumunda beyin hasar1 ¢ok kisa siirede gelismekte, iskemi
diizeltilse bile reperfiizyona bagli hasar olusumu devam edebilmektedir. iskemi durumunda
oncelikle hipokampus ve korteks etkilenir. Kan akimini restore etme ¢abalar1 hizla gelisen
noronal hiicre 6liimii nedeniyle basarisiz olabilmektedir [68].

Kardiyak arrest gibi global iskemi yaratan durumlarda ortaya ¢ikan erken norolojik
disfonksiyon, ndrolojik sekelli bir sagkalim ile iliskili olabilir [69]. Mekanik ventilator
altinda sedasyon ve kas gevseticiler ile uyutulan hastalarin nérolojik muayenesinin giivenilir
sekilde yapilmasindaki zorluklar, c¢esitli belirteg¢lerin sag kalim ve serebral iskeminin
boyutunu belirlemek i¢in kullanilmasini zorunlu hale getirmektedir. Sedatif ve kas gevsetici
ilaglar kullanilarak mekanik ventilatorde takip edilen hastalarin ndérolojik muayenesinin
degerlendirilmesindeki zorluklar, bu hastalarda serebral iskeminin boyutunu ve sagkalimi
belirleyebilmek adima c¢esitli belirteglerin  kullanimin1 gerekli kilmaktadir. [70]. Bu
belirteglerin ~ kullanimi  tedavinin  etkinliginin de  degerlendirilmesini  miimkiin
kilabilmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada ratlarda global serebral iskemi reperfiizyon olusturmak igin
daha 6nce Pulsinelli ve ark. tarafindan tanimlanan dort damar okliizyon yontemini kullandik.
Global serebral iskemi, iskemi reperflizyon ve iskemi reperflizyon sonrasi memantin

uygulamasi  sonrasi, noronal hasar belirteglerinden NSE, S-100 diizeyleri,
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antioksidanlardan SOD, CAT, GST ve membrane lipid peroksidasyon iiriinii MDA
diizeylerini degerlendirdik [67].

S-100 ailesi omurgalilarda bulunan EF-el tipi Ca” modiile proteinlerdendir. S-100p
S-100 ailesinin iiyesi olup, 21 kDa molekiil agirliginda 2 beta alt iinitesine sahip
homodimerik asidik bir proteindir. Ozellikle astrositlerde ve Schwann hiicrelerinde bulunur.
S-100B’nin sinirsel gelisim, farklilasma ve beynin onariminda 6nemli bir faktér oldugu ve
beyin hasarindan sonraki ekstraseliiler konsantrasyonundaki artiglardan kaynaklanan ek
hiicre hasarlarinin da ndérodejeneratif olusum patofizyolojisinde rol aldig1 one siiriilmektedir.
(anlasilmas1 zor bir ciimle) [71-73]. S-100B , beyin hasarinda BOS’a ve daha sonra kana
rahatlikla gegmektedir

S-100pB, beyaz ve kahverengi yag dokusunda, iskelet kasinda, deride, melanom ve
gliblastom hiicrelerinde normalden daha yliksek oranda bulunur. Ayrica -adrenerjik agonist
veya fosfodiesteraz inhibitorleri ile uzun siire tedavi gormiis hastalarinin serum diizeylerinin
de yiiksek bulundugu gosterilmistir. Buna karsin, serebral hasardan sonra serum S-100f3
diizeyinde saptanan artis, diger durumlar ile kiyaslandiginda ¢ok daha yiiksektir [74, 75].

Hermann ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada akut serebral inme gegiren hastalarda
S-100B ve glial fibriller asit protein (GFAP) kan diizeylerinde saptanan artigin bilgisayarlt
beyin tomografisi (BBT) ile belirlenen serebral infakt alani genisligi ve hastalarin klinik
durumlarinin ciddiyeti ile korele oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica, GFAP ve S-100p’nin
inme tedavisinde ila¢ etkinliginin degerlendirilmesinde kullanilabilecek parametreler
oldugunu ileri siirmiislerdir [76].

