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1. GIRIS

Zamanimizin en ¢6énemli problemlerinden biri haline gelmis olan kafa
travmalar, éldurtcd, sakat birakici, uzun siire tedavi ve bakim gerektiren
bir patolojidir'. Travma sonras! normal fizyolojisi bozulan beyinde olusan
oksidatif metabolitlerin ortamdan uzaklastiriimasi, otoregiilasyonun da
bozulmasi nedeniyle glgclesmektedir. Ayrica, beynin oksidatif streslere
kargi savunma mekanizmasinin diger organiara gére daha az oldugu
bilinmektedir’. Bu nedenle beynin antioksidan mekanizmalarinin
desteklenmesi gerekmektedir. Travmaya maruz kalan beyin, oksidanlara
bagl olusan ikincil hasardan korundugu oranda normal fizyolojisine
donebilir’.

Intravenéz anestezik bir ajan olan propofoliin lipid peroksidasyonunu
&nleyerek beyni iskemik hasardan korudugu belirtimektedir®.
Hematopoetik bir hormon olan ve anemi tedavisinde kullanilan
eritropoetinin, beyin koruyucu o&zelliklerinin olduju son zamanlarda

yapilan ¢alismalarda bildiriimektedir *.

Bu caligmada, ratlarda olusturulan kafa travmasinda propofol ve
eritropoetinin  antioksidan enzimlerden katalaz (CAT) ve siiperoksit
dizmutaz (SOD) aktivitesi, oksidan bir enzim olan ksantin oksidaz (XO)
aktivitesi, membran lipid peroksidasyonunun son urtini olan malon
dialdehit (MDA) duzeyi ve nitrik oksit (NO) dizeyi Gzerine etkilerini

arastirmayi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. KAFA TRAVMASI

Arag i¢ci ve disi trafik kazalarina bagl kafa travmasi, hem bat
Ulkelerinde hem de tlkemizde gocuk ve geng yetiskinlerin &lamlerinin

en dnemli nedenini olusturmaktadir.

Beyin travmaya maruz kaldiginda bir ¢ok degisiklik meydan gelebilir
(kommosyo serebri, epidural hematom, subdural hematom,
intraserebral hematom v.b.) fakat bir gogunda kiigiik serebral arterler
refleks olarak genigler ve intrakapiller basing artar. Bu durum devam
edince venlillerdeki basingta artacagindan arteriyel kapiller agdan kan
plazmasi intersellller ve perivaskller mesafeye sizar. Ayni zamanda
doku sivisinin absorbsiyonuda azalir. Batiin bunlarin sonucunda beyin
dokusunda édem gelismesiyle, beynin hacmi artar. Kafatasinin hacmi
sabit oldugundan intrakraniyal basingta artma olur. Intrkraniyal basing
artmasl, nabiz sayisinin yavaslamasi, arteriyel basincin artmasi ile
klinik olarak kendini belli eder. Basing daha arttl.gmda ise solunumun

normal ritmi bozulur ve giderek diizensizleserek apne gelisir."



21.1. DARBE SIRASINDA KAFA TRAVMASININ SIDDETINE
KATKIDA BULUNABILECEK FAKTORLER:

1- Darbenin Kafadaki Etkileri: Skalp, kafatasi ile yaralayici cisim
arasinda ezildigi icin o&zellikle darbenin oldugu alanda skalp
laserasyonuna daha ¢ok rastlanir. Travma kafatasinin tolerans sinirini
asarsa kafatasi frakturleri ortaya ¢ikar. Darbe alani sinirh bir alanda
kalirsa buyUk olasilikla depresyon fraktiirii meydana gelir. Darbe genis
bir alani kapsiyor ve kafatasinin distorsiyonu séz konusu ise lineer
fraktir olusma ihtimali daha fazladir. Tim kafatasi deforme oldugu

zaman lineer frakturler, kafatasi kaidesine kadar uzanir'.

2- intrakraniyal Basing Dalgalar: Kafa travmasi, ister kunt ister
penetran olsun darbe aninda intrakraniyal basing, 10-50 milisaniye gibi
¢ok kisa bir siire iginde 1000-4000 mm Hg'ya ulagabilir. Yaklasik 1000
mm Hg dlzeyinde; gegici suur kaybi, arteriyel basingta orta derecede
yukselme, EEG’de kisa sureli bir supresyon ve bir anlik apne gézlenir.
1000-2000 mm Hg arasindaki basingta; uzamig biling kaybi, arteriyel
basincin ¢ok yikselmesi, EEG aktivitesinin uzun sireli kayb! séz

konusuyken apne siirekli olma egilimindedir’.

3- Akselerasyon Ve Deselerasyonun Etkileri: Akselerasyon beynin,
kafa travmasi sirasinda kafatas! igindeki hareketidir. Deselarasyon ise
travma esnasinda hareket eden beynin eski yerine dénme hareketidir.
Akselerasyon ve deselerasyonun beyindeki baslica etkileri Gg tip
yaralanma ile sonuglanir. Bunlar; diffiz aksonal yaralanma, polar
yaralanmalar ve képri venlerinin kopmasidir (bu durum en sik
maksimal beyin hareketinin mimkiin oldugu serebral atrofili hastalarda

meydana gelir) 3.

4- Travmatik Subaraknoid Kanama: Kafa travmali hastada hemen

her zaman gériliir ve kendisini; bas agrisi, ense sertligi, irritabilite gibi

bulgularla gosterir'->®.



2.1.2. KRANiYO-SEREBRAL TRAVMALAR

1-Skalp yaralanmalari

2-Kranyum frakturleri

3-Kafa i¢i hasarlanmalar

a-Kommosyo serebri

b-Kontlizyon ve laserasyon

c-Epidural hematom

d-Subdural hematom

e-Intraserbral hematom

f-Beyin 6demi

4-Kranyumun penetran yaralanmalari

5-Enfeksiyon

6-Sik gorilmeyen yaralanmalar

a-Arter yaralanmalari
b-Travmatik anevrizmalar
c-Travmatik kortiko kavernéz fistil
d-Serebrospinal sivi fistilleri
e-Pnématosel
f-Leptomeningeal kist

Kafa travmalarinin yukaridakine benzer bir ¢ok siniflamasi

bulunmaktadir'. Deneysel calismamizla iliskisi olan konulara daha

yakindan bakacak olursak.

2.1.2.1. SKALP YARALANMALARI

Kint travmalarda ezilme ve siyriima seklinde yaralanma olabilecegi gibi
siddetli travmalarda pargalanma ve hatta kranyum Gzerinden tamamen
styriima seklinde ciddi yaralanmalar olabilir. En sik goérilen skalp

yaralanmasi laserasyon veya avuzyon seklinde olmaktadir’.



2.1.2.2. KRANYUM FRAKTURLERI

Kafatas! frakttrleri lineer, kommunike veya depresyon fraktirleri
seklinde olabilir. Frakturlerin; Ustlinde uzanan bir laserasyonun
varliina veya frakturlerin paranasal sinlslere yada orta kulaga

uzanisina goére, agik veya kapal fraktlrler olarak daha ileri bir

siniflamasi yaptlabilir'®.

2.1.2.3. KAFA ICi HASARLANMALAR

1- Kommosyo Serebri: Travmadan hemen sonra kisa bir sire igin
suur kaybiyla karakterize klinik {abloya kommosyo serebri denir. Bu,
beyinde patolojik bir degisiklik olmadan, fizyopatolojik olarak beyin
sapindaki uyanikilk durumunu idare eden retikiler formasyonun
reversibl fonksiyon bozuklugu ile aciklanmaktadir'”.

2- Kontiizyon ve Laserasyon: Serebral kontiizyon ile laserasyon
deyimleri arasinda kesin bir sinir olmasa da, kontiizyon denilince;
beyinde, siyriklar ve eziklerin yaygin olarak bulundugu anlasilir. Doku
ve vaskiler sistem yirtiimamigtir. Fakat kapiller staz olusmus BOS
emilimi azalmis ve 6dem meydana gelmistir. Yer yer petesiyel
kanamalar gorilebilir. Laserasyonda ise olay daha lokalize ve daha
ciddidir. Damarlar yirtilmis ve beyin dokusunun batunlugi bozulmustur.
Beyin laserasyonunda sinir dokusu lezyonu geri dénlisimstzdir ve
hemen daima glial bag dokusu olusumu ile iyilesir"**.

3- Epidural Hematom: Epidural hematomlar genellikle diistk hizli kint
travmalara baglidir. Duramaterin dis ylzeyi ile kafatasinin i¢ ylzeyi
arasindaki kanama hemen her zaman lokalize kafatas! kirigindan
sonradir. Epidural hematomda hastalarin travma sonrasi bilincini
tamamen kaybetmeyen kisa sireli komaya giren ve toparlanan veya
hasardan sonra devam eden komaté6z halleri olur. Epidural hematomun
yarisindan fazlasi serebral hemisferin konveksitesinde arteriya
meningea media ve dallarinin besledigi boélgelerde goérilar. Bunlar

kafatasi kiriklarinda en g¢ok yaralanan ve kanamanin kaynag! olan



damarlardir. Su hatirlanmalidir ki epidural hematomun %10’u frontal
bélgede veya posteriyor fossada ortaya ¢ikar. Posteriyor fossadaki
hematomlar ¢ok 6nemlidir, ¢tnkll hematom olugumunun g¢ok ileri
evrelerine kadar hasta bilingli kalabilir ve sonra kendiliginden bilincini
kaybeder, apneik olur ve birkag dakika iginde &lir. Muhtemeldir ki
posterior fossadaki epidural kanamalarin ¢odu supratentorial alana
yayilir ve transvers sinlise bosalan duraya basi yaparak bosalmasina
engel olur, béylece zor bir kanama odagi olusturur. Butin vakalardaki
hematomun kati pihtilagmis kandan olugmasi kraniotomiyi gerekli kilar.
Hematomun klinik tablosu klasik olarak; kisa sireli bir suur kaybi
periyodu, bunu takiben bir lusid interval ve daha sonra suur kaybi ile
fokal bulgularin ortaya ¢ikmasidir. En erken bulgular, ipsilateral pupilin
dilate olmaya baslamasi, bunu takiben internal ve eksternal okilomotor
sinir paralizisi ve suur diizeyindeki hizli bozulmadir'58.

4- Subdural Hematom: Subdural hematom, kanin dura mater ile
araknoid membran arasindaki subdural mesafede toplanmasidir.
Subdural hematomlarin bilyik cogunlugu venéz orjinlidir’->®.

Akut subdural hematomlar, kural olarak bir post travmatiktir ve beynin
hareketi ile baglantili lezyonlardir. Duranin i¢ ylzeyi ile beynin ylzeyi
arasinda bir képri yapan bir venin riptirii veya beynin ylzeyindeki
ktgik bir arterin ruptlra ile olusabilir, bunlar kafatasi kiriginin
varliginda sik¢a gorilmelerine ragmen kink yeri subdural hematomun
kars! tarafinda olabilir. Beyinde hemorajinin en sik kaynagi, genellikle
patlamaya hazir lob olarak adlandirilan temporal lobun temporal
polintin laserasyonu olabilir’:>.

a- Akut Subdural Hematom: Akut subdural hematomlu bir hastanin
hikayesi epidural hematomdan farksizdir.Bu hematomlarin geligimi
daha hizlidir, gogu vakada biytik koprii venlerinden biri agiimistir®.
Post travmatik orta hat kaymasina, genellikle akut subdural hematom
neden olur ki bunun nedeni hematomun kitle etkisi mi yoksa travma ile

orta hattin kaymasi mi oldugu bilinmemektedir'>"2,



b- Kronik Subdural Hematom: Kronik subdural hematom biraz daha
farklidir. Ana olarak yashlarda, genglerde ve primer beyin atrofisi
olanlarda gérilur ve haftalar icinde geligir, hematom sivi kan ile
doludur. Bazi vakalar birkag hafta 6ncesinde hafif kafa travmasi dykusi
verir ancak, vakalarin dnemli bir blim travmayi hatirlamayabilir'->®.

5- intraserebral Hematom: Kafa travmast sonrasi beyin dokusu iginde
5 mm capina kadar olan kanamalar petesial veya punktat lezyonlar
olarak tanimlanirken bundan biyik lezyonlar intraserebral hematom
olarak kabul edilir. Biyiik intraserebral hematomlar, beynin frontal ve
temporal bolgelerinde bulunur. Intraserebral hematomlar, kursun
yaralanmalari, perfore yaralanmalar ve depresyon fraktirleri gibi
darbenin, kafanin nispeten kigtk bir bolgesine isabet ettigi vakalarda
goérulur . Uzun sireli antikoagtlan tedavi alan hastalarda gok kugilk
kafa travmasindan sonra bile ¢ok ciddi intraserebral hematom

gelisebilir' >,

2.1.3. BEYIN ODEMI

Akut kafa travmasi serebrovaskiler dolagimdaki otoregilasyonu
bozarak lokal ya da bélgesel bir édem gelismesine yol acar. Beyin
ddeminin bir ¢ok fizyopatolojik tanimlamalari yapiimistir: vazojenik ve

101 interstisyel 6dem'’, osmotik

sitotoksik &dem?®, hidrostatik 6dem
¢dem'". Burada kan beyin bariyerini yakindan incelemek

gerekmektedir.

