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OZET
B calismada sigan beyande  pemumbra benzer
iskemib kosullar olugtmrnlarak, defigik reperfiizyon
siireleri  sonunda bevin  dokusunda;  lipid
peroksidasyonu, organel membran stabilitesi ve teme!
antioksidan enzimler incelendi. Déney gruplorinda
lizozona! enzimferden katépsin L ve asid fostatazin,
stpernalan frafksivoniarindaki aktivitelerinin
ltzazamdan zengin fraksivoniarindaki aktivitelevive
pramlart ve tvabarbitiivik asid e reaksiyonda giren
madde degerleri sham grabu fle karsdagtirildifinda
wilgmds biv fark bultnamod), Superoksid dismusaez,
olutatven peroksidaz aktivitelert hemen tim deney
oruplarinda, sham grubuna gare istatistikse! olarak
azalmey bulundu (p= 003, Kateluz akuvitelert fse
tim  deney  gruplarinda sham grubuna  ovanla
vitkselmiy olarak belirlend! (p= 0U01), Sonue olarak,
pemumbral  iskemi-reperfizvon  sarect  bevin
dokusunda  liptd  peroksid  iceri@ ve  lizozemal
membran  stabilivesi  aciwindan  degigiklife  neden
almiazhen, anticksidan enzim akiivitelerinin biyiik
gogunludu  azalmakta, boviece doku serbest radikal
araeil hasara kargy divarls hale gelmehtediv
Anahtar  sizcikler.  Bevin
penumbve,  serbest  radifal
antioksidan enzim.

iskami-reperfiizyonu,
fizozamad  enzim,

SUMMARY

In this  ifnvestigation, peaumbra like  fschemic
conditions were established in vat brain. At the end af
various  reperfusion  periods  [lipid  perexidation,
arganelle membrane stability and major antioxidant
enzymes were evaluated. No statistically discernible
differences were found berween the experimental
groups and the sham aperated animals concerning
the Hoharbinirte acid reactive substance levels and
the activity raiios of supernatanl fraction o the
fysgwome enviched fraction for [vsosomel enzvmes
cathepsin L and acid phosphatase. Superoxide
disnutase und glutathione pevexidase activities were
decreased In almust all experimental groups in
comparison ta the sham group (p<0.03). Catalase
gotivities were observed as mereased compared (o
the sham sroup (p < 005. Gur date clearly
demonstrate that,  while  penumbral  ischemio-
veperfusion does not cause any change in lipid
peroxide content and lvsosomal membrane stability
in hrain tisswe, most of the antiovidani enzyme
capacity  diminishes  leading  the  tisine
vidnerable ta free radical indnced nfurics

Key wards: Brain (schemia-reperfusion, penumbra,
free radical, hsasomal enzvmes, antioxidani enzyvmes

more

Son villarda vaskiler hastabklann 6nlenmesi

konusunda farkl

gelismeler olmasina  kargm,
ctvolojilers bagh alarak ortava gikan global veya
lokal bevin iskemisi, halen énemli bir morbidite ve
.onalite nedenidir, Her iki iskemi tipinde de

iskeminin  derinligi, siiresi ve ardindan gelen

reperfitzyonun etkilerine bagh olarak beyin dokusu
nirenlardaki

iml mietabolik  degisikliklerden,

hitere  dliimiine kadar piden farkl derecelerde
hasara ugramaktadie. Serebral iskemi tedavisinde
amac; infarkta bagh olusan geri diniisimsie
nekroza ufiramuig ndronlan kurtarmakian ¢ok, bu
bilgenin vakin gevresinde yer alan, azalmis kan
akimll.