Biz de ¢alismamizda iskemi ve iskemi reperfiizyon grubunda S-100f3 diizeylerinin
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiikseldigini tespit ettik. Ingebrigtsen ve ark. S-10003
diizeyinin serebral hasar ile iligkisini inceledikleri ¢aligmalarinda, kafa travmasi geciren

hastalarda, bizim verilerimizle uygun sekilde S-100f diizeylerinin yiikseldigini tespit
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etmislerdir. Ayrica major ve minor kafa travmasindan sonra S-100p diizeylerinin Glaskow
Koma Skalas1 (GKS) ve BBT ile uyumlu olarak yiikselmekte oldugunu tespit etmislerdir.
[77]. Benzer sekilde, Raabe ve ark.da ciddi beyin travmalarinda 2 gr/L’den yiiksek S-100(3
diizeylerinin yiliksek mortalite ile iligkili oldugunu ve devam eden S-100f artisinin primer
hasar takip eden sekonder siireglerle iliskili oldugunu bildirmislerdir. [78, 79].

Calismamizda reperfiizyon hasarii engellemek amaciyla kullandigimiz memantinin,
S-100B diizeylerini olumlu etkiledigi ve bu sonuca bakarak reperfiizyon hasarini azalttigini
sOyleyebiliriz.

Ekstraserebral salinimi olan, eritrosit ve plateletler ile kiigiik hiicreli akciger kanseri,
noroendokrin,ve pankreatik tiimorlerde de sentezlenen NSE, kardiyak arrest gibi global
serebral iskemi yaratan durumlarda, hasarin gosterilmesi acisindan Onemli bir belirteg
olmaya devam etmektedir. Fugate ve ark. kardiyak arrest sonrasi hipotermi uygulanan ve
uygulanmayan hastalarda norolojik hasarin boyutunu NSE, EEG paternleri, BBT ve global
serebral 6dem bulgulan ile degerlendirmisler ve kardiyak arrest sonrasit 1-3 giinde NSE
degerlerinin  33ng/ml {izerinde seyretmesinin kotii prognoz gdstergesi oldugunu
bildirmislerdir [80]. Floerchinger ve ark. kardiyak arrest sonrasi ekstrakorporal yasam
destegi uygulanan hastalarda NSE diizeylerini, norolojik disfonksiyon bulgularini ve
hastanede kalis siirelerini incelenmis ve NSE diizeylerinin arttigini, ancak bu artis ile fokal
hasar arasinda bir korelasyon olmadigini bulmuslardir. Ayrica hipoksik serebral hasarda da
NSE diizey artist saptanmistir [81]. Cesitli serebral iskemi modelleri ve hayvan
caligmalarinda ise NSE diizeylerinin serebral iskeminin siddeti ile korele oldugu gosterilmis,
geri doniisiimsiiz beyin hasarindan once yiikselen NSE diizeylerinin, ndoroprotektif
onlemlerin uygulanmasi i¢in kilavuz olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir [82-84].

Bizde calismamizda literatiirdeki ¢ogu calismayla korele olarak, iskemi ve iskemi

reperflizyon grubunda serum NSE diizeylerinin kontrol grubuna goére anlamli derecede
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yiiksek oldugunu tespit ettik. Uzan ve ark. ratlarda global beyin hasar1 modeli uyguladiklari
caligmalarinda BOS NSE diizeylerinin motor noron hasariyla, serumdaki NSE diizeylerine
kiyasla daha fazla korelasyonunun oldugunu gostermislerdir [85]. Ancak insanlarda yapilan
benzer ¢aligmalarda, BOS ve serum NSE diizeylerinin birbirleriyle korele oldugu tespit
edilmistir. Benzer sekilde BOS ve serum NSE diizeylerinin serebral infaktin boyutu ve
siddeti ile de korelasyon gosterdigi saptanmistir [86-88]. Arastirmamizda sadece serum NSE
diizeyleri degerlendirilmis olmakla beraber, serum ve BOS NSE diizeylerinin birbirleriyle
korele oldugunu gosteren ¢aligmalardan elde edilen veriler serum NSE 6l¢iimlerinin klinik
uygulamalarda kullanilabilecegini gostermektedir.

Iskemi durumunda glutamatin artis1 ile hiicre hasar1 artmaktadir. Glutamat NMDA
reseptorleri iizerinden hiicre i¢i Ca'" artis1 yaparak gesitli hasar yaratan enzimlerin aktive
olmasini saglar. Bu durum da beyin hasarinin siddetlenmesine neden olur [89]. Memantin
NMDA reseptdor antogonisti olarak Alzheimer gibi ndrodejeneratif hastalarda
kullanilabildigi gibi, noroprotektif olarak iskemik serebral hasarlar ile kafa travmasinda da
kullanilabilmektedir [90].