2.1.3.1. KAN-BEYIN BARIYERI (KBB) FiZYOLOJiSi

KBB, beynin ekstraseliller ortaminin siki bir sekilde dizenli olmasini
saglayan sistemdir. Néronlarin elektrofizyolojik- glglerini
surdurebilmeleri igin elektrolit dengesinin sabit tutulmasi gerekmektedir.
Beynin 6zel yapidaki endoteli iyon tranportunu ve beyin fonksiyoniari
icin gerekli metabolitlerin iki yonlii hareketini ydnetme yetenegine
sahiptir. Dolagimla beyin dokusu arasindaki iyon, metabolik maddeler
ve sivi degisimi esas olarak kapillerler boyunca yapiimaktadir. Az



miktarda kigik venuller ve arterioller duzeyinde de olabilir'®,
Mikrovaskiler KBB'nin ultrastriiktlirel yapisi incelendiginde endotel
hiicreler pentalaminar siki badlantilar, devamli kapiller bazal membran,
endotelial hiicrelerin mikropinositik aktivitelerinin kisithligi, endotel
hacrelerinin bol miktarda mitokondria icermeleri, endotel hiicrelerinde
fenestrasyonlarin olmamasi, kapiller bazal membranlarin astroglial
uzantilarla siki sekilde desteklenmis oldugu gézlenmektedir'®. Ayrica
endotel hicreleri icindeki vezikil sayisi diger hiicrelere gére dusuktir.
Serebrovaskuler endotelin gegirgenliginin ¢ok dustk oldugunu gésteren
en 6nemli ézellik hicreler arasi siki baglanti ve vezikidl sayisinin az
olmasidir. Beyin kapiller endotel membrani yarn gegirgen bir lipid
membran olarak islev gérir, béylece yagda eriyen molekillerin ve Oa,
CO; gibi gazlarin gegisine izin verir. Buna karsin polar maddeler ve
biyluk maddeler gegemezler. Maddelerin beyine pasif diftizyonla gegisi;
maddelerin molekiler boyutlari, elektrik yukleri, yagda eriyebilme gibi
kimyasal 6zelliklerine baghdir. Bir maddenin yagda eriyebilir olmasi
onun KBB’inden gecmesini saglayan en 6nemli kimyasal 6zelligidir.
Yagda eriyebilirlik su-yagd dagilim katsayisi ile éigilebilir. Aminoasitler,
glikoz, biyolojik aminler ve dider esansiyel besinler membran
transporterleri olarak bilinen bir sistemle KBB'inden gecebilirler'*®.
Beyindeki kapiller endotelindeki transportta gérevli tagiyici molekiillerin
ve membrana bagh enzimierin dagihminda, belirgin bir sekilde apikal-
bazal fark vardir. Son g¢alismalar beyin endotelindeki porlarin agik
olmadigi, fakat c-AMP (siklik adenozin 3'-5' mono fosfat), c-GMP (siklik
guanezin 3'-5° monofosfat), protein kinaz C ve arasidonik asit gibi
sekonder haberci sistemler araciligi ile uyarilabilecegini géstermistir.
Yine impermeabilitenin devamliliginin, Ca** protein kinaz II'ye bagimii
Ca"/kalmodilin olabilecegi de ileri surilmustur. Bu da beyin
endotelinin fizyolojik olarak da agilabilecegini telkin ederken heniiz tam
acikliga kavusmamistir'. Herhangi bir kafa travmasindan sonra ortaya
¢itkan serebro-vaskuler permeabilitenin artisi su mekanizmalarla

agiklanabilir',
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-Endotel hiicreler arasindaki siki baglantilarin (tight junction) kesintiye
ugramalar ve ayriimalari

-Vezikller transportun artmasi

-Transendotelial kanallarin veya porlarin geniglemesi

-Endotel hilcre membranlarinin biyokimyasal veya yapisal degisikligi.

2.1.3.2. ODEM SEKILLERI

1- Vazojenik 6dem: KBB bitiunliginin bozulmasiyla damar igi
hidrostatik basing, plazma ve tlrevlerini hicreler arasi bogluga
surUkler. Bu gegis suyuda beraberinde tasir. Birikim daha ¢ok beyaz
cevherde olur. Olusma-yayilma,dengelenme ve ¢ozllme olarak ¢
dénemi vardir®.

2- Sitotoksik veya selliiler 6dem: iskemiyi takiben sinaptik aralikta
biriken eksitatuar aminoasitlerin ilgili reseptérleri agir uyarmasiyla gliyal
hiicre membraninda bulunan Na'/K® iyon pompasi durmakta ve

++5

hiicrede Na™ ve Ca*" birikimi olmaktadir. Na"™"u su izlemekte ve Ca™
artistda hicre icinde destiriiktif mekanizmalari harekete gegirmektedir.
Sonugcta gliyal hiicre zarinda iyon aligverisi durmasini takiben htcreler
arasi boslukta Na* ve su birikmektedir'®"".

3- Intersitisyel 6dem: Hidrosefalide ventrikil igi basing, doku
basincindan yiksektir ve basing farklihdi nedeniyle BOS, epandimden
periventrikiiler beyaz cevherdeki hiicreler arasi alana geger. Vazojenik
6demden édem sivisinin BOS 6zelliginde olmas! ve KBB'nin saglam
olmastyla ayrilir'",

4- Hidrostatik 6dem: Sistemik hipretansiyon ve serebroventrikiler
otoregiilasyonun bozulmasi sonucu olusur'”.

5- Osmotik 6dem: Plazma ozmolaritesi ¢esitli nedenlerle duserse
artan ozmotik basing farkiyla su beyin dokusuna gecger ve &édem
gelisir'.

Bugilin periferik dolasimdaki permeabilite defektlerinin kimyasal
aracilarla gergeklestigi bilinmektedir. Kimyasal mediatérlerin, endotelial

fonksiyonlar tzerine direkt etkilerinin yani sira, vazomotor etkinlik de



gosterdikleri bilinmektedir. Serebral hipoksi, iskemi ve travmalar gibi bir
cok beyin hasarlanmasinda, arasidonik asit salinimi gergeklegsmektedir.
Bunun da en az iki yolla serebral 6dem gelisiminde rol aldig:
bilinmektedir'*'®. ik olarak arasidonik asit oncelikle amfolitik (asit
ortamda baz, bazik ortamda asit gibi davranabilen) 6zelligi nedeniyle
fosfolipid tabakaya hizla girmektedir ve bu membranin &zelliklerini
degistirebilmektedir. Ikinci olarak da endotele I6kosit adezyonu ve
penetrasyonunu artirmakta bu da endotelin zedelenmesine neden
olmaktadir. Arasidonik asit metabolitleri, ézellikle de I6kotrienler, KBB
fonksiyonu bozukluklarinda potansiyel mediatérier olarak
bilinmektedir'*. Aynen arasidonik asit gibi KBB (izerine olan etkilerini,
vazomotor regiilasyonu direkt etkileyerek, I6kositleri aktive ederek veya
I6kositlerin endotele yapigmasini artirarak ya da direkt olarak
endoteliyal permeabiliteyi artirarak gerceklestirebilir'**°.
Bradikinin, plazma proteazliarina ait kinin sisteminin énemli bir
komponentidir ve KBB fonksiyonunu etkilemektedir'*'®. Bradikinin
serebrovaskiler permeabiliteyi, bllylk molekulli maddelere ve suya
kargi artirmakta ve guglu bir arteriyel dilatatér olarak gérev
yapmaktadir. Bu etkisini siki  baglantilari acarak  yaptidi
distnilmektedir'.
Vazoaktif aminlerden histamin ve seratonin de permeabiliteyi artirici ve
vazodilatér etkiye sahiptir. Bu aminlerin hiicresel kaynaklari, damar
duvari, néronlar, mikroglia ve perivaskiler mast hiicreleridir'®®.
Histaminin KBB’nin fonksiyonunu bozduguna dair bilgiler yetersizdir'”.

J
2.1.4. IKINCIL HASARIN BEYIN UZERINE ETKILERI
Kafa travmasi siirecindeki olaylarin birden fazlas: genellikle ayni anda
olur ve intrakraniyal olarak birbirlerine kargl etkileri karmasik
olabilmektedir. Bu olaylarin ¢ogdu, intrakraniyal basincin artmasi ile
sonuglanir. intrakraniyal bir kompartmanla digeri arasinda farklik
ortaya ¢ikar ise beyin siftleri ve herniasyoniarin gérilme ihtimali

mevcuttur. Beyin perflizyon basinci, intrakraniyal basincin artmasi veya
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sistemik arteriyel basincin azalmasi nedeniyle dusebilmektedir.
Sonugta serebral dolagim zarar gérebilmektedir. Eger sistemik hipoksi
mevcutsa beyin oksijenasyonunun daha fazla tehlike altinda oldugu
sOylenebilir.  Otopsilerde en sik gérilen sekonder Ilezyonun
hipoksik/iskemik beyin hasart olmast stirpriz olmamaldir'®.

Beyindeki hasarin tipine yodunluguna ve resisitasyonun basarisina
bagl olarak otodestriiktif nérokimyasallarin ve enzimlerin aktivasyonu,
nekroz, apopitoz, kan beyin bariyerinin bozulmasi, édem olusmasi,
serbest radikallerin tretilmesi ile inflamatuar eksitotoksik hiicre hasari
olusabilir®. Sonugta patoloji kontuzyonlar, hematomlar ve yaygin
aksonal hasar olarak ortaya cikabilir. Primer beyin hasartyla birlikte
damarlarla iligkili hasarlar da meydana gelebilir. Primer hasarin tipine
gore iskemi global veya fokal olabilir. Beyin bir kez hasar gériince, cok
kisa bir dénem iskemik kalsa bile ©nemli fizyolojik degisiklikler
gérdlebilir. Beyin kan akimi ¢alismalan ve juguler bulb desatiirasyonu
verileri, toparlanma fazinda gegcici iskemik ataklar gériilebilecegi ve
buniarin kafa travmasinin sonuglarini é6nemli éigiide etkileyebilecegini
dustindirmektedir®. Hipotansiyon ve mortalite arasindaki pozitif
korelasyon, iskemik  komplikasyonlarin  sonuglar  etkiledigini
distndurmektedir'”.

Demopulos ve arkadaslar santral sinir sisteminin serbest oksijen
radikallerine kargi duyarli oimalarinin bazi nedenlere bagh oldugunu
bildirmistir'®. Bu nedenler:

1-Santral sinir sistemindeki hticrelerin membran lipidleri doymamis yag
asitleri ve kolesterolden zengindir. Bu nedenle serbest radikallere karsi
duyarlidir. Ayrica beyin radikallere karsi koruyucu enzimlerden
yoksundur.

2-Beyinde demir konsantrasyonu yiksektir ki bu da serbest radikal
olugsumunu artirici bir 6zelliktir.

Serbest oksijen radikal olusumu basladiktan sonra kendiliginden
yayllan bir olaydir. Bu olay demir varliinda daha da

siddetlenmektedir'®1°,
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2.2. OKSIDAN VE ANTIOKSIDAN SISTEMLER

2.2.1. SERBEST RADIKALLER

Oksijen diinyada en c¢ok bulunan maddedir. Oksijen; travma, 6édem,
oklizyon gibi dokuda beslenme ve dolasim bozuklugu meydana
getirebilen durumlarda doku tarafindan dretilen bazi metabolitlerle
reaksiyona girerek reaktif oksijen tirleri (ROS) olarak anilan serbest
oksijen radikali (SOR) olusturmaktadir. Bu serbest oksijen radikalleri
dokuda daha fazla hasar meydana getirebilmektedir®®.

Serbest radikal bir veya birden fazla eslenmemis elektron igeren bir
maddedir. Bir veya birden fazla c¢iftlenmis elektron bulunmasi o
maddenin magnetik bir alana ¢ekilmesine neden olur ve bazen o
maddenin son derece reaktif olmasina yol acar?'. Serbest radikaller,
radikal olmayan bir atom veya molekiilden bir elektron gikmasiyla veya
radikal olmayan bir atom veya molekile bir elektron ilavesiyle
olusurlar®'.