membran  potansivellenimn - ve  1yon

dengesinin korundugy, riskli  iskemik  bélge

seklinde tammianan penumbral 1skemik néronlar
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korumakur (1,2,3,4). Reaktif oksijen radikaller,
beyinde iskemi-reperflizyon siirecinde, &zellikle
postiskemnik reperfizyon diéneminde gelisen ve
birgok n@rolojik fonksiyon bozukluguna vol agan
hasarlardan birinei derecede sorumlu tutulmaktadir
(5,6,7,8,9). Reaktif oksijen radikalleri hiicre ve
organel membranlan dizeyinde lipid peroksidas-
yonu ve DNA yapisinda baz defisiklikleri ile hiicre
harabiyetine neden olmaktadir. Owellikle lizozom
membran stabilitesinin enzimatik lipoliz ve lipid
peroksidasyonu ile bozulmasinin, lizozomal hid-
rolitik ve proteolitik enzimlerin serbestlesmesine,
sitoplazmik aktivitelerinin artmasina ve dolayisiyla
hticre harabiyetinin hizlanmasina neden olduguna
iliskin

katepsinler wve

gorigler  bulunmaktadir, Bu  nedenle

asid fosfatar  gibi lizozomal
enzimlerin lizozom i¢i ve sitoplazmik konsant-
rasyonlarimin birbirlerine oranlan, hiicre it serbest
radikal akuvitesmin bir géstergesi olarak kabul
edilmektedir (10,11.12}, Bunun yamsira lipid
peroksilasyonunun  son  lirinlerinden  olan
aldehidlerin =~ we serbest oksijen radikallerinin
zararly etkilerini ortadan kaldiran  siiperoksid
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
ve katalaz (KAT} gibi antioksidan enzimlerin
aktivitelerindeki degisikliklerin saptanmass, doku-
daki iskemi-reperfiizyon hasar diizeyinin belirlen-

mesinde biyuk tnem tasimaktadir (13,14,15).

Farkli deneysel global veva fokal beyin iskemi

reperfliizvon modellerinde,  cesitli  antioksidan
enzimler ve radikal zincir reaksivon itiinlerinin
saptanmas: ile ilgili calismalar bulunmakiadir

(16,17). Bununla birlikte farmakolojik tedavi ile

kurtarilabilic alan olarak kabul edilen penumbra
bilgesinin hasarin: bivokimyasal vinden detayh
olarak deferlendiren ve beyin iskemi reperfiizvon

hasaninda lizozomal enzimlerin lizozom disma

stzma  orantanm  inceleven  bir  palismaya
rastlanmamaktadar,
Bu galismada, insana uvgun  model  olmas:

nedemiyle segilen sigan beyninde iskemi derinligi
SSEP  (somatosensoriel evoked potentials) ile
maonitorize edilerek, don damar okliizvonu ile, kisa
stireli beynin tiiminii kapsayan, global penumbral
iskemi  olusturulmass ve degisik  reperfiizyon
stirelert sonunda beyin dokusunda serbest oksijen
radikal etkilerininin, radikal zincir reaksivon
tirinlen (Tiyobarbitiirik asid ile reaksivona giren
maddeler ~“TBARS), katepsin L., asid fosfataz by
lizoromal envim aktivitelerinin stipernatan fraksi-
tizozomdan

yonlarimin, zengin

GEH-Px,

fraksivonlarma

oranlan,  ve  S0D, katalaz  gibi
antioksidan  enzimler araciligr ile incelenmesi
amaglanmisur,
GEREC ve YONTEM

Deney Modeli ve Gruplan

Deneysel islemler igin Sprague Dawley cinsi 45
adet erkek sigan (265430g) kullamldi ilk kez
Pulsinelli (18) taralimdan tanimlanan ve slgan
beyninde iskemi alusturmak (izere gelistirilen dért
modeli  S5FEp

damar okliizvon vardim  ile,

penumbra  benzeri  kosullar olusturmak  fizere
modifiye edildi (19).
Siganlara intraperitoneal Ketamine (25 mgke) ve