Ratlarda yapilan global serebral hasar durumunda memantin kullaniminin incelendigi
bir calismada, ratlarin bilateral common carotid arterleri baglanarak ratlar 10 ve 30dk’lik
siireglerde iskemiye maruz birakilmis. Daha sonra memantin uygulanmis, 6zellikle 10dk
iskemiye maruz birakilan ratlarda memantin uygulanmayan gruba gore anlamli diisiik
diizeyde pirimidal norol hasar oldugu tespit edilmistir [91].

Ghaffary ve ark. postoperatif serebral disfonksiyonlarin goérece sik gorildigi
kardiyak cerrahiden sonra postoperatif kognitif disfonksiyonu Onlemek amaciyla farkl
dozlarda memantin uygulamistir. Calismaya 45-75 yas araliginda elektif kardiyak cerrahi

gecirecek hastalar dahil edilmis, ¢alisma sonunda memantin uygulanan grupta, memantin
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uygulanmayan kontrol grubuna gore daha az postoperatif kognitif disfonksiyon bulgular
saptanmistir [92].

Bizde memantin grubunda S-100B ve NSE diizeylerini, iskemi reperfiizyon
grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunduk. S-100B ve NSE
diizeylerindeki azalma, memantin ile iskemi reperflizyon hasarmin gerileyebilecegini

gostermektedir.

Sies oksidatif stresi ‘pro-oksidan/antioksidan dengesinin pro-oksidanlar lehine
bozulmast’ olarak tanimlamistir [93]. Oksidatif stres tiim doku ve organlar etkilese de
ozellikle beyin gibi organlarin oksidatif strese ve buna bagli hasar olusumuna yatkinlig
daha fazla olabilmektedir. Ayrica beyin dokusu cesitli metabolik yolaklar ile daha fazla
serbest radikal iiretimine sebep olan, dopamin, adrenalin ve noradrenalin gibi hormonlarin
iiretiminde &nemli rol oynamaktadir [94]. Ozellikle iskemi, hipoksi, travma gibi
oksijenizasyonun bozuldugu patolojik siireclerde beyin, antioksidan ajanlarin artigina ihtiyag
duymaktadir. Bu antioksidan ajanlar, endojen salgilanabildigi gibi reaktif oksijen
metabolitlerinin {iretimini inhibe eden veya olusmus metabolitleri deaktive eden ekzojen
antioksidanlar olabilir. iskemiye maruz kalan beyin dokusunda oksidanlara bagl ikincil

hasarin 6nlenmesi ile doku kaybinin ilerlemesi sinirlandirilabilmektedir. [95] .

Serebral iskemide ¢aligmalar reperfiizyon hasarini dnlemeyi amacglayan ila¢ ve tedavi
yontemlerine odaklanmaktadir [96, 97]. Ancak serebral hasar patogenezinde rol oynayan,
eksitator aminoasit toksisitesi, inflamatuar yolaklar, intraseliiler Ca'" artis1 ve oksidatif stres
gibi ¢ok farkli mekanizmalarin olmasi, etkin tedavilerin bulunmasini zorlastirmaktadir. Bu
reaksiyon kaskatlari, noral nekroz ve apoptoza neden olabildigi gibi, kan beyin bariyerinin

bozulmasina da sebep olabilmektedir [98-101].
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Memantin, Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan bir NMDA antagonistidir.
Memantin glutamat diizey artisinin neden oldugu hiicre i¢i Ca™ birikimini, NMDA
reseptorlerini bloke ederek engeller ve antioksidan etkiler olusturur [102].

Superoksit dismutaz, oksidatif stres durumunda kilit 6neme sahiptir. Iskemi ve
reperfiizyon siirecinde farkli evrelerde farkli kaynaklardan {iretilir. Cu, Zn-SOD (SODI)
sitozol ve lizozomlarda bulundugu gibi mitokondrinin membranlar1 arasindaki boslukta da
bulunur [103]. Mn SOD (SOD2) mitokondri matriksinde bulunur. SOD1 ve SOD2 noral
dokularda yiliksek oranda bulunur, bu yiizden serebral hasarda serum diizeylerinin 6l¢iimii
son derece dnemlidir.