Serbest radikallerin hiicresel hasar yaptig! bilinen en iyi 6rnekler?®?";
1-Pulmoner oksijen toksisitesi

2-Post iskemik reperfiizyon hasar

3-Inflamatuar olaylar

4-Radyasyon hasari

5-Bir ¢ok kimyasalin toksik etki géstermesi

6-Alzheimer hastalig

7-Diyabetes mellitus (DM)

8-Ateroskleroz

9-Yaslanma

10-Karsinogenezis

11-G06z hasari vd.
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2.2.1.1. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ CESITLERI

2.2.1.1.1. OKSIJEN TUREVi SERBEST RADIKALLER

1- Siiperoksit Radikali (O;): Molekuler oksijene fazladan bir elektron
baglanmasi, onu rediikleyerek slperoksit serbest radikal anyonunu
meydana getirir. Zayif bir oksidan olarak O;" kendi bagina énemli bir
hiicre hasar olusturmaz. Milisaniyalik bir yari émirle zayif bir oksidan
fakat glcli bir rediktandir. O,  oksijen toksisitesinde 6nemli bir
faktoérdir ve slperoksit dismutaz (SOD) enzimi buna karsi organizmay!
korur. Asil &nemi hidrojen peroksit kaynad: olmasi, gecis metal
iyonlarini redilklemesi ve NO ile reaksiyona girerek peroksinitrit
(ONOO") olusturmasidir?®?*24,

2- Hidroksil Radikali (OH’): OH" biyomolekdler sistemlerde bulunan en
glcll radikaldir. Hidrojen peroksitin gegis metallerinin  iyonlar
varlijinda parcalanmasiyla olusur. Anlatilan reaksiyon Fe™ katalizli
Habber-Weiss (fenton) reaksiyonu olarak adlandiriimaktadir.
(H,0,+Fe?* — OH+OH+Fe®). Hidroksil radikali, hemen hemen bitin
biyomolekiillerle reaksiyona girebilen reaktivitesi ylksek olan bir
ajandir. Fakat baglica etkileri; lipitler, proteinler, sitokromlar ve niikleik
asitler ( DNAve RNA'da bulunan pirin ve pirimidin bazlarina katilarak
radikal olusturur ) (izerine olan etkileridir. Gok kisa émurli oldugundan
reaksiyona girmeden 6énce hicreden diffuzyonu gugtir, fakat kiglk
miktarlari  bile  dretildigi yerde asin  hasar  yapabilecek
kapasitededir?'?%%,

3- Hidrojen Peroksit (H;02): O nin dismutasyon reaksiyonu (207
+2H*—>0,+H,0,) veya direkt olarak oksijenin indirgenmesiyle (O2+2€”
+2H*— H,0,) meydana gelir. H,O, son derece glgli bir oksitleyici ajan
olmasina karsin yavas reaksiyon verir. Fazla reaktif degildir,
olusturduu hasar protein tiyollerini oksitleme ve DNA'da zincir

kirlmalari meydana getirme 6zelligi iledir. Asil 6nemi, gegis metal
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iyonlarinin varhginda hidroksil radikallerini olusturmasidir. HxO: ile
olusturulan hasar katalaz ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri
aracih§ ile dnlenir 2222328,

4- Hipoklordz Asit (HOCI) : Aslinda bir radikal olmamasina ragmen
SOR iginde yer almaktadir. HOCI fagositik hiicrelerin bakterileri
sldirmesinde 6nemli rol oynar. Aktive edilen monositler, nétrofiller,
eozinofiller ve tium makrofajlar O, Uretirler. Radikal Uretimi fagositik
hiicrelerin bakterileri dldirmesinde ¢ok &nemlidir. Ozellikle nétrofiller
icerdikleri miyeloperoksidaz (MPO) enzimi ile Oz’nin dismutasyonu
sonucu olusan H,O, molekiltn, klorir iyonuyla birlegtirerek gigla bir
antibakteriyel ajan olan HOCl'e dénustirir. H,02+Cl — HOCI+OH,
5- Singlet Oksijen (singlet O;): Oksijen molekiluniin daha reaktif tirl
olan singlet Oler molekller oksijenin enerji almasiyla meydana
gelirler. Bunlarin delta ve sigma olmak tzere iki tipi mevcuttur. Sigma
tipi daha reaktif oldugu igin hizla delta tipine dénisur. Bu ytzden

biyolojik sistemlerde delta tipinden bahsedilir®’.

2.2.1.1.2. OKSIJEN TUREVI OLMAYAN SERBEST RADIKALLER

Nitrik Oksit (NO) : NO, bir atom azot ile bir atom oksijenin ¢iftlenmemis
elektron vererek birlesmesinden olusmustur®. Bir serbest radikal olan
NO, kolaylikla biokimyasal reaksiyonlara giren ve biyolojik membranlari
hizla gegebilen ¢ok kisa émdrli (6-10 saniye etki gosterir) bir gazdir.
Oksijen ve su tarafindan nitrat ve nitritlere dénustlrtlur veya stiperoksit
ile birleserek peroksiti olusturur. BUtin memeli hicrelerinden
sentezlenebilen NO; kan basincinin dizenlenmesinden, sinirler arasi
iletisime ve savunma sistemine kadar pek ¢ok fizyolojik olayda anahtar
molekll olarak rol oynamaktadir. Endotel hiicrelerinde nitrik oksit
sentaz (NOS) enzimi tarafindan L-argininden sentezlenir. Sentezlenen
nitrik oksit, damar diiz kas hticrelerine gegerék vazodilatasyon yapar ve
serebral kan akiminin dizenlenmesini saglar. Makrofaj, lenfosit ve
nétrofillerdeki NO ise immian ve inflamatuar cevaplarin 6nemli bir

37-38

eleman: olarak rol alir’™° Sentezlenen NO, ayni zamanda tiyol
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gruplarini S-nitrozilasyona ugratarak protein ve reseptér fonksiyonlarni
da degistirir. NOS’lar baslica, yapisal (constitively) NOS (cNOS) ve
uyarilabilen (inducible) NOS (iNOS) olarak iki gruba aynlir. cNOS
normalde hiicrede yapisal olarak sentezlenir ve baslica kan basincinin
diizenlenmesinden ve ndrotransmisyondan sorumiudur. Oysa iNOS
lipopolisakkarid ve interferon-y ile indiiklenmekte, cok yiksek ve toksik
miktarda NO sentezini katalizlemektedir. cNOS basglica endotelial
hiicrelerde ve néronlarda bulunur, kalsiyum/kalmoddilin ile aktive edilir.
INOS ise makrofajlarda ve damar diz kaslarinda bulunur,

kalsiyum/kalmodiilinden bagimsizdir®®.

2.2.1.2. SERBEST RADIKAL URETIM KAYNAKLARI

Normal sartlar altinda SOR Uretimi ve yikimi arasinda bir denge vardir.
iskemi yaratan olaylarda (6dem, damar hasari, damar okliizyonu)
SOR’larin Uretimi artmaktadir. Serebral iskemide rol oynayan SOR’lar;
Oy, NO, peroksinitrit ve OH"dir**.

1- Mitokondriyal Elektron Transport Zinciri: Siperoksit radikalinin
invivo en énemli kaynag! bir ¢ok aerobik hiicrelerde mitokondri ve
endoplazmik retikulumdaki elektron transport zinciridir. Mitokondriyalar
oksijen tiiketip enerji Urettikleri icin SOR’nin en gok uretildigi yerdir'.
Mitokondrinin en 6nemli gérevi Krebs donglisii esnasinda Uretilen
indirgenmis NADH+H" ve indirgenmis FADH'nin oksidasyonu, yag
asitlerinin p-oksidasyonu ve diger metabolik olaylardir. Mitokondriyal
elektron transport zincirinde normal sartlarda bir molekiil oksijene dort
elektron aktarilarak iki molekil su olugturulur (Oy+4H"+4e"—> 2H, O).
Mitokondrideki elektron tasiyicilar buylk oranda rediiklendiginde
elektron akiminin %2’si oksijenin tek bir elektronla rediiksiyonuna yol
acar; bu da superoksit meydana getirir. Bu durum, solunum zincirinin
nispeten redikte duruma gegtigi fokal ve global iskemilerde
olusmaktadir®®.

2- Ksantin Oksidaz (XO) Aktivasyonu: XO sistemi, dokularin
beslenme bozuklugundaki en 6nemli SOR (retim kaynaklarindan biri
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olarak kabul edilir. Herhangi bir nedenle olugsmus doku iskemisinde
ATP ve adenin nuklectidlerinin yikimi ile 10 dakika iginde hipoksantin
birikir*'. Olusan hipoksantinde, XO veya ksantin dehidrogenaz (XDH)
tarafindan metabolize edilir. Bunlardan XDH elektronlari NAD'ye
transfer ederken, XO akseptér olarak oksijeni seger ve siuperoksit
olusturur. Hipoksik sartlar, XDH'nin XO’ya cevirimini katalizleyen
proteolitik enzimleri de aktive ettigi icin iskemide XO seviyesi artar ve
dokuda dolasim yenidén baslayinca bu bélgeye oksijen geldiginde
birikmis olan hipoksantin, (rata okside edilir. Iste bu reaksiyonda
molekuler oksijen de siperoksit radikallerine g¢evrilir. XO'nun ¢odu
endotel hiicrelerinde bulunmakla birlikte salgilanan XO'nun kan
dolasimiyla viicudun her tarafina dagildigt gésterilmistir®.

3- Fenton Reaksiyonu: Beynin bazi bdlgelerinde demir igeridi oldukga
ylksektir. Beyinde bulunan demirin ¢cogu HEM enzimlerindedir veya
ferritine baglidir. Muhtemelen iskemik alandaki dusiik pH veya Fe*¥iin
superoksite bagll rediksiyonu ile demir bu proteinden ayrilir ve
serbestlesmis demir t¢ katina cikar®. Serbest demirdeki artis demirin
rol aldigi Haber-Weiss (Fenton) reaksiyonu ile OH radikali Gretimini
artirmaktadir®.

4- Endoplazmik Retikulum: Endoplazmik retikulum baslica sitokrom
P-450 olarak bilinen sitokromlar icerir. Sitokrom P-450 molekiler
oksijeni kullanarak bir ¢ok substrati oksitler. Oksijen molekaliinin bir
atomu substrata baglanir, diger atomu ise su olusturur. Bu nedenle
mono-oksijenaz veya karisik fonksiyonlu oksidaz reaksiyonu olarak da
adlandinlir. Kimyasal maddelerden serbest radikal olugsmasinda en
6nemli mekanizma, ksenobiyotiklerin mikrozomal sitokrom P-450
sistemi ile aktivasyonudur. Bu sistem molekdllere bir elektron ilavesiyle
(indirgenme olayi; karbon tetrakloriir ve halotanda oldugu gibi) veya
molekilden bir elektron ¢ikararak (oksidasyon olayi) serbest radikal

olusturur®.

5- Redoks Dongiisii: Bu reaksiyonlar sitokrom p-450 gerektirmez.
Ksenobiyotiklerden serbest radikal olusumu sadece mikrozomal
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reaksiyonlarla  olmamaktadir.  Menandion,  parakuat, dikuat,
nitrofurantoin, adriamisin, bleomisin ve furosemid gibi bilesikler
alternatif bir redoks déngtistine girerler. Bu bilesikler ilave bir
ciftienmemis elektron kazanma egilimindedirler. Bu ajanlardan olugan
radikal tekrar ana bilesie déniigsmek icin kolayca oksijenle oksitlenir ve
sonugta Oy olusur®.

6- Arasidonik Asit Metabolizmasi: Arasidonik asit metabolizmasi
reaktif oksijen metabolitlerinin énemli bir kaynagidir. Doku iskemisine
bagli olarak ATP’nin azalmasi sonucu hicre ici ile disi arasinda
elektrolit dengesini saglayan kanallarin yapis! bozulur. Sonugta hiicre
membranindan igeriye Ca'™ iyonu girerek inaktif litk enzimleri
aktiflestirir (fosfolipaz A, ile protein kinazin gibi) ve hicre
membranindaki fosfolipidlerin parcalanmasiyla bagta arasidonik asit
olmak Uzere yad asitleri birikimine yol agar. Arasidonik asit de
siklooksijenaz (COX) veya lipooksijenaz enzimieri araciligt ile
prostoglandinleri ve I6kotrienleri olusturmaktadir. Biriken arasidonik
asitin enzimatik oksidasyonu ile serbest radikal ara Grinler Oy
meydana gelmektedir®.

7- Notrofil Akiimiilasyonu ve Aktivasyonu: Travma sonrasi dokuda
olusan damar hasari sonucunda nétrofiller damar endoteline yapigarak
bir miktar parankime sizarlar. Nétrofillerin membraninda yerlesmis olan
NADPH oksidaz sistemi, cevreden saglanan molekiler oksijeni Oz
doénusturar. Nétrofillerde olusan Oz'den, daha sonra siperoksit
dismutaz (SOD) etkisiyle H,O» olusturulur. Miyeloperoksidaz (MPO)
varliginda H,0O, de HOCI'e dénusir®.

8- Monoamin Akiimiilasyonu: Siganlarda 15 dakika stren global
iskemiden bes  dakika sonra  biriken katekolaminlerden
monoaminooksidaz (MAO) aracili§i ile HyO, uretildigi g&sterilmigtir.
Fakat MAO’'nun bloke edilmesi hasar azaltmamistir. Bu durum erken
H,O; tretiminin hasar meydana getirmedigini géstermektedir®®.