Acepromazine maleate {10 mg/kg) enjeksivonu ile
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anesteri uygulandit Her iki vertebral arter birine:
servikal vertebra diizeyinde koter ile yakild ve
icine  SSEP kayn  elektrodu

bevin dokusu

verlestirildi. 24 saat sonra siganlara tekrar anestezi
verilerek femoral artere kateter verlestirildi.
Areniel basing (Petas, lzmir, Turkey) ve kan
gazlan (MNova-Stat 9) izlendi. Viicut 1sis0 bir lamba
ile 37,5-38 °C da sabit twuldu. Her ikt artena
karotis komniinis izole edilerek vaskiiler klip ile
hazir  hale

kapanlmaya getirildi

S5EFR

[ Aesculap®
tempaorary  clip). monitarizasyony
(FSAQYA, Florence, Naly) alunda bilateral arteria
karotis. kommiinisin klip ile kapatilmas: yoluyla
iskemi gergeklestirildi. SSEP kavitlaninda N1-
Pldalga cékmesinin  izlenmesinden itibaren 10
dakika silrevle iskemi slirdiirdldi. Ardindan klipler
alimark 0 dak {(n=7), 20 dak (n=7), 60 dak (n=7),
240 dak (n=7) reperfiizyon saglandl. Beyinler 30-
A0 sn, iginde gikanhip sivi nitrojen  iginde
donduruldu, Sham grubu (n=7) siganlara vertebral
arter koterizasyonu wve arteria karotis kommunis
klip ile kapatilmas: disinda tiim ecerrahi islemler
uygulandi. S5EP kayitlan bir ¢n ¢alisma grubunda
(n=10) standardize edildi. Bu sicanlar 48 saat
sonunda  paraformaldehid, asetik asit, metanol
(1:1:8) kensimimin intrakardivak perfiizvanu ile
Bldiiriildii ve histopatolojik  inceleme amacivia
Kullamidi

Doku Hazrlid

Beyin dokulan sivi nitrojenden teker teker alinds.
Iskemiden farkl derecede etkilenme olasilifn olan

= farkl miktarlarda antioksidan cnem igérebilen

biflgelerin homojen bir kamnsimin elde etmek

amaciyla  kiigik  pargalara  aynlarak  iyice
kanstirildi. TBARS ditzeylerinin belirlenmesi igin,
yas agirlig 100 mg olan beyin dokulan, birer ml
150 mM hik potasyum klordr ¢ozeltisi iginde yan
otomatik  homojenizatér (B Braun) ile, 1500
devirde 30 sn, siireyle  homojenize  edildi,
Siipernatan fraksiyvon (3F) ve lizoromdan zengin
fraksivon (LZF) enzim aktivitelerinin belirlenmest
igin yapilan doku hamrhi@inda; var otomatik
hompjenizatér kullanilarak hiicre  organellerinin
mekanik pargalanmasina olanak vermeden yavas
harcketlerle  sukroz Tris-HC1 tampon (pH 7.4)

icinde %10 doku homojenat  hazirlands,

Homojenatlar 1000 g'de 5 dak. +—4"C'de

santrifiijlendi. Hicre debrisini igeren  pelletler
atilarak, stipernataniar bu kez 10.000 g'de 20 dak,
sanmifiijlend:. Elde edilen sfipematanlar daha sonra
kalepsin . wve asid fosfataz aktivite tayinler
yapilmak fizere -70°C'ye kaldmildi, Her &rmegin
pelleting % 0.5 Triton X 100 igeren sofuk sukroz
tampon ilave edildi, 10 sn. vortekslendi ve buz
icinde 60 sn. sonike edildi. Daha sonra tipler buz
bekletildi.

eksiraksivon islemi ile lizowomal membranlarin

iginde: bir saat Yamlan  sofuk

olabildigince  pargalanmas ve  lizozomal

enzimlerin lizozromdan zengin fraksivon icinde en
miktarda  serbest  halde

fazla bulunmasi

amaglanmistir, Bu islemden sonra da lizozomdan
ve casid  Tosfataz

S70°C7 ye

zengin [raksivon katepsin L
aktivite tayinleri

kaldirilda.

vaptlmak Ozere

Antoksidan  enzim  diizeylerinin
belirlenmesi igin yapilan doku hazelifinda; yas

agirhig 250 mg olan beyin  dokulan  50mM
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—

potasyum  fosfat tampon (pH 7.4) ile vikands.
Dokulanm tizerine 8 kat hacimde avm tampondan
ilave edilerck yan otomatik homojenizatorde buz
doku

igmde 1500 devirde 15 sn. siire  le

homojenizasvonu edilen

vamldi Clde
homojenatlar ultrasonik homojenizatér ile 4% de
30 sn, pargalandikian sonra sitozolik fraksiyonlan
elde etmek amacivla ultrasantrifuj kullansiarak
iCentrikon 11R80) +4°C'de 100.000g'de &0 dak.