Yapilan bazi ¢aligmalar, SOD 1 enzimi asir1 ekspresyonunun post-iskemik hasar sonrasi
protein kinaz aktivasyonunu, DNA fragmantayonunu, erken sitokrom salinmasini, kaspaz
aktivasyonunu ve hiicre 6liim sinyanlinin ortaya ¢ikisini azalttigin1 gostermistir [104-106].

Kim ve ark. farelerde SOD2 enziminin iiretiminin engellendiginde, orta serebral arter
okliizyonunun sonuglarinin kétiilestigini tespit etmislerdir [107].

Tiim bu ¢aligmalarda goriilebildigi gibi iskemi reperfiizyon hasar1 sirasinda SOD’1n pro-
apoptotik rolii 6nemlidir. Iskemi reperfiizyon hasarinda SOD asir1 ekspresyonunun
saglanmasi veya SOD benzeri maddelerin verilmesi hasar1 hafifletebilir gibi goriilmektedir.
Ancak yine de yapilan calismalarda SOD asir1 saliniminin etkilerinin uzun dénemli
incelemesi yapilmamigtir. Yapilacak yeni aragtirmalar ile SOD asir1 ekspresyonun yararl
etkileri kesinlestirildikten sonra yeni tedavi yontemleri miimkiin olabilcekse de, giiniimiizde
SOD serebral iskemik reperfiizyon hasarinin ciddiyeti ile korele bir belirte¢ olarak ve tedavi
seceneklerinin etkinligi i¢in yol gdsterici olarak kullanilmaktadir [108].

Biz calismamizda iskemi ve iskemi reperfiizyon grubunda, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli SOD yiiksekligi tespit ettik. Bu durum Yang ve ark. calismasina

benzer sekilde, serebral hasari koruma cabasi ile SOD enzim artis1 olarak yorumlanabilir.
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Bagka bir calismada Yan ve ark.SOD enzimini serebral hasar1 gdsteren biyokimyasal bir
paramerte olarak kullanmiglardir. Calismamizin pargasi olan memantinin antioksidan etkileri
de gbz oOniine alarak, SOD degerlerinin memantin grubunda iskemi reperfiizyon grubuna
gore anlamli sekilde diisiik Ol¢iilmesi, klinik anlamda memantinin iskemi reperflizyon
hasarinin azalttig1 seklinde yorumlanabilir.

Superoksit dismutaz, siiperoksidi hidrojen peroksit ve oksijene indirgeyen bir
enzimdir. Hidrojen peroksit de, hiicre hasarinda 6nemli rol oynayan serbest oksijen grubuna
sahip reaktif bir oksijen radikalidir [109]. Oksidatif hasarin Onlenmesi i¢in hidrojen
peroksitin eliminasyonu bu noktada biiyiik bir énem kazanir. Eliminasyonda da CAT ve
GPx rol alir [110].

Aebi ve ark. ratlarda iskemik ve postiskemik beyin 6demi modelinde SOD ve CAT
enzimlerinin iskemiden 3-24 saat sonra hafifce azaldigi, 72 saat sonra ise arttig1
gostermislerdir [111]. Ancak biz ¢alismamizda iskemi ve iskemi reperfiizyon hasari
olusturulduktan hemen sonra aldigimiz kan Orneklerinde SOD ve CAT diizeylerinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigin1 tespit ettik. Hem bizim ¢alismamiz hem de Aebi
ve ark. caligmalarindan farkli olarak, Werns ve ark. SOD ve CAT diizeylerinin serebral
iskemiden etkilenmedigini 6ne siirmislerdir [112]. Ancak Kim ve ark. yapmis oldugu
caligmada serebral iskemi ve reperfiizyon ile CAT ve SOD diizeylerinin artiginin
vurgulamasi, bizim deney sonuglarimizla da rtiismektedir [107].

Calismamizda memantin grubu ile serebral iskemi ve iskemi/reperfiizyon grubu
karsilagtirildiginda, memantin grubunun CAT diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli diisiik
oldugu saptanmistir. Bu da memantinin antioksidan etkilerine paralel olarak, serebral
hasarin azaldigini bize gdstermektedir [113].