9- NO ve Peroksinitrit (ONOO") Uretimi: Serebral iskemiden sonra
hiicre igindeki Ca™ duzeyi artar. Bu durumda Ca**/kalmodiilin bagimi:
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NOS'un aktivasyonunu artirarak NO Uretimine yol agar. nNOS ve
iINOS’un her ikisi de fokal iskemiden sonra aktivitelerini artirirlar.
Bununia birlikte iNOS aktivitesi glia hiicrelerinde global iskemiden bir iki
gtin sonra artar. O,” ve NO birleserek ONOO™ meydana getirirler. Bu
reaksiyonun hizi yiksek oldugu icin ONOO'™hizli olusur ve NO ¢ok aktif
olan SOD ile Oy icin yarigir>.

10- Mitokondri Diginda Serbest Oksijen Radikali Ureten Kaynaklar
1- COX, XO ve NADPH-oksidaz: Beyin parankiminde ana oksidan
olarak Oz olustururlar.

2- MPO ve MAO: Bunlar [6kositlerde ve beyin parankim hiicrelerinde
HOCI ve H,0, Uretirler.

3- NOS enzimleri: Cesitli hiicre tiplerinde NO radikalini olustururiar.
Beyinde hasar olusturacak serbest radikal dretimi icin en kuvvetli
mekanizma, mitokondriyal elektron transport zinciri ve XO yoludur®®.

2.2.1.3. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERINE KARSI KORUYUCU
SISTEMLER

Organizmada olusan oksijen radikalleri ile koruyucu sistem olan
antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin radikaller lehine
kaymasi oksidatif stres olarak adlandirilir. Hiicreleri oksidatif streslere
karsi koruyan antioksidan sistem enzimatik ve nonenzimatik olarak
ikiye ayrilir®®.

Hiicresel seviyede etkili olan enzimatik sistemler: SOD, CAT, GSH-
Px ve selenyum bagimsiz GSH-Px olan glutatyon S-transferazdir
(GST). Aynca glutatyon rediktaz (GSHrd) ve glukoz-6-fosfat
dahidrogenazda (G6PD) bu sistem icinde bulunmaktadir.®®
Nonenzimatik sistemler; glutatyon, N-asetil sistein, vitamin C, A, E,

metallotiyonin ve tiyoller gibi protein olmayan sulfidrillerdir®.
2.2.1.3.1. ENZIMATIK OLAN ANTIOKSIDANT SiSTEMLER

1- SOD: Bakir (Cu)-ginko (Zn) igeren, mangan (Mn) iceren ve demir
(Fe) igeren alt tipleri vardir. Cu-Zn SOD enzimi O, detoksifikasyonunda
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anahtar bir enzimdir. O2"ni H.Oz'e dénustirir (20,+2H" — H,0,+0,).
Mn-SOD enzimi baslica mitokondri matriksinde yerlesmigtir. Ayrica
mitokondri diginda da bulunur. Fe-SOD dismutasyon reaksiyonunu
yUriitir, ama diger SOD'lara gére daha yavas olusur®,

2- CAT: H»O: biyolojik sistemler igin zararhdir ve HO™ olusumunu
artirmaktadir. Bu nedenle H,O2'in uzaklastiriimasi gerekmektedir, bunu
yikan enzim CAT'dir (2H,0, — 2H;O + 0O,) . CAT, glikoprotein
yapisinda bir hemoproteindir. Doku CAT aktiviteleri ¢ok farkhlik
gostermektedir. En ylUksek aktivite karacijer ve bobrekte
saptanmistir’®.

3- Selenyum Bagimli Glutatyon Peroksidaz (Se-GSH-Px): Prostetik
grup olarak Se tasimaktadir. Bu nedenle metalloenzim grubunda
degerlerlendirilir. Asin  H;O, varliginda indirgenmis (redikte)
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) oksidasyonunu katalize
eder ve bu arada H,O, de suya dbnustirilerek detoksifiye edilmis
olur®®. (H,0; +2GSH—->GSSG+2H,0)

4- Glutatyon Rediiktaz (GSHrd): GSH-Px tarafindan H,O; veya diger
lipid peroksitlerin indirgenmesi sirasinda GSH GSSG'a dénusiyordu.
Bu okside formun tekrar rediikte forma d&nlserek reaksiyonlarda
kullanilmast gerekmektedir. Cunkli organizmanin GSH deposu
sinirlidir. Iste GSH enzimi NADPH varliginda bu indirgeme olayini
yuritmektedir®®, SSG+NADPH+H*—»2GSH+NADP*

5- Glutatyon S-Transferaz (GST): Basta arasidonik asit ve linoleat
hidroperoksitleri olmak tizere lipid peroksitlere (ROOH) karst GST lar
Se bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostererek bir antioksidan etkinlik
gosteriler. Ugl sitozolik biri de mikrozomal olmak Uzere dért alt tipi

vardir®®,

2.2.1.3.1. NON ENZIMATIK ANTIOKSIDAN SISTEMLER

1- GSH: GSHnun H;0; yikan enzimler olan Se-GSH-Px ve
dehidroaskorbat rediiktaz enzimlerinin substrati oldugu daha onceki
konularda anlatiimisti. Buniara ek olarak GSH, HO™ ve singlet O,
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temizleyicisidir. Bir ¢ok hilicrede yiiksek konsantrasyonlarda bulunur.
Yiksek konsantrasyonda oksijene maruz kalarak inaktif olmus bazi
enzimleri rejenere edebilir. GSH eksikligi hayvan hiicrelerinde hemoliz
gibi ciddi sonuglar dogurabilir?>.

2- C Vitamini (Askorbik Asit): Kapali formili CgHgOs olan bir
ketalaktondur. Guglii indirgeyici 6zelliginden dolayi ayni zamanda gugli
bir antioksidandir. O, ve HO" ile kolayca reaksiyona girerek onlari
temizler. C Vitaminin bir diger 6zelligi de antioksidan etkisinin yani sira

+31 00

oksidan etki géstermesidir. C Vitamini, Fe™u Fe*?ye indirgeyen Oz
disindaki tek hiicresel ajandir®®. Askorbik asit diizeyinin distk olmasi
tum kronik inflamatuar hastaliklarda ve lipit peroksidasyonunun arttig:
durumlarda énemli rol alir. Diyetle C vitamini aliminin akut sigara i¢imi
ile olusan dusik dansiteli lipoprotein (LDL) oksidasyonunu azalttid:
tespit edilmigtir. Oksidatif stres altinda reaktif molekulller g¢evreye
yayilarak mutasyonlara, hiicre hasarina, inflamasyona, koruyucu
enzimlerin inaktivasyonuna ve lenfosit proliferasyonunun inhibisyonuna
sebep olurlar. C vitamini, reaktif bakterisidal molekullerin hiicre igi
konsantrasyonlarinda azalmaya sebep olmadan oksidatif pargalanma
trtinlerinin zarar verici etkilerini engeller®.

3- E Vitamini: o, B, vy ve 8 olarak dort tokoferolun kangimidir. o-
tokoferol dodada en fazla bulunan ve biyolojik etkisi en fazla olan
tokoferoldir.  Antioksidan etkisi en fazla olan «o-tokoferolddr.
Yapisindaki hidroksil gruplu aromatik halka vitaminin kimyasal olarak
aktif kismini olusturur. En yiksek E vitamini konsantrasyonu,
mitokondri ve mikrozom gibi membrandan zengin hicre kisimlarinda
bulunur. Miyokard membranindaki miktart da fazladir. Hicre
membranindaki fosfolipitierde bulunan gokiu doymamig yag asitlerini
serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma elemanidir. Bir molekiil
E vitamini 100 molekil yag asiti peroksidasyonunu engelleyebilir. E
vitamini Oz", HO", singlet O, lipit peroksit radikallerini ve diger
radikalleri temizler. o-tokoferol etanol, karbon tetraklortir, dikuat,

parasetamol, kalsiyum desarji ve diger uyaricilarla olusan hepatosit
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peroksidasyonunu inhibe eder. Deneysel olarak olugturulan beyin
iskemisinde E vitamini seviyesinin azaldidi, reperfizyonda ise digardan
verilen E vitamininin peroksidatif hasari ¢nlemede yardimci oldudu
gosterilmistir®”.

4- Karotenoidler: A vitamininin 6n maddesi olan B-karoten, bitkilerdeki
kloroplast membranin bir bilesenidir. Son derece gigli singlet Oy
temizleyicisi olup ayrica HO", peroksit ve alkol radikalleriyle de
dogrudan reaksiyon vererek lipit peroksidasyon zincir reaksiyonunu
énleyebilir®®.

5- Urik Asit: Singlet O, peroksit radikalleri (RO2), HO", ozon, ve HOCI
icin gucli bir temizleyicidir ve invivo antioksidan olarak kabul
edilmektedir. Japon arastiricilar lipid peroksidasyonunun {rik asitle
snlendigini bildirmistir®.

6- Desferoksamin (DFO): Bu selatér ajan baslica demir igin spesifikdir,
ancak az miktarda diger metalleri de baglayabilir. DFO, Fe**ti bagiar
ve olugsan kompleksteki demiri indirgemek oldukga zordur. Demir
bagimh H;O;'den HO™ olusumunu inhibe eder. Peroksit radikalleri i¢in
de iyi bir temizleyicidir, kalp, deri, barsak ve bébrekte iskemi sonrasi
reoksijenasyon hasarini olusan HO™ini temizleyerek &nlemektedir®®.

7- Melatonin: HO™ temizleyen glgli bir antioksidandir. Ginimuze
kadar bilinen en potent antioksidandir. Lipofilik bir madde oldugu icin
kan-beyin bariyeri de dahil bir ¢ok kompartmana girerek genis bir
antioksidan o6zellik gosterir, bu diger antioksidanlara karsi bir
istunlaktr®.

8- Sistein: O,  ve HO™ temizleyicisidir®.

9- Albiimin: Cu iyonlarini siki bir sekilde baglar ve Cu bagimi lipid
peroksidasyonunu ve HO™ olusumunu inhibe eder. Albimin ayni
zamanda etkili bir HOCI temizleyicisidir?®>°.

10- Seriiloplazmin : Cu igeren protein olan sertloplazmin Fe*?i Fe*e
ylkseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve bdylece serbest radikal
olusumunu inhibe eder. Insan plazmasinin antioksidan aktivitesinin

énemli bir bslim sertiloplazmin nedeniyledir®.
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11- Haptoglobiilinler: Haptoglobulinlere hemoglobin baglanmasi veya
hemopeksinlere “hem” baglanmasi, bu Fe bilesiklerinin lipid
peroksidasyonunu stimiile edici etkisini énlemektedir®?,

12- Transferrin ve Laktoferrin: Fe iyonlarini badlayarak serbest Fe
miktarini azaltirlar®.

13- Biliriibin: AlbUmine bagll yagd asitlerini peroksidasyona karsi
korur®®,

14- Ferritin: Dokulardaki Fe'™i baglayarak serbest radikal
reaksiyonlarinda yer almasini engeller®.

15- Mannitol: Kiglk molektl agirhkhh  bu molekilin  HO"
temizleyebilecedi  bildiriimigtir, fakat lipid  peroksidasyonunu
énleyemez?®.

16- Oksipurinol : Allopurinol metaboliti olup dogrudan HO ve HOCI
radikalini azaltici etki gosterir®®,

17- Probukol: Kan kolesterolini dastrmek igin kullanilir. Ayni

zamanda antioksidan etkinligi vardir®®.

2.3. ERITROPOETIN (Epo)

Peritubller hiicreler ve bdbrek kapillerlerinin  endotel hicreleri
tarafindan sentezlenen eritropoetin (Epo), iki di sdlfur képriistinden
olusan 165 aminoasitten kurulu bir glikoproteindir. Epo’nun yapisindaki
sialik aéit ya da N-asetil-néraminik asit ucundaki terminal molekiilleri
¢bzen bir hidroliz olayi ile aktivitesi sonlanir. Eritropoetin reseptdrleri
(Epo-R), eritroblastk ve megakaryositik hicreler {zerinde
bulunmaktadir. Epo, hicre yilizeyindeki reseptérlere baglanarak
endositozla hiicre igine alinir. Epo, retikillosit sayisini ve hemoglobin
sentezini artinr. Kemik iliginde ve periferik kandaki eritrositlerin
olgunlagmasini, colony forming unit erythroidin (CFUE) proeritroblasta
dénisimi ile proeritroblastin eritrosite dénisimindeki basamakiarda
daha bariz olmak tzere gesitli evrelerde etkiler®.

Kan kaybi, anemi ve hipoksi, renal kortikal hiicrelerden Epo tretimini ve

kan Epo dizeyini artirir.
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Dogumdan sonra ve eriskin insanda bébrekler, Epo’nun temel Gretim
yeri iken, fetal yasamda ve anefrik hastalarda karacier Epo’nun

baglica tretim yeri olmaktadir®®.

Klinik kullanim igin rekombirant DNA teknolojisi ile Uretilen Epo’nun g

tipi vardir. Eritropoetin-a,, eritropoetin-p ve eritropoetin-y*°.