santrifiijlendi. Doku protein diizevi her fraksivonda

ayrr gy belirlendi,

TBARS Diizevinin Belirlenmesi

TBARS dizeyinin helirlenmesinde Uchiama ve
Mihara (20) mn spekirofotometrik vonteminden
vararlamildl,  Tiyobarbitiirik asid ile reaksivona
giren maddelerin olusturdugu pembe kromojen n-
butonal ile organik faza gekitlendi. Kromojen 535
nm  dalga

bovunda  degerlendirildi.  1.1.3.3-

tetraploksipropan standart  olarak  kullamldh.

sonuglar nmaolimg protem olarak venldi

Katepsin L Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Katepsin L enzim  akiivitesi Shuja (21 mn
modifive Barret (22) véntemi ile belirlenmistir,
Ornekteki katepsin | enzimi, sentetik bir peptid
olan benzoil-fenilalanin-arginin-4-metaksi-2-
naftilamid (Z-Phe-Arg-MNA) substrann - 37°C de
pH 3.5 de hidrolize eder. Ortayva ¢ikan aming asid
kalmtilarimn - Fast Blue B (D-dianisidine -
tetratotived) ile olusturdugu pembe renzin siddeti
520 nm’de spekirofolometrik olarak
deZerlendirildi. Ornekicki katepsin L aktivitesi

bulunan absorbuns ile dogru orantihdir, Metilnaftil

amid  (MNA)  cézeltisinin 20-100  nmaolim]

Konsantrasvorlan  standart  olarak kullamilds,
Omekierin aktiviteler dakikada hidrolize olan
cmsinden  sobstra

nanormol (nmol/dk)  olarak

helirlendi, Doku protein miktarlan  saptanarak
katepsin L spesifik aktivitelen nmol/dk/mg protein

olarak ifade edildi,

Asid Fosfataz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Asid  fosfotaz  aktivitess  Hillman (230
spekirofotometrik véntemi esasina gdre DACOS
XL otoanalizird kullamlarak belirlendi. Sonuoglar

U'mg protein olarak ifade edildi

Superoksid Dismutaz (SOD) Enzim
Aktivitesinin Belirlenmesi

500 aktivitesini belirlemek  amaciyla ik kez
Beauchamp wve Fridovich (24) tarafindan
mmlanan ve Sun (25)'m gelistirdigi indirckl
inhibisvon yonleminin modifikasyonu kullaniidi.
Yontemde superoksid  akis elde atmek  icin

ksantin-ksantin - oksidaz  reaksivonu  kullamldi,

Nitroblug  tetrazolium  (NBT)'un  superoksid
radikali O, tarafindan indirgenerek mavi formazon
alusumu 360 amde spekrofotometrik  olarak
belirlendi.  Omekteki SOD, indikator NBT ile
superoksid radikali arasmdaki reaksivon hizim
engellemek igin, O, ile varsa girmektedic. Ru
erigellemenin ylizdesi aktivilenin mikian ile dogru
orantilidie. Inhibisyon  vilzdesi asagidaki  ibi
hesaplanir:

Yalnhihisvon =A (kér)-A (drnek) X100

Atkary
Standart  olarak

siir Rardciferi Cu-Zn 30D
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kullamlan véntemde sonuglar U/mg sitazol protein

olarak belirlends,

Katalaz (KAT) Enzim Aktivitesinin
Belirlenmesi

Katalaz aktivitest, Goth (26)"1n hidrojen peroksidin
amonyum  molibdat  ile  olusturdugu stabil
sompleksin spekirofolometrik degerlendirilmesine
dayanan yontemi ile 8lglildil.  Sigir karaciger
katalaz) standart olarak kullamildi Sonuglar Uimg

sttozol protein olarak verildi,

Gulutatyon  Peroksidaz  (GSI-Px) Enzim
Aktivitesinin Belirlenmesi

GSH-Px aktivitesi Paglia (27)'min y@ntemi ile
belirlendi. Yontem, reditkte glutatyonun {GSH)
endojen glutatyon peroksidaz katalizi ile okside
slutatyona  (GSSG)  oksidasyonu  ve redukte
slutayonur eksojen glutatyon reduktaz (GR) ile
rejenerasvonu  esasina  davanmakiadir,  Standart
olarak sigir karaciger GSH-Px kullamldi. Sonuglar

mU/mg sitozol protein olarak belirlendi.