Serebral iskemide hasar, oksidatif stres artis1 ile reaktif oksijen metabolitlerinin

birikimine neden olur. Oksidatif strese karsi rol alan en 6nemli molekiillerden biri GSH’dur.
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Glutatyon S-Transferaz (GST) ise toksik komponetlerin inaktivasyon mekanizmasinda rol
alir. Oksidan strese karst savunma mekanizmasinda GST’nin 6nemli rolii oldugu
bilinmektedir. Wang ve ark. serebral inme gegiren hastalarda oksidatif strese bagli GST
diizeylerinin azaldigini gostermislerdir [114]. GST enzimi polimorfiktir ve polimorfizm
nedeniyle eksik salinimi sonucu detoksifikasyonda azalma ve iskemik inme gelisimi, kalici
hasar olusumu i¢in risk faktorii olabilecegi ileri siiriilmiistiir [115].

Ratlarda eclipta albanin global serebral hasar iizerindeki etkilerinin incelendigi

deneysel calismada GST ve antioksidanlarin diizeyleri degerlendirilmis, iskemi ile GST
diizeylerinin azaldig eclipta alba ile GST diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir [116].
Ancak, Mansoorali ve ark. aksine ¢aligmamizda GST diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla,
iskemi ve iskemi reperflizyon grubunda artigin tespit ettik. Memantin grubunda ise iskemi
gubuna kiyasla anlamli derecede diisiik GST diizeyleri oldugunu saptadik. Bu sonuglar, yine
memantinin antioksidan etkileri ile ortiismektedir.

Oksidatif stres bir cok organin iskemi ve reperfiizyon sonucu hasarlanmasinda major
rol oynar [117]. Oksidatif stres ile birlikte lipid peroksidasyonunda artis olur. Lipid
peroksidasyonunun gilivenilir gostergelerinden biri MDA ’dir [118].

Calismamizda iskemi ve iskemi reperfiizyon hasar gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede artmig MDA diizeyleri oldugunu tespit ettik. Serebral
iskemi reperfiizyon hasarinda MDA diizeylerinin arttifin1 gdsteren g¢alismalarla bizim
yaptigimiz ¢alisma verileri ortiismektedir [119-121]. Kaptanoglu ve ark. deneysel omurilik
travmasinda tiyopental ve propofoliin antioksidan etkileri ve mikro yapisal bulgularini
aragtirmiglardir. Serebral kontiizyon hasari olan ratlarda lipid peroksidasyonunun gostergesi
olarak MDA diizeylerinin arttigin1  bulmuslardir. Tiyopental ve propofoliin lipid
peroksidasyonunu azalttigini, MDA diizeylerini diislirdiigii ancak propofoliin mikro yapiy1

diizeltmedigini gostermislerdir [122]. Biz de global serebral iskemi ve iskemi reperflizyon
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hasar1 lizerine memantin uygulamasinin etkilerini degerlendirmek i¢in diger parametrelerle
beraber MDA diizeylerini de kullandik. Calismamizda memantin grubunda MDA
diizeylerinin iskemi reperfiizyon grubundan daha diisiikk saptanmasi memantinin lipid
peroksidasyonunu azaltarak da iskemi reperfiizyon hasari sirasinda ndroproteksiyona
katkida bulundugunu diisiindiirmektedir. Serebral iskemi sonrasi en 6nemli hedef hastalarda
ortaya c¢ikacak sekonder hasarin ve klinik olarak ortaya c¢ikabilecek sekellerin
engellenmesidir. Bu amagla gerek deneysel gerekse klinik calismalarda birgok ajan
denenmis ama ideal bir ajan halen bulunamamistir. Giinlimiizde de bu konu ile ilgili
caligmalar tim hiziyla devam etmektedir. Biz de, NMDA reseptér antagonisti olan
memantinin, global serebral iskemi ve iskemi reperfiizyon hasarina etkisini arastirdigimiz bu
deneysel ¢alisamada, memantinin, NSE, S-100p ve antioksidan parametreleri olumlu yonde
degistirdigini bulduk. Her ne kadar 6zellikle klinik ¢alismalarla desteklenmesi gerekse de bu
bulgular 1s183iInda memantinin global serebral iskemi ve iskemi reperfiizyon hasarini

onlemede etkili bir ajan oldugunu diisiinmekteyiz.
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8. OZET