Epo, anemi tedavisinin yanisira ameliyat éncesi dénemde hastalarin
kan rezervlerini artirmak, kan transfiizyonu gereksinimini azaltmak ve
ameliyat sonrasi eritropoezi hizlandirmasi igin kullanilabilmektedir®'.
Ayrlga kanser, miyeloma, AIDS, paroksismal nokttirnal hemoglobinri,
orak hiicreli anemi ile artritlerde ve bébrek transplantasyonundan énce
ve sonra gorllebilen anemilerin tedavisinde de kullanilabilir. Epo’nun
baglanarak etki ettigi reseptdr sitokin stiper ailesinin bir tiyesidir*'. Epo-
Rlerin bulunduklari organlar ve bu organlarda meydana getirdikleri

etkiler Tablo 1.’de gosterilmistir*2.

Tablo 1. Epo-R yerlesim yerleri ve etkileri
HUCRE TiPI Epo’nin BU HUCREDEKI ETKISIi

Karaciger stromal hticreler Mitojenik
Endotelial hiicreler Mitojenik
Ca"™ mobilizasyonu
Endotelin-1 sentez ve salinimi
Anjiogenik cevap
Vaskaler endoteliyal buytme faktora ile sinerjistik etkiler

Doz Kas Hucreleri Ca"™ mobilizasyonu
Kontraksiyon
Kardiyomiyosit Mitojenik
Gelistirici Etkiler
Enterositler Migrasyon

Artmig timidin igerigi
Apopitotik hiicre slimi azalmasi
Santral Sinir Sistemi Ca"™ mobilizasyonu
Néronlar aminerjik Artrmig monoamin konsantrasyonlari
kolinerjik Artmig kolin asetil transferaz aktivitesi
Trofik etkiler
Astrositler Azalmig apopitotik hiicre 6lGmu
Testikuler Leydig Hucreler Artmis testosteron sekresyonu
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Néron hiicrelerinde, hipoksi sirasinda K, Na ve Ca™ iyonlarina karsi
membran iletkenliginde degisikliklere rastlanir. Hipoksi esnasinda
olusan bu degisiklikler, Epo'nun membran gegirgenligini duzenleyerek

intraselltler ATP diizeyini koruyabilir*.

2.3.1. RAT BEYNINDE SPESIFiK EPO BAGLANMA BOLGELERI

Epo uretiminin ana bdlgesi, fetal hayatta karaciger iken eriskinde
bébrege gecer. Bébrekte Epo UGreten hicre popillasyonu, fibroblasta
benzer tip1 intestinal hiicreler olarak tanimlanmistir*'#?. Karacigerde
Epo Uretiminin kaynagi, presinlizoidal hicreler ile yag deposu olarak
bilinen non parankimal ito hucreleridir®*. Epo gen ekspresyonu
oksijene bagimh bir sekilde dizenlenir. Hipoksik durumlar, insan
hepatoma hcrelerinden Hep G, ve Hep Gs;B'den Epo Uretilmesi ile
sonuglanir’®®®,  Eritroid progenitor hiicrelerdeki programli hiicre
dlumini baskilayarak eritrosit Gretiminin artmasina 6nctlik eder®.
Epo, noneritroid hiicrelerin fonksiyonel davranisiarinda da etkili olabilir
(Tablo 1.); Epo’'nun, Epo-R reseptériine sahip endoteliyal ve fetal
karaciger hicrelerinde kemotaktik ve mitojenik olmasi muhtemeldir®.
Epo’nun invivo hasar gérmis rat néronlarinda yagsami destekledigi ve
embriyonal néron kiltlirinde nérotropik etkiye sahip oldugu
g6sterilmistir. Kaltirde, noéronal 6zellikler gésteren PC12 hucrelerinde

Epo-R tespit edilmistir**>*.

Bobrek gibi lokal bir organdan elde edilen Epo’nun, kan beyin bariyerini
gecemedigi gdzlenmis olmakla beraber, beyindeki ortami yansitan
hiucre kilturinde néronal hicrelerin diizenlenmesinin Epo’ya bagli
oldugu ifade edilmektedir. Insan santral sinir sisteminin timérleri olan
meningioma ve serebellar hemanjiyoblastomanin her ikisinde de
sekonder eritrositozisin goriilmesi ve sonugta beyinde eritropoietin

sentezinin olmasi bu tezi desteklemektedir*®.

Farelerde hipoksik stimilasyonun serum Epo konsantrasyonunu 40 kat

artirdigi RIA ile gésteriimigtir. 1'% ile isaretlenmis Epo’'nun beyinde
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gittigi alanlar tanimlanmigtir. Cok yogun bir sekilde; kapsula interna,
korpus kollosum, hipokampus fimbriasi, zona incerta, alveolus ve
mamillotalamik traktusta boya tutulumu goézlenir. Orta derecede
otoradiyografik boyanma ise, kortikal tabakalarin disindaki neokortikal
bolge ile arkeokortikal bir alan olarak bilinen hipokampusta izlenir.
Hipokampusta oldukc¢a farklh boyanma gdésterildi; piramidal hicreler
iceren tabakalar yogun boya tutarken, fiber sistem igeren komsu
tabakalarda boya tutulumu azdir. Ayrica boyama ile beyin sapi,
mezensefalon ve lateral posterior talamik nikleus ile normailde
gbérulmeyen kaudatoputamen, globus pallidus ve lateral hipotalamus
alanlan da gérilar®.

Serebellumun otoradyografik boyanmasi kesit seviyesine baglidir. 1'%-

Epo baglanmasi, graniiler tabaka iceren kesitlerde gézlenirken diger

serebellar bélgelerde saptanamadi*.

I'*.Epo’nun asil baglandigi bélge beyaz cevherdir; burasi fibroz
astrositler, oligodentrositler ve miyelinli sinir aglarindan olusmustur.
Kultir hicrelerinde fonksiyonel Epo-R gézlemlenen caligmada da
stylendigi gibi, Epo-R tasiyan tek olusum aksondur. Yapilan
calismalarda endojen Epo-R geninde doku spesifik mRNA'nin ve
transgenik fare embriyo beyninde, insan Epo-R transgenlerinin
gosterilmesi ile bu caligma desteklenmistir*.

2.3.2. EPO VE EPO-R'NIN BUYUME VE GELISME UZERINE
ETKILERI

Epo ve Epo-R, fare, maymun ve insan fetus beyninde bulunmustur.
Epo yoklugu ile beyin gelisimi arasindaki iliski hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Fare embriyosunda mutasyonla Epo ve Epo-R’nin
ortadan kaldinlmasi 6lumle sonuglanir. Buna ragmen SSS
fonksiyonunu destekledigine dair veriler vardir. Ornegin Epo, ratlarin
fimbriya-forniks transseksiyonu ve asetilkolin transferaz aktivitesi ile
elde edilen lezyona ugramis septal kolinerjik néronlarda, invivo surviyi

uzatirken, klitire noronlarda asetilkolin transferaz aktivitesini
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artirmaktadir. Ayni zamanda Epo’nun nérotropik faktdér gibi, néronal
gelisme, diferansiyasyon, néronlarin devamiiliyi ve rejenerasyonuna
olumlu katkilar vardir*?%°,

Epo sentezi beyinde hipoksi ile artar. Beyinden elde edilen Epo
dolagsimdaki Epo’ya goére daha az glikozillenmistir, daha ylksek spesifik
aktivitesi vardir ve nanomolar konsantrasyonda bile néronal biyime
faktérl olarak fonksiyon goriir. Beyinde fonksiyonel olarak bulunan
Epo’nun Uretim regulasyonunun, hipoksik iskemik hicre 6liminden
néronlari koruyabilecegini gosterebilir*2.

Iskemik néron hasarn bulunan hamsterlerle yapilan bir calismada, 6n
tedavi olarak uygulanan intraventrikiler 2.5-5 U/giin inflizyon
dozundaki rekombirant-Epo’nun(r-Epo), hipokampusta hipoksiye
hassas CA-1 bélgesindeki noéronlarin élumint engelledigi ve ayn
zamanda, sinaptik iligkinin korunmasinda da rol aldi§i gésterilmistir". r-
Epo’nun yiiksek veya dusik dozlarda béyle bir etkisinin olmamasi,
yiiksek dozdaki Epo’nun reseptérierde downvregulasyon yapabilecegini
gosterir. Endojen Epo'ya baglanabilen ¢oziinebilir Epo-R’nin
intraventrikler inflizyonu, beyin hasarini agreve eder. Epo invitro ve
invivo birgok farkli néron tipinde néroprotektif olabilir*>3!. Eritropoezisi
durdurmak amaciyla yapilan spesifik gen hasarindan sonra,
eritropoezin durmasiyla beyin gelisimi de durmaktadir®’.

2.3.3. INSAN CALISMALARI

Epo’nun mRNA’sinin insan fetusunda bdélgesel tirlerinin ilk géralmeye
baglamas! gebeligin 23-37. haftalarinda olur, bu polimeraz zincir
reaksiyonu kullanilarak goésterilmistir. Diensefalon ve metensefalonda
telensefalondan daha fazla oldugu gésterilmigtir*?#4,

Geligen insan SSS’de Epo ve Epo-R'niin temporal ve hiicresel dagilimi
fetal ve postnatal beyinlerde PCR ve immunuhistokimyasal yontemlerle
gosterilmistir. Epo ve Epo-R proteini ve mMRNA’st gestasyonun en erken
5. haftasinda tespit edilmis ve gelisim boyunca da bulunmustur. Post
konsepsiyon 5-6. haftada embriyonik serebral hemisferde hem Epo ve
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hemde Epo-R ventrikiler zonda andiferansiye néroepitelyal hiicrelerde
lokalizedir. Epo immunreaktivitesi insan fetal beyninde bir gok hicre
tipinde bulunmaktadir (astrosit, néroniarin subpopiilasyonunlarinda ve
koroid pleksus). Néronlarda ve astrositlerde reseptér ve ligandin
bulunmasi Epo’nin hem parakrin hemde otokrin fonksiyonu oldugunu
gosterir.,

Gelisim boyunca koroid pleksus Epo ve Epo-R igin orta derecede
reaktiftir, ¢lnk{ burast BOS dretiminin yapildigi primer yerdir. Bu
nedenle Epo’nin BOS’ta bulunma olasiligint aragtirmak amaciyla 23
tanesi Epo ile tedavi edilen 24-40.haftalik 50 yeni dogandan BOS
ornedi alinmigtir. Ayrica Epo tedavisi almayan yaslari 1 ay ile 60 ay
arasinda olan hastalardan BOS  alinmistir. Bu  gruplar
karsilastirldiginda preterm doganlarin BOS'larinda term dogdanlara
gére daha fazla Epo tespit edilmistir. BOS'taki bu Epo dlzeyi
gestasyonel yasin artmasiyla azalmaktadir (geng ve eriskinlerde daha
az bulunmustur). Yeni doganiardan Epo-tedavisi alanlarin BOS

larindaki Epo diizeyi tedavi almayanlarla aynidir®.

2.3.4. EPO’NUN NONERITROPOETIK ETKILERI

Epo-R’nin kendisinin intrensek kinaz aktivitesi yoktur. Bununla birlikte,
eritropoetin baglandiktan sonra dimerize olur ve bu kompleks, Janus
Kinaz-2 (JAK-2) olarak bilinen sitoplazmik protein kinazi aktive eder.
JAK-2'nin aktivasyonunu takiben hiicresel proteinlerde bulunan tirozin
fosforile olur. Guanozin trifosfataz aktive edici protein, sinyal
déndsturiact proteinler, transkripsiyon aktivatérleri, JAK-2 aktivasyonu
ile tirozinlerin fosforillenmesi sonucu aktive olan proteinlere drnektir. Bu
fosforillenmis molekiller diger hiicresel olaylan etkileyip, cesitli
kaskatlan indikleyerek eritropoezi stimiile ederler. Epo, hematopoetik
hucreleri spesifik ve sensitif olarak dogrudan etkiler*?.

Bununla birlikte Epo-R erigkin ve fetusta noneritroid hicre tiplerinin
genis bir cesidinde gdésteriimistir. Fonksiyonel Epo-R, karaciger stroma
hicreleri, duz kas hicreleri, kardiyomiyositler, enterositler, plasental
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dokular, leydig hiicreleri ve santral sinir sisteminin spesifik hiicreleri gibi
bir ¢ok noneritroid hiicre tipinde tespit edilmistir. Baz1 ¢aligmalarda,
nonhematopoetik hiicrelerdeki etkileri, hematopoetik hiicrelerdeki
etkilerine benzer bulunmustur®?. Ornegin; Epo-R’'nin mitojenik etkisi,
invivo olarak sadece eritroid énciil hiicrelerde gézlenirken, invitro olarak
bir ¢ok hiicrede bulunmustur. Noneritropoetik ve eritropoetik
hicrelerdeki etki mekanizmalari benzer olmasina ragmen,
noneritropoetik hiicrelerde Epo baglanmasi ile baglayan Epo-R etkisinin
sonuclar oldukca farkli olabilmektedir*?. Ornegin; endotel hiicrelerinin
Epo-R ile inkiibasyonu, eritrosit prokirsérlerinde oldugu gibi JAK 2'nin
fosforilasyonunu stimille eder. Fakat endotel hiicrelerinde endotelin-1
sentez salinimini artinr ve potent anjiyogenik cevapla sonuglanir. Epo-
R ile stimile edilmis ndronal hiicrelerin hiicre tiplerine bagl olarak, ya
intraselliler Ca™ artigi ile monoamin konsantrasyonunda artis olur ya
da asetilkolin aktivasyonunda artis ile sonuglanir®?.