Protein Diizeyinin Belirlenmesi

Dokudaki protein konsanrasyonlann belirfemek

amacivla Lowry (28) yiinteminden vararlamilds
Standart olarak bovine serwm albumin (BSA) 10-

100 pglm| kensantrasyonlarda kullanilde.

Istatistiksel analiz

Gruplar arasindaki farklar ANOVA ile analiz
edildi. Ardindan anlaml bulunan farklara Mann
Whitniev-L] testi uygulands.

BULGULAR

Penumbral iskemivi izleyen 0 dak, 20 dak, 60 dak.
240  dak. reperflizyon gruplanmn  TBARS
degerlerinde. sham grubununki ile karsilagunl-
difinda istatistiksel olarak anlamb bir farklilik
hulunamazken, sadece 60 dak reperflizyon
grubunun  TBARS degerleri 0 dak reperfiizyon
grubuna aranla yiikselmis olarak bulundu (p=0.05}
(Tablo 1). Benzer sckilde, katepsin L ve asid
fosfataz aktivitelerinin supernatan fraksiyonlannin
lizozomdan zengin fraksiyona oram (SE/LZY)
agisindan, penumbral iskemiyi izleyen tim reper-
fiizyon gruplar, sham grubu ile karsilastinldiginda

anlamli bir farka rasttanmad (Tablo 1)

Table I: Penumbral iskemide sigan beyin dokusunda katepsin L (KL} ve asid fosfaazim (AF) sipernatan
fraksivonlarinin, lizozomdan wengin fraksivonlara oranlar (SF/LZF) ve tiyobarhitiirik asid ile reaksiyona giren

maddelerin { TRARS) miktarlan,

SIVLAT (KL}

SF/LEF (AF)

{TBARS) (nmal/mg protein) {Art O+
5.5)

ISKEMI Penumbral Iskemt  Penumbral Iskemi Penumbral Tskem
REPERFUZYON
0 dak. (n=T) 127 +0.12 132 £0.14 085840122
20 dak. (n=T) 138 £ 0022 L5000 0.995+0.138
&l dak, (n=T7) 141 =019 1280018 1133 =0.140
240 dak.. (=T} 139021 1.005 £ 006 0.991 £ 0.097
Shamin=7) 1.34 + Q.16 113 £0.08 0.990:+ 0. 146
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Antioksidan  enzimlerden dizmutaz

superoksid
aktiviteleri, penumbral iskeminin tim reperfiizyon
gruplarinda sham grubuna oranla anlamh diizeyde
diisitk bulundu (p < 0.05). (Tablo 1I). Glutatvon
peroksidaz aktiviteleri ise penumbral iskeminin 0
dak. reperfilzyon grubu disindaki tiim reperiiizvon
gruplavinda  sham grubununki ile  karsilastin-
digimda azalmis olarak bulundu, (p < 0.05) (Tablo
). Penumbral iskemi reperfiizyon gruplan katalaz
aktiviteleri  agisindan  sham grubu e
karsilagunldiginda ise, antamli diizeylerde vilksek

bulundu. (p <0.05) (Tablo 113,

SSEP  kayilannm  incelenmesi  sonucunda

iskeminin baslangier olarak  kabul edilen Ni-

Pldalga  wyiiksekliklerindeki  ®450°1ik  awalma.