RATLARDA OLUSTURULAN GLOBAL SEREBRAL
ISKEMI/REPERFUZYON MODELINDE MEMANTIN
UYGULAMASININ OLUSAN BEYIN HASARI UZERINDEKIi
ETKILERI

Kardiyak arrest ve major damar cerrahiler sirasinda serebral kan akiminin kesintiye
ugramastyla global serebral iskemi olugmaktadir. Global serebral iskemide olusan beyin
hasari, iskemi ve reperfiizyona sekonder; N-methyl-D-aspartate reseptor aktivasyonu, hiicre
ici Ca"™" homeostazisinde bozulma, oksidatif stresi igeren kompleks patofizyolojik siirecler
sonucunda gelismektedir.  Ekstrasinaptik NMDA reseptdr inhibitdrii olan memantin,
insanlarda yan etkilerinin az olmalar1 nedeniyle ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
kullanimlar1 s6z konusu olan molekiildiir. Calismamizin amaci, serebral iskemi ve iskemi
reperflizyon hasarinda memantinin etkilerini aragtirmaktir.

Bu caligmada 24 adet erkek Wistar-Albino ratlar rastgele 4 gruba ayrildi; kontrol
grubu (G K), iskemi grubu (G 1), iskemi-reperfiizyon grubu (G I/R), memantin grubu (G M).
Kontrol grubu haricindeki ratlarda serebral iskemi modeli Pulsinelli ve arkadaslar
tarafindan tarif edilen 4 damar okliizyon modeli kullanilarak gerceklestirildi. Iskemi
reperflizyon grubunda 20 dakika iskemiyi takiben 1 saat reperfiizyon uygulandi ve
memantin grubunda reperflizyon ile es zamanli olarak memantin verildi. Dort grupta NSE,
S-100p ile antioksidan parametrelerden SOD, CAT, MDA ve GST diizeyleri ¢alisildu.

G K ile kiyaslandiginda S-100p ve NSE diizeyleri G I ve G I/R da istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek bulundu. S-1008 ve NSE diizeyleri G M’de, G I/R’dan istatistiksel
olarak anlamli derece diisiik oldugu tespit edildi. Antioksidan parametrelerden SOD, CAT,
MDA diizeylerinde G M’da G I/R’dan istatsitiksel olarak anlamli diisiik diizeyler tespit

edildi. Ancak GST diizeylerinde G M ve G I/R arasinda anlamli fark bulunamadi.
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Sonug olarak, global serebral iskemide memantin uygulamasinin iskemi reperfiizyon
hasarina karsi koruyucu olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Global serebral iskemi, reperiizyon, memantin
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9. SUMMARY

Cessation of cerebral blood flow during cardiac arrest and major vascular surgery
leads to global cerebral ischemia. Cerebral injury is related to pathological processes
including N-methyl-D-Aspartate receptor activation, impairment of intracellular Ca++
homeostasis and oxidative stress as a result of ischemia and reperfusion. Extrasynaptic
NMDA receptor antagonist memantine is preferred for the treatment of neurodegenerative
diseases for its low adverse event profile. The aim of the study is to evaluate the effects of
memantine on cerebral ischemia and ischemia reperfusion injury.

Twenty four Wistar-Albino rats were enrolled into 4 groups; control group (GC),
ischemia group (IG), ischemia reperfusion group (GI/R) and memantine group (GM). In all
groups except control ischemia was performed using the 4 vessel occlusion model described
by Pulsinelli et al. In GI/R 1 hour of reperfusion was performed after 20 minutes of ischemia
and memantine was given with the beginning of reperfusion in GM. Neuron specific
enolase, s100b, SOD, CAT, MDA and GST were used for evaluating the degree of injury.

The elevation in S100b and NSE levels were statistically significant in GI and GI/R
when compared to GC and decrease in GM was statistically significant when compared to
GI/R. SOD, CAT, MDA were significantly lower in GM when compared to GI/R. GST
levels were comparable in GM and GI/R.

We believe that memantine administration may be protective against ischemia
reperfusion injury in global cerebral ischemia.

Keywords: Global cerebral ischemia, reperfusion, memantine
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