Epo-R’nin, kas tonusu ve fonksiyonlarinin Tyile§mesi gibi daha genel
etkileri de olabilir. Diger bir ¢ok hormon ve sitokinlerle iligkisi vardir.
Ancak, insilin like growth faktér ve vaskiler endotel faktor ile
aralarinda bulunan sinerjistik iliskide oldugu gibi etkileri acik degildir*2.
Epo’nun bir diger fonksiyonuda, erken gelisme c¢aginda nérogenezisi
indukledigidir*?.

Yasuda ve arkadaslarimin yaptigi bir calismada*” Epo’nun erken
gelisme caginda nérogenezisi indikledigi gosterilmistir. Epo-R, kalp,
bdbrek, gbz, akciger, ince barsak, dalak, adrenal bezler, karaciger gibi
bir ¢ok organlarin doku spesifik hicrelerinde tanimlanmistir.
Kardiyogenezis ve vaskuler agin spesifik defektlerinin, embriyogenez
esnasindaki Epo ile Epo-R’'nin yoklugu ya da fonksiyon bozukiuguyla
birlikte oldugu bildirimigtir. Insan amnion sivisinda Epo varhg,
plasentada Epo sentezinin oldugunu gésterir. Epo, gestasyonun erken
dénemlerinde de vardir ve Epo-R igeren fetal organlarin geligmesi ve
buyimesi asamalarinda diger somatik blyime faktérleri ile

etkilesmektedir*2.
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Kan-beyin ve kan-testis bariyerinden dolayl beyin ve testis dokular
normalde dolasimdaki hormonlara maruz kalmazlar. Hipoksiye maruz
kalmis beyinde Epo uretiminin gdsteriimesi bu dokularda da dokuya
spesifik Epo Uretiminin varligina ait bir delildir*?®.

Koshimura ve arkadaslar®®, Epo-R’nin; Ca** emilimi ile intraselliler
Ca™ konsantrasyonu, membran potansiyeli, hiicre yagami, dopamin
sentez ve salinimi, PC12 hiicrelerinin farklilagmasi ile nitrik oksit (NO)
Uretimi Gzerine etkilerini arastirdiklar ¢alismada; Epo’nun, PC12
hiicrelerinde doza bagh olarak Ca*™ emilimi ve intraselliler Ca™
konsantrasyonunu artirdigini saptadilar. Bu artis nikardipin veya anti
Epo antikorlari ile inhibe edildigini, Epo’nun, PC12 hicrelerinde
membran depolarizasyonuna neden oldugu ve hicre kltirinde PC12
hicrelerinin Epo ile inkibe edilmesinin proteinkinaz aktivitesini
uyararak hiicre bélunmesini artirdigini bildirmektedir®.

Yuksek K* uyarisi, membran depolarizasyanuna yol agar. Bu da voltaj
kapili Ca™ kanallarinin aktivasyonu ile ekzositoz, enzim aktivasyonu
veya protein fosforilasyonu gibi farkli sonuglara neden olur. Hilcrelere
Ca™ emilimi, Epo tarafindan doza badimii olarak artiriimaktadir.
Epo’nun neden oldugu artis, nikardipin veya anti-Epo antikorlan
tarafindan inhibe edilir. Ca™ kanallarinin aktivasyonunun, hiicre
yasamini artirdi§) bildirilmistir. Epo, Ca™ kanallarini aktive ederek
PC12 hicrelerinde yasami uzatir. Néron Growth Faktér (NGF) ve
serum konuimayan hticre kiltiiriindeki hiicrelerde, somatik atrofi, néral
dejenerasyon ve hiicre 6lumu gorulurken, yiksek K uyarisi sonrasi
Ca™ kanallarinin aktivasyonu ile néronlarin yasam sirelerinin uzadigi
bildirilmigtir*’,

Ortama yuksek KCL verilmesiyle, hiicrelerde NGF ve serum yokluguna
bagl olugan hiicre dlimunin énlendigi, benzer etkinin, hiicre kilttrine

eritropoietin ilave edilmesiyle de elde edildigi rapor edilmistir®.

Ayni calismada Epo’nun PC12 hicrelerinden dopamin salinimina
etkileri incelenmis ve Epo veriimesini izleyen 10 dakika iginde, doza
bagl bir sekilde dopamin saliniminin uyanldigi saptanmistir. Epo’nun
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neden oldugu dopamin salinimi, nikardipin ve antiEpo antikorlan ile
inhibe edilir. Cunkit Ca™daki bir artis, fosforilasyon veya enzim
indiksiyonu ile tirozin hidroksilaz aktivitesini stimile eder. Yine
Epo’nun, PC12 hiicrelerinde tirozin hidroksilaz aktivitesi (izerine etkileri
incelendiginde, DOPA dekarboksilaz inhibitért olan NSD1015
varliginda, hicreler Epo ile 37 °C'de 30 dakika inkilbe edilince DOPA
birikiminin oldugu gézlenmistir. Ayni sekilde Epo ile saglanan DOPA
artisi nikardipin ile inhibe edilmigtir®.

Nitrik Oksit Sentaz (NOS), Ca*"daki artisla aktive olur. NO hizla stabil
bilegikler olan NO, ve NOj'e doénusur. Hucreler Epo ile inkibe
edildiklerinde, NO, konsantrasyonu doza bagli olarak orta derecede
artar. Epo’nun neden oldugu NO; konsantrasyonunda ki artis da
nikardipinle inhibe edilir. NOS’un maksimal aktivitesi Epo ile
degistirilemez®.

Epo, Ca™ kanallarinin aktivasyonu ile aopamin salinimi ve tirozin
hidroksilaz aktivitesini uyarir. Erken fazda sadece dopamin salinimini
situmile ederken, ge¢ fazda, hem dopamin hem de tirozin hidroksilazi
stimlle eder. Teorik olarak Epo’nun tirozinaz aktivasyonuna neden
olmasi, Ca*" bagimh protein kinaz ya da enzim indiksiyonu yolu ile
olur®.

Epo, Ca*" kanallarinin aktivasyonu ile NO Uretimini artinr, fakat bu etki
NOS'un maksimal aktivitesinde gériiimez. Epo NOS akivitesini, NOS
molekdllerinin sentezini artirarak degil, NOS molekiliinde allosterik
degisiklikler yaparak gergeklestirir. Cunkii NO, dopamin, GABA ve
asetil kolin gibi nérotransmitterlerin salinimini arttirir, hatta Epo’nun
neden oldugu dopamin saliniminin bir kismi NO iretimi ile miumkin

olabilmektedir®®.

2.3.5. SANTRAL SINIR SISTEMINDE EPO VE EPO-R
Epo-R, néronal hicre serilerinden bir kismiyla (PC12, SK-N-MC ve

NT2 hicreleri) insan ve fare SSS elde edilen astrosit ve néron iceren
hicre kulturinde gésterilmistir™. Bu hicrelerdeki reseptorlerin

fonksiyonel oldugu uyarnldiginda hiicreye spesifik yanitiar
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alinmasindandir®?. Fakat néronal reseptorler daha az duyarlidir. PC12
hilcrelerinde aktive ediimis Epo-R mRNA'si, rat eritroid &ncil
hiicrelerince aktive edilen Epo-R mRNA's| ile benzerdir*.

Ozel durumlarda Epo'nun néronlan koruyucu ozelligi asagidaki
deneysel verilerle desteklenmektedir®?;

1-Kiltture edilmis néron ve néron prekirséri olan hicrelerin hipoksiye
maruz kalmalan halinde meydana gelebilecek hasar, supra fizyolojik
konsantrasyonda (5 U/ml) rekombinant eritropoetinin (r-Epo) ortama
eklenmesiyle 6nienebilir®.

2-Serebral, kortikal ve hipokampal néron kulttrlerinin Epo’nun fizyolojik
konsantrasyonlari (3 pmol) ile 8 saatten uzun bir slre tedavi amagl
maruz birakilmasi, NMDA aracii glutamatla indiklenmis néron
olumind dnleyebilir®®. ’

3-Insan néron prekiirsdr hiicre serilerinden NT2 hiicrelerinin Epo’nun
fizyolojik konsantrasyonlari (50 mU/ml) ile tedavi amagh maruz

birakiimasi, ultraviyole radyasyonun indiikledigi apopitozu azaltabilir*.

2.3.6. EPO’NUN ANTIOKSIDAN OZELLIGI

Epo’nun néronlardaki fonksiyonlarinin mekanizmasi heniiz ¢ok agik
degildir. Ama bazi yazarlar, Epo'nun; Ca™ akimi, NO Uretimi ve
apopitoz genlerinin diizenlenmesi sayesinde né&roprotektif etkilerinin
olabilecegini distinmektedir®.

H20: ‘in ortama verilmesini takiben hipoksi ile indiiklenmis Epo tretimi
inhibe olur, bunu takiben Epo mRNA seviyeleri diger. H,O, , HIF 1a
protein akiimulasyonunu bloke ettigi bulunmustur. HIF 1a, HIF denen
dimerik transkripsiyon faktdér kompleksinin bir subinitidir. Ayrica HxO,,
Hep G; hiicrelerinde Epo geni ekspresyonunun negatif moduilatéri olan
GATA-2'nin miktarini artinr. Hacrelerin H,O, ile Epo retiminin
inhibisyonu, desferoksamin ve 2, 2-dipiridil gibi demir selatorleri ile
inklibasyonu ile engellenebilir. Ortamda bulunan demir iyonlari,
H.O2'ten agiga c¢ikan hidroksil radikalleri fenton reaksiyonu ile
transkripsiyon faktérlerinin stabilitesini direkt veya indirekt etkileyebilir.
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Bunu redoks sensitiv kinaz aktivitesini etkileyerek yapar. Bu ¢alismaya
gére Epo uretimi Uzerine H.O;'in etkisi gercekte TMTU yada
dihidrorhodamin ile énlenebilir ki bunlar hidroksil radikallerini ortadan
kaldirma gorevi vardir. Kroll ve arkadaslarina ise H,O, ‘de elde edilen
hidroksil radikalleri PO, bagdimii tirozin hidroksilaz gen ekspfesyonuda

rol oynadigini rapor etmistir®.

2.4. PROPOFOL

Propofol kimyasal olarak bir 2,6 diizopropil fenol'dur (Sekil 1),

CH

(CHs),CH CH(CHz)z

9

Sekil 1. Propofolun yapisal formali

Fenol deriveleri (izerinde 1970 6ncesi yapilan g¢alismalar, propofoliin
senteziyle sonuglanmistir®. Propofoliin potansiye! bir indiiksiyon ajani
oldugunu dogrulayan ilk klinik sonuglar, 1977 yilinda Kay ve Rolly
tarafindan bildirilmistir®®. Baglangigda kullanilan Cremophor EL igindeki
sollisyon, siddetli enjeksiyon adrisina ve anaflaktoid reaksiyoniara
sebep oldugu igin klinik kullanimdan ¢ekilmis ve 1982'de % 10 soya

yagdi iginde % 1'lik emulsiyonu hazirlanmigtir®8,
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2.4.1. FiZIKSEL OZELLIKLERI

Propofol, hipnotik dzellikleri olan alkilofenol grubundandir. Alkilofenoller
oda isisinda yagdirlar ve sivi solisyonlarda erimezler. Sunulan % 1’lik
propofol formilasyonu, % 10 soya yagi, % 2,25 gliserol ve % 1,2
yumurta fosfatidi icerir.®*%® pH’si 7,0 olan bu soliisyon hafif vizkéz ve
st beyazi rengindedir. Oda isisinda stabildir ve 1g1da duyarl degildir.57
Simdiki formulasyonlarinda % 0,005 disodyum edetat veya % 0,025
sodyum metabisiiifit vardir. Bu mikroorganizmalarin blyime hizlarini

azaltmaya yardimei olur®.