penurmbral iskemide %30'a kadar ditstis, ™l-

Pldalga wikseklikleri 240 dak. repetfilzyvon

uygulanan  hayvanlarda  yeniden  preiskemik
deferlerin %90"na ulast. Histopatolojik olarak
penumbral iskemi uyzulanan rat bevin kesitlerinin,
enzin ardimdan ik

hemotoksilen boyasinin

mikroskobu ile yapilan nistepatolojik
incelemesinde (x40); iskemive en duyarlt olan
hipokampils CAl hélgesinde normal néironlanm
vamsira, baz nironlarda biiziilmiis sitoplazma ve
nukleus. kovu kirmizi boyanan sitoplazma ve
kayboalmug niikleolus seklinde 1skemtk
degisiklikier gizlendi, Iskemive daha az duyarl
olan hipokampiis CA2 wve CA3 bilgelerinde
normal ndronlar arasinda gok az sayida iskemik
hiicre  degigiklikleri iceren néronlar belirlendi.
Deneysel islem sirasmda arterivel kan basmner ve

viicut 1sis1 degismedi,

Tabla IT: Penumbral iskemide sigan beyin dokusunda siiperoksid dismuitaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-

Px) ve katalaz (KAT) aktivite diizeyleri

(SO0 (Uimg protein)
(AL OrS5)

{GSH-Px) (mUimg
protein) {Art, Ori455)

{KAT) (U/mg protein)
(ArLO+ESS)

1SKEM|
REPERFUZYON

Penumbral Tskemi

Penumbral [skemi Penumbral 1skemi

th dak. (n=T) 312 =038 D52+ 88 375104
20 dak. (n=7) 3422072 79.6 £ 7.0° 381 +0.52
60 dak. (n=7) 272 £ (.68 TUS+ 10.03 3R 4028
240 dak.. (n=7) 294 + 048 3.0+ 102° 360+ 0251
Sham(n=7} 4.55 =59 1069+ 137 230+203]
pE0.0] sham grubu ile karsilasunldizinda

Pp<0.05  sham prubu ile karsitastirildigmda
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TARTISMA
Bu calismada penumbral igkemiyi izleyen defisik
reperfiizyon sirelerinde TBARS degerlerinin sham
grubununkine oranla degismedigi gozlendl. Sadece
60 dak, reperfiizyon grubu degerleri, 0 dak.
reperfiizyon grubu, bir bagka deyisle salt iskemi
grubu degereri ile karsilagunldifinda anlamh
olarak yiikselmis bulundu. Benzer ihml deneysel
sigan iskemi modelierinde White (29) ve Harokova
20} TBARS degerlerinde iskemi sirasinda
meydana gelen azalmayi reperfiizyon ile ortaya
cikan bir vilksekligin izledigini belirlemislerdir,
lschi (313, Mrsuljia (32), Krause (33), gerhil
beyninde iskemi ile TBARS degerlerinin sabit

kalirken, reperfiizvon ile artigim gostermiglerdir.

Calismamizda penumbral iskemi ve  izleyen

reperfiizyon stireglerinde supernatan fraksiyonunda

bulunan  lizozomal  enzim  aktivitelennin,
lizozomdan  zengin  fraksivondaks  akuovitelere
oranlarinin degismedigi belirlenmistir.

Muolchanova (11} ve Ichiara (10) sigan kalbi ve

karacigeri {zerinde  vapuklan  galigmalarda

supernatan  fraksivonundaki  asid  fosfataz  ve
katepsin D) aktivitelerinin iskemi siiresi uzadikca
ve reperflizyon stirect iginde, lizozomdan zengin
fraksivona oranla arth@im belirlemigler, bunun da
lizozomal

membean hasarmn bir

gistergesi

oldugunu éne siirmiislerdir.

Organizmada iskemi sirasinda hilere  diizeyinde

solunum Ve oksidanf fosforilasyon

kenetlenmesinin  bozulmasinmm  ardindan dokada

cnerji potansivelinin azaldify bilinmekiedir. Daha

sonra, lipidden zengin  membranda  1yon

Kanallarmin  fonksivon  girememesi, enzimatik
lipaliz, periferal proteinlerin kayb ve reseptirlerde
degisiklikler Driaya pikmaktadu {34,
Reperfizyonda ise superoksid radikallerinin agin
yapimi ile liptd peroksidasyonunun ve TRARS gibi
toksik peroksidasyen rinlerinin birkmest sonucu
membranlardaki

hicresel hasarm  daha da

lerlemes:  sdz  konusudur  {35).  Iskemi  ve

reperfizyonda hilcre membranlarinda ortaya gikan
bu degisiklikier daha ok iskeminin derinlifi ve
sliresi ile  iligkili olarak, membrandaki iyon
kanallanmin dolaysivia hilere igi ve disi ivon
dengesinin  bozuldugu geri diniisiimsiiz  hasar

durumunda Penumbral

mevdana  gelmektedir,
iskemi defisik yazarlar tarafindan spontan wve
uyarilmis elektriksel potansiyellerinin olmadigl
ancak membran potansiyellerinin, ivon dengesinin
ve enerji metabolizmasinin korundugy, kritik kan
akimm olan, tedavi ile kurtarlabilic tskemik bdlge

olarak tammlanmaktadir.

Calismamizda TBARS degeclerinin ve lizozomal

engim. aktivitelenmin - STVLEF  (supemalan

fraksivon/lizozomdan zengin fraksivom)

oranlanimin penumbral  iskemide ve izleyen

reperflizyon siirelerinde genel olarak anlamli bir
deftisiklik gfstermemest, penumbra benzeri iskemi
modehmizde hilcre membranlannda sadece 60 dak.
reperfieyvonda minimal bir lipid peoksidasyonu
oldufiuny,  leozomal

membran  bitttinlitgiindn

kKorundugunu lizoeomal

dolayisiyla enzimlerin

lizozomlar iginde glivenli bir ekilde wilarak ilern
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hilere il proteolizin engellendigi

oriavi

Lovmaktadr,

Beyin iskemi reperfizyonu ile sisiemn proteaz risi
katepsinlerin iliskisini inceleven ¢ok az sayida
calisma yapilmistir, Nitator (36) katepsin B, H ve
L mun Slimiine

postiskemik  programl  hijere

katldiklanm  fne  sliemislerdir.  Benzer  bir
galistmada katepsin B ve L'nin postiskemik CAl
nironlarinda hilere  proteinlerini viktiklar
posterilmigtic (37). Hara (38), sistem proteaz
shibitorlerinin - iskemik  néronal  dokudaki
fonksiyonel diizelmeyi programl hiicre aliimi ile
enzimlerin - blokaji

iliskili  olan voluyla

sagladikiarm: belirtmistir.

Serebral iskemi ve reperfiizyon hasarinda, cogu
hiicre iginden kaynaklanan serbest radikallerin rol
oynadigr kabul edilmektedir (3%). Bu nedenle
birineil antioksidan savunma sistemini olusturan
superoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz  ve
katalaz  gibi  antioksidan enzimlerin  iskemi
repertiizyon hasarina ugramis dokudaki diizeyleri
dokunun hasardan etkilenme derecesini belirleven
en dnemli- parametrelerdir. Avrica bu enzimlerin
aktivite degisiklikleri oksidatif stress postergesi
olarak  kabul  edilmektedir,  Calismamizda
penumbral iskemi ve reperfiizvon siirecinde SOD
ve GSH-Px akivitelerinin azalmas: 1hmh iskemi

olarak kabul edilen penumbral iskemide de serbest

radikal  olusumunun  gercekle stgini  ortava
kovmakiadir,
Gesitli iskemi  modelleri  kullansiarak yapilan

galismalarda, SOD ve GSH-Px  aktivitelennde

artma. azalma veva degismeme seklinde sonuclara
rastlanmaktadir (13,15,16,40,41). Chan (42) sigan
beyninde  uygulanan  dekapitasyon  iskemi
modelinde, 30 ve 60 dak. iskemi sonrasinda SOD
ve GEH-Px aktivitelerinin %637 ve %6357 aranlarinda
artuklarine - ghstermisti,. Mrsuliia  (32) ve
Stanimirovic (40) ayvn avr yaptiklan galismalarda
gerbil beyninde 15 dakikalk bilateral a. karotis
ligasyonunun  ardindan  SOD  aktivitelerinin
azaldiging  bildirmislerdir.  Immunohistokimyasal
bir galismada bir saatlik a. serebri  media
okllizyonu ardindan iskemik penumbrada CuZn-
50D immunoreaktivitesinin azaldigt gtisterilmistir

(43).