2.4.2. FARMAKOKINETIK OZELLIKLERI

Propofoliin farmakokinetigi birgcok arastirmaci tarafindan g¢alisilmigtir.
Kan seviyesi, 2,5 mg.kg” dozdaki propofoliin bolus enjeksiyonunu
takiben redistriblsyon ve eliminasyon sonucu hizla diiger. Propofolin
birincil distribtisyon yari émrii 2-3 dakikadir®®. Terminal yarilanma émri
3.6-63.0 saat, klirensi 870-2140 ml.dk™" ve dagihm volimé 180-1730
litredir®®. Belirlenen bu klirens, karaciger kan akimindan yuksektir. Bu
nedenle ekstrahepatik metabolizmanin varlig! ileri strtimektedir®®®!,
Yiksek klirensi ve kan konsantrasyonunun hizla disusi, propofoli tek
basina, N;O veya opiyoidler ile birlikte kullaniidiinda ideal bir

anestezik ajan haline getirmektedir®.

Propofolin farmakokinetigi; yas, genetik yapi, adirlik, yandag
hastaliklar, birlikte kullanilan ilaglar gibi g¢esitli faktérlerden etkilenir.
Kadinlar daha biyik dagilim volimi ve klirens hizina sahiptir, fakat
eliminasyon yari émrii, kadin ve erkeklerde benzerdir. Yasiilarda klirens
ve santral kompartman volimi azalmistir. Cocuklarda ise santral
kompartman volimi yiksek, klirens hizlidir. Karaciger hastaliklarinda

aktif kisim ve santral kompartman volimii artmaktadir®’.

Propofoliin yiksek yag ¢cozunurludi etki baslangicinin tiyopental kadar
hizli olmasi ile sonuglanir (bir kol-beyin dolagim zamani). Tek bir bolus
dozundan sonra uyanma ¢ok hizldir (2-8 dakika). Cogu aragtirmact
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propofolden derlenmenin gok hizli oldugunu; tiyopental, metoheksital
ve etomidattan daha az artik etki olusturdugunu séyler. Yash
hastalarda dadilim volumi dustk oldugu i¢in daha distk indiiksiyon

dozu tavsiye edilir %°.

Propofol glukuronid ve sulfatlarla konjlige olarak metabolize olur.
Metabolitleri propofol glukuronid, 1 ve 4-guinol glukoronidler ve 4-guinol
sllfattir.  Ekstrahepatik metabolizma karaciger transplantasyonu
gecirecek hastalarin anhepatik fazinda dogrulanmaktadir. Akcigerler bu
anhepatik metabolizmanin yeri olarak gériinmektedir®”®°.Bébrekten, %
1’den azi dedismemis metabolitler halinde atilir. Yalnizca % 2'si fegesle

atilir®’.

2.4.3. KARDIYOVASKULER ETKILERI

Propofoliin kardiyovaskiiler sistem Uzerine en belirgin etkisi sistemik
vaskiler rezistansi, kardiyak kontraktiliteyi ve preloadu dustrerek
arteriyal kan basincini azaltmasidir. Hipotansiyon, tiyopental ile
olandan daha gugludar, fakat laringoskopi ve entlibasyon gibi
stimiilasyonlarla geri déndurtlebilir. Hipotansiyonu kétllestiren faktérler
yliksek dozlar, hizli enjeksiyon ve yasliliktir’®. Kardiyovaskiler hastahg
bulunmayanlarda, 2.0-2.5 mg.kg” propofol indiiksiyonu, sistolik kan
basincinda % 25-40 dists olusturur®. Benzer dusiis ortalama ve
diastolik kan basincinda da gozlenir. Propofoliin vazodilatér etkisi,
sempatik aktiviteyi baskilamasi ve diz kas kalsiyum mobilizasyonuna
dogrudan etkisi nedeniyle ortaya gikar>’. Propofol hipotansiyona normal
arteriyal barorefleks cevabi bozar; bu nedenle indiiksiyonu takiben kalp
hizi anlamii derecede degismez. Nadiren, vagal aracili refleks
bradikardi yoluyla preloadda géze carpan bir dusts olur®. Kalp
hizindaki ve kardiyak debideki degisiklikler kardiyak problemi olmayan
hastalarda genellikle gecici ve anlamsizdir. Fakat yeterince siddetli
olursa, Ozellikle yasl hastalarda, negatif kronotropik ilag alan
hastalarda ve okilokardiyak refleksle iligkili cerrahi prosedirlerde
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asistoliye yol agabilir®. Cocuklarda propofolle anestezi indiksiyonunu
takiben, kalp hizinda ve ortalama arter basincinda % 10-20 dusis
bildirilmektedir®'.

Anestezi idamesi sirasinda, 100 ug.kg™.dk™ propofol infiizyonu, arteriel
kan basincinda % 30 disls olusturur. Preload % 12 azalir. Kardiak
output etkilenmez. Atim volimi ve kalp hizi degismez®’. Miyokardial
kan akiminda ve oksijen tiketiminde azalma olusur ki sonugta,

miyokardial oksijen arz-talep orani korunur®.

2.4.4. SOLUNUM SiSTEMINE ETKILERI

Propofoliin solunum depresan etkisi barbitlratlara benzer. Siklikla
indiksiyon dozunu takiben gegcici apne gorilir’®®®. Propofol bilingli
sedasyon amaciyla subanestezik dozlarda kullanildijinda bile
hipoksiye solunumsal yaniti ve hiperkarbiye normal cevabi baskilar®®.
Apne siresi ve insidansi doza, enjeksiyon hizina ve premedikasyona
bagli olarak degisir. Propofoliin 2.5 mg.kg™ indiiksiyon dozunu takiben
solunum sayisi iki dakika sire ile azalir. Tidal volim ise dort dakika
siiresince azalmis olarak devam eder. Propofolin 100 pg.kg™.dk™
idamesi, tidal volimde % 40 disus ve solunum sayisinda % 20 artis ile
sonuglanir. Infizyon hizini iki kat artirmak, tidal volumdeki dustist
artirirken, solunum sayisini daha fazla artirmaz. Karbondioksit artigina
solunumsal yanit, propofol idamesi siresince azalir. Hipoksiye
solunumsal yaniti 50-120 ug.kg”.dk™ propofol infiizyonu baskilar.
Kronik obstriiktif hastaligi olanlarda, propofolle bronkodilatasyon gelisir.
Ancak bu etki, halotandaki kadar belirgin degildir’’. Propofol histamin
salinimina neden olsa bile, barbittirat ve etomidatla karsilastinldiginda
astimli olan ve olmayan hastalarda weezing insidans! daha disuktir ve
astimli hastalarda kontrendike degildir®®. Propofol iist hava yolu
reflekslerini tiyopentalden daha etkili bir gekilde baskilar. Bu da
laringeal maske yerlestirimesi ve kas gevsetici kullaniimaksizin yapilan

trakeal entiibasyonu kolaylastirir®®%:51,

35



2.4.5. SANTRAL SINIiR SISTEMINE ETKILERI

Propofol hipnotik bir ajandir®. Kesin etki mekanizmas! hala
bilinmemektedir. One siriilen etki mekanizmasi, GABA ile uyarilan klor
kanallarinin ~ fonksiyonlarinin  degistiriimesi  seklindedir®. GABA
reseptérine baglandidi yer barbitlirat ve benzodiazepinlerden farklidir.
Propofolin nikotinik asetilkolin reseptérierinin kanal agilma zamanini
azalttigi gosterilmistir'. Hipnoz, 2.5 mg.kg™" dozu takiben hizla baslar.
Hipnoz suresi doza baghdir ve 5-10 dakika strer. Subhipnotik dozlarda
propofol sedasyon ve amnezi olusturur. Stimiilasyon uygulénmayan
génullulerde 2 mg.kg™.sa™ propofol infiizyonu, bu amag igin yeterlidir.
Daha yiiksek infiizyon hizlarina ragmen operasyon sirasinda farkinda
olma bildiriimektedir. Hallisinasyon, seksiiel fantaziler ve opustotonus

propofol anestezisinden sonra bildirilmektedir®”.

Propofol serebral kan akimini azaltir ve kafa igi basinci artmis veya
normal olan hastalarda kafa i¢i basincini dusrir’®®%2% Propofol
serebral oksijen tuketimini (CMRO,) dusirir ki bu, beynin iskemik
hasarini &nlemek igin yararlidir®®. Fokal iskemi sirasinda serebral

korumanin derecesi muhtemelen propofol ve tiyopental ile benzerdir®®.

Propofol EEG'de doza bagh degisiklikler yapar. Propofol sedasyon
amaciyla dusik hizda verildigi zaman EEG’de beta aktivitesini artirir,
biling kaybi olusturdugu zaman delta aktivitesi artar, daha ylksek
inflizyon hizlarinda EEG'de burst supresyona neden olur®' .Propofolin
antikonviillzan &zellikleri baskindir, status epileptikus tedavisinde
basariyla kullanilir ve epileptik hastalar icin gtvenilirdir®®. Bazi
caligmalarda 2 mg.kg™' propofoliin bolus infiizyonunu takiben temporal
lob epilepsisi géruldugu ileri strtlurken, bazi caligmalarda propofoliin
konviisiyonlart tetiklemedigi, ancak antikonviillzan aktivite de

gbstermedigi belirtiimektedir®' %2,

Propofolin subhipnotik dozlarda bir 6zelligi de antipriritik etkisidir.

Bunun subkortikal orijinli oldugu 6ne strilmektedir®.
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Propofolle indiksiyona, subkortikal glisin  antagonizmasindan
kaynaklandidi tahmin edilen, kas seyirmesi, spontan hareketler,
opustotonus veya hickirik gibi eksitatuar reaksiyonlar eslik edebilir. Bu
reaksiyonlar tonik-klonik nébetlerle karigabilir. Propofol anestezi
indiksiyonu ve idamesi siresince géz ici basincini anlamli derecede

dusurar®°7%4,

Propofolun s6zli uyariya yaniti engelleyen kan konsantrasyonu 3.5
pug.mi’, cilt insizyonuna hareketle cevabi engelleyen  kan
konsantrasyonu 16 ug.mi™"dir. Fentanil ilavesi ile bu konsantrasyonlar
anlamli derecede duser. Benzodiazepin veya % 66 nitr6z oksit ile
birlikte kullanildiginda, cilt insizyonuna hareketle cevabi Onleyen
konsantrasyon 2.5 ug.mi™"dir. Propofoliin % 66 nitréz oksit ile kigik
cerrahi girisimlerde gerekli kan konsantrasyonu 1,5-4,5 ug.mi™', majér
cerrahi girisimlerde 2.5-6 pg.mli™dir Farkinda olma 1.6 pg.mlI™"nin

altinda, oryantasyon ise 1.2 pg.mi™"nin altinda olusur®”.

2.4.6. DIGER ETKILER

Propofoliin yeni formllasyonlari nondepolarizan ve depolarizan kas

gevseticilerle olusturulan néromuskiiler blokaji potansiyalize etmez®".

Propofol malign hipertermiyi tetiklememektedir. Bu nedenle malign
hipertermi riski olan hastalarda, tercih edilecek ajandir. Porfirial

hastalarda da gtivenle kullanilir®®.

Propofolin emilsiyonundaki koruyucu maddelere kargi anaflaktoid
reaksiyonlar ve dogrudan propofole karsi bazi hastalarda immiin yanit
gelistigi bildiriimektedir®®. Propofole karsi anaflaktoid yanit geligtiren
hastalarin gogunlugunda allerji 6ykiisti mevcuttur. llag allerjisi olanlarda

propofol dikkatle kullaniimalidir®’¢.

Propofol anlamli derecede antiemetik etkiye sahiptir. Propofoliin
antiemetik etkisinin stresi, etkili dozu ve etki mekanizmasi hala

bilinmemektedir®®.
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Propofolin  uzun streli infizyonlarindan sonra bile tolerans

gelismemistir®®.

Propofol enjeksiyonundan sonra hastalarin % 28-90'inda agri goéralur.
Sedasyon amaciyla disuk dozlarda verilse bile % 33-50 oranlarinda
agr goérular. Propofole bagli vendz agrinin mekanizmasi bilinmemekte

olup, kinin kaskadinin aktivasyonunun sorumiu oldugu saniimaktadir®’,

2.4.7. PROPOFOL{N ANTIOKSIDAN OZELLIGI

Propofolin  antioksidan  etkisi;  bilinen  antioksidanlar  olan
butilhidroksitoluen ve a-tokoferol (Vit-E) ile kimyasal yapi
benzerliginden  kaynaklanmaktadir’'.  Propofol  sadece lipid
peroksidasyonunu &nlemekle kalmaz, ayni zamanda bir antioksidan
olan glutatyonun aktivitesini de artinr. Propofolin glutatyon ile ilgili
enzimler Gizerine olan etkileri, bu ilacin antioksidan etkinligini artirir.
Propofol; glutatyon rediiktaz (GSHrd) ve glutatyon transferaz (GSHitf)
aktivitesini arttirarak okside glutatyondan (GSH) rediikte glutatyona
(GSH) doénusumi indikler. GSHrd ve GSHif aktivasyonunu dider
proteinlerdeki sulfidril gruplan araciligs ile yapmaktadir®®.

De la Cruz ve ark®®; propofoliin, tiobarbittrik asit reaktif Griinlerinin
tretimini %25,7 oraninda azaltirken glutatyon igerigini %24.6 artirdigini
ve glutatyonun okside formu normalde %29.5 iken, propofol ile
anestetize edilmis olgularda daha dustk bulundugunu goéstermistir.
Ayrica propofol ile glutatyon peroksidaz aktivitesinde %28.3, glutatyon
transferaz aktivitesinde %41 oraninda azalma olurken, glutatyon
rediktazda belirgin bir degisikligin olmadigi ve sonug olarak propofoliin
insanlarda antioksidan ézelliginin oldugu bildirilmektedir®,

Propofoliin antioksidan etkisinin varligi, trombosit membraninda lipid
peroksidaz {retimini azaltmasi ve glutatyon antioksidan sisteminde
degisiklik yapmasiyla kanitlanmistir. Propofoliin hayvan dokularindaki
lipid peroksit Uretimini azaltici etkisinin derecesi; 6zellikle karaciger ve

serebral mikrozomlar, arasidonik asit ve linoleik asitten zengin kimyasal
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ortam, Vit E eksikligi olan rat karaciger dokusu, iskemi-reperfiizyon
uygulanmis rat beyin dokusu gibi deney ortamlarindaki farkliliklara
bagl oldugu bildirilmistir®®.

Propofol ve dider lipofilik antioksidanlar, intraselliler pH'nin (pHi)
regilasyonu ile beyin korunmasina katkida bulunmaktadir™.
Astrositlerdeki pH’nin regilasyonunda; Na/H exchanger isoform-1
(NHE4), Na/K ko-transporter ve CI/HCO; exchangerler predominanat
ko-transporterlerdir. Sitozolde biriken protonlar, NHE+'in duyarl bdlgesi
ile birleserek plazma membraninda Na-proton yer degigimini artirir.
NHE,'den yoksun farelerde ataksi ve epilepsi olustugu gézlendidinden,
NHE/'in beyin fonksiyonlari igin énemli oldugu sonucuna varimisgtir.
NHE; aktivitesi, 5-N-ethyl-N-isopropyl amilorid (EIPA) gibi amilorid
analoglari ile selektif olarak bloke edilir. EIPA, bikarbonatsiz ortamda
bulunan astrositlerin, intraselliler asidik yuklerinden kurtulmasini
engellerken, fizyolojik bikarbonat konsantrasyonlarinda bu etkisini
gosterememektedir®.

Propofoliin, NHE; aktivitesini ve astrositlerdeki oksidan stres sirasinda
pHi duyarli glutamat emilimini korudugunu gdéstermeyi amaglayan bir
¢alismada, propofol ve tert-butylhydroperoxide (t-BOOH) maruz
birakilmis rat astrosit hiicre kiltirinde; pHi, intraselltler glutatyon
(GSH) konsantrasyonu ve glutamat uptake hizi 6lgtlerek pHi'yi
maniple etmek icin ortama NHE ve bikarbonat ilave edimistir. Elde
edilen sonuclar sunlardir: Glutamat uptake sisteminin ¢aligmamasi
ekstraselller ortamda glutamat birikimine ve néronlarin eksitotoksik
oélumune neden olur. Ortamdan glutamatin temizlenmesi, astrositler
araciligi ile olmaktadir. Astrositlerdeki oksidatif stres, ATP’yi tiketip Na-
K ATPaz' inhibe ederek intraselliler Na-proton seviyesini
ylkseltmektedir. Propofoliin, oksidasyonu inhibe etmesiyle, glutamatin
astrositlere emilimini ve sinaptik araliklardan temizlenmesini artirdigi
béylece eksraselliler ortamda toksik dizeyde glutamat birikimini

engelleyerek néronlarin  eksitotoksik  Slumiint  dnledigi  gdsterildi.
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Astrositler, sinaptik aralia salinmig glutamatin klclik pargalara
ayrilmasinda &nemli rol oynar®®.

Ayni sonuglar, E vitamininin, t-BOOH tarafindan indiklenen lipid
peroksidasyonunu baskilayarak gésterdigi antioksidan etki ile de
gorilar®. Propofol, fenolik OH gruba sahip olmasiyla o-tokoferole
benzerlik gosterir. Vit-E, lipofilik radikalleri stpiiren ve membrandaki
lipid peroksidasyonunu inhibe eden bir ajandir. Propofol t-BOOH'ya
maruz kalmis hicrelerde, NHE; aktivitesini ¢esitli mekanizmalarla
korumaktadir®;

1- Lipid peroksidasyonu inhibisyonu

2- t-BOOH nedeniyle olusan ATP tiketiminin engellenmesi (Astrositik
NHE; aktivitesi intraselltler ATP'ye baglidir)

3- Na kanallarini bloke etmesi ve Na/K ATPaz aktivitesini devam
ettirmesi ile NHE; inhibisyonuna neden olabilecek sitozolik Na
konsantrasyonu artisinin engellenmesi

4- NHE 'in regulatuar bélgelerini modiile ederek olugsan Na/H exchange
aktivasyonu.

Propofolun HOCI, siiperoksit, hidrojen peroksit ve OH radikallerini
direkt stpirici etkisi oldugunu gdsteren, insan plazmasi, rat karaciger
mitokondrisi, mikrozomlari ve beyin sinaptozomlari (izerinde yapilimig
calismada’®; propofoliin malon dialdehit (MDA) Uretimi Gzerine etkisi
calisilmis ve antiperoksidatif etkisinin, butilat hidroksi toluenle
karsilastirilabilir oldugu gésterilmistir. Propofol, ayni zamanda hidrojen
peroksit veya hidroksil, ferril ve oxo-ferril radikalleri ile baslatilan lipid
peroksidasyonunu inhibe etmektedir. Propofol, invitro ortamda zincir
kirici olarak etki eder ve daha stabil olan propofol fenoksil
radikallerinden H gikarmasi islemi ile olusan lipid peroksit radikallerini
stpurar’®.

Klinikte kullanilan konsantrasyonlarda propofol; nétrofil
polarizasyonunu, fagositozu ve insan PMN I6kositlerinde bakteri
6ldirme islemini baskilar. PMN l6kositlerinde bakteri dldiirme iglemi,
respiratuar burst (oksidatif 6ldiirme) seklinde oldugu icin antioksidan
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maddeler bu islemi baskilayabilir. Propofollin respiratuar burst
Ustiindeki etkisinin bir kismu, icerdigi lipid komponente bagl olabilir.
Anestezik konsantrasyonlarda propofol, nétrofil polarizasyonunda %50
inhibisyon yaparken, daha yiiksek konsantrasyonlarda tam inhibisyon
yapar '°.

Néronlar ve astrositlerde yiiksek affiniteli glutamat transporterleri
(Néronlardaki EEAT2/EAAC ve EAAT4 ile astrositlerde EEAT1/GLAST
ve EEAT2/GLT-1), plazma membraninda lokalizedir. Ekstraselller
glutamat konsantrasyonu; travma, inme ve oksidatif stresle karakterize
diger durumlarda da artar. Burada serbest radikallerin agin tretimi
denmesinin amaci, Uretim hizinin, eliminasyon hizindan fazla
olmasidir. Glutamat transporterieri redoks ajanlara duyarhdir. Ornegin
okside hidrojen peroksit, astrosit hiicre kulttrlerinde glutamat uptake’ni
engellerken bu islem thiol-spesifik rediktan dithiothreitol tarafindan geri
cevrilir. Propofoliin faydali etkileri eksitotoksik resepttrlere direkt
etkisiyle degildir. Clunkil propofol, néronal glutamat NMDA reseptor
aktivasyonuyla olusan, néronal hasart daha gok artinr. Reaktif oksijen
Grinleri, glutamatin néronal ve astrositik uptakeinden sorumlu, yiiksek
affiniteli Na bagimh glutamat transporterlerinin yapi ve fonksiyonunu
etkiler’".

lzole organeller kullanilarak yapilan ¢alismalarda propofoliin, rat
karaciger, mitokondri, mikrozom ve beyin sinaptozomiarinda oksidatif
strese bagh indiukienebilen lipid peroksidasyonunu &nledidi
gosterilmistir’".

Insanlarda yapilan bagka bir galismada: izofluran verilen grubunda kas
ve plazma MDA konsantrasyonlarinda anlamii bir artig varken, propofol
grubunda sadece plazma konsantrasyonlarinda hafif bir artig
gbzlenmistir’%.

Propofoliin, anestezik konsantrasyonlardaki uzamig uygulamalari,
yuksek affiniteli glutamat uptake'ini énlemis, D-aspartat salinimini ile
laktat dehidrogenaz salinimini  stimile etmisti. Bunu t-BOOH
sayesinde yapmistir. Propofol oksidatif stresten sonra orta derecede
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strese maruz kalmis astrositlerde volum sensitif organik anyon kanallari
(VSOAC) aktivasyonunu inhibe ederek ve bir ¢ok ciddi hasar gérmis
hiicrede, membran lizisini 6nleyerek eksitatuar amino asitlerin
salinimini  azaltir. Serebral korumada hem propofolun hem de
hipoterminin oksidatif metabolizmay1 baskilayarak katkida bulundugu
bildirimektedir’,

42



3. MATERYAL VE METOD

3.1. RATLARIN TEMIiNi VE DENEYLERE HAZIRLANMASI

T.C. Erciyes Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari Arastirma
Enstitistiinden temin edilen Wistar albino disi ratlar 6zel kafeslerde,
havalandirmasi olan, 20-22 °C sicakliginda los bir odada tutuldu,
standart rat pellet yem ve cesme suyu verildi. 200-250 g arasi ratlar

rasgele alinarak cerrahi iglem sirasinda gruplandiniidi.

3.2. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI

1. grup: Sham grubu (Sham) (n=4); Bu grupta eter anestezisi altinda
batin acgilarak vena cava inferior'dan 5 ml kan alinarak ratlar sakrifiye
edildi. Kafa servikal vertebradan kesilerek ayrildi. Foramen
magnumdan her iki temporal bdlgeye dogru skalp kesildi. Ayni hattan
kemikler kesilerek kaldinldi, beyin dokusu serbestlestirildi.

2, grup: Kontrol grubu (n=6); Hayvanlar eter anestezisi altinda
uyutulduktan sonra sagittal sttur hattina uyan median 1cm’lik bir kesi
ile skalp kaldirildi. Parietal kemikleri tizerine, 60 cm yikseklikten 60 g
agirigindaki cisim bir tip icinden disurilerek kapali kafa travmasi
olusturuldu®. Ratlar 24 saat sonra sakrifiye edilerek beyin dokulari

ctkanldi.
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3. grup: Propofol grubu (n=6); Kafa travmasi yapildiktan 10 dakika
sonra*! intra peritoneal (i.p) propofol (100 mg/kg) verildi. 24 saat sonra
ratlar yukarida anlatildigi gibi sakrifiye edilerek dokular ¢ikarild:.

4. grup: Eritropoietin (Epo) grubu (n=6); Ratlarda kafa travmasi
olusturulduktan 10 dakika sonra i.p. eritropoietin (5000 U/kg) verildi*'.
24 saat sonra ratlar yukarida anlatildidi gibi sakrifiye edilerek dokular

cikarildi.

5. grup: Propofol+Eritropoietin grubu; Kafa travmasi olusturulduktan
10 dakika sonra propofol (100mg/kg) ile eritropoietin (5000U/kg) birlikte

i.p. verildi.

Cikarilan beyin loblart hemen soguk izotonik su ile ykandi ve
aliminyum folioya sarilip -85°C derin dondurucuda biyokimyasal
testlerin yapilacadi zamana kadar saklandi. Alinan kanlar 1500xg’'de 15
dakika santriftj edilerek serumlari ayrildi ve ependorf tiplerine aktarildi.

Derin dondurucuda -85°C de saklandi.

3.3. BIYOKIMYASAL ANALIZLERDE KULLANILAN ALET VE
KIMYASALLAR

Calismada su aletler kullanilmistir: Santrifij cihazi (Rotina 48 RC
Germany), Spektrofotometre (Shimadzu UVv-1601 Japan),
homojenizatér (Ultra Turrax T25 basic Germany) , hassas terazi
(Mettler PM 100 l[svigre), derin dondurucu (Nuaire —85°C Ultralow
Freezer Japan), pH metre (Mettler Toledo MP 220 ingiltere).

Calismada kullanilan maddeler sunlardir: Kloroform, etil alkol, EDTA
(Na tuzu), NayCOs, (NH4)2S0,4, NaH,PO,, Na;HPO,4, %30 H02, NaNs,
KH2zPO4, 4-aminoantipyrine, fenol kristali hexadecyltrimethyl
ammonium bromid, HCI, n-butanol, kadmiyum graniilleri, NaOH,
CuSQ4, H2S04, NaNO,, Nas;B4sO;, ZnSO4, KNO,, triklor asetik asit
(TCA), NasSitrat, %85 fosforik asit, lityum stlfat ve brom (MERCK),
ksantin, Nitroblue tetrazolium (NBT), bovine serum albumin (BSA),
ksantin oksidaz (XO), glutatyon-rediikte formu (GSH), NADPH