Sonuglardaki bu farkliliklar olasilikla kullamlan
serebral iskemi modellerinin  farkhlidgindan  ve
biyolojik dokularda antioksidan enzim aktivite
dlgiimilerinin

glgliigiinden  kaynaklanmaktadir.

Cahsmamizda  Pulsinelli (18) tarafindan
tanimlanan dért damar oklilzvon modeli SSEP
monitorizasyonu ile klinikte bircok ithmi iskemik
durumun iyi bir @megi olan penumbra benzeri
edilds,

Serebre| kan akimi 12m1/100gr/dak. oldugu zaman

kosullant  olugturmak  fizére  modifiye

penumbral iskemi olarak kabul edildi. Bu durumda
SSEP dalga yitkseklikleri preiskemik dederlerin
¥a30'une diistll. Ancak 60 ve 240 dak. reperfitzyon
ile hemen hemen normal degerlere yaklast, Bu
calismada  SSEP

monttorizasyonu,  standar,

lekrarlanabilir  bir  penumbral  iskemi  model;
olusturmak tizere giivenle kulanildi. Ayrica SOD
enzim aktivitelerinin belirlenmesi sirasinda Sun

(25 dlglim yiintemi modifiye edilerek, her
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grnek igin Senek  kir kullamm ile,  dokudan
kavnaklanabilecek ve sonuglarda degigiklige vol
acabilecek spontan oksidasyonun interferansiin

engellenmesi saglandr,

Iskerni  wve reperfievon  ile SO,  GSH-Px

aktivitelerinde ortaya  rkan  azalmaya  Rargin
katulaz aktivitelerinde artig belirlenmigtic.. Mirshra
{14} domuz beymnde 60 dak Ik hipoksivi takiben
olusuturulan 30 dak’lik normokside ve sham grubu
hayvanlar arasinda katalaz aktiviteleri agisindan
anlamby bir farka rastlanmanustr, 200 dak’ltk sigan
beyin iskemizini izleyen 10 dak 'IK reperfiizyon
calismasinda ise konwol ve demey prubu sigan
bevinlerinde hig katalaz aktivitelerine
rastlanmamstic,. By durnm  olasilikla  Ragalasn
cogunlugunun i¢inde bulundugu peroksizomlarin
homojenizasyon  islemi  sirasinda veterinee
pargalanmamasindan veya beyindeki diltzevi ¢ok

diisik olan katalazn

dlctimi igin kullanilan

viintemin cok duyarly almamasindan

kaynaklanmaktader (24,
Stamimravic (407 bevin iskemi-reperfilzyvonundaki

antioksidan enzim aktivite stimulssyonunu gegicl

syhsirat induksivonu seklinde agiklamaktachr, Bu
airlis  katalaz ile ilgili senuglarmiz Kismen
aciklayabilmektedir, Penumbral iskemide hiiere
icinde olusan ‘serhest radikaller peroksizomlar
icinde korunan katalamn {ig boyutly yapsmi
etkileyecek  kadar  yofun  olmamakta  ancak
sitozalde vlusan ve goguniugu GS1-Px tarafindan
etkisiz hale getirilen hidrojen peroksidin az bir
miklan peroksizomlara sizarak enzim vapisinda
degisiklik olusturup. enzimin substrat molekuliine

olan ilgisini arttinyor olabilir,

Sonug  olarak;  penumbral  bevin  iskeru-

reperfiizyonu  siirecinde  ortaya  gikan  serbest
okstjen radikallen intraseliiler antioksidan enzimler
tarafindan etkisiz hale getirilirken bu enzimlerin
dnemli hir ks kutlanibnakta, biylece hilere
plazma  ve organel membranlarinda  hpid
peraksidusyonu engellenicken membran biitinligi
korunmiaktadir, Bu nedenle polietilen  glikolle
konjuge edilmis veya lipozom iginde vernlen 30D
tedavis: penumbral iskemide azalan antioksidan
enzimlerin yerine ctkili hir replasman tedavisi

olarak uygulanabilecedi kanisindayie,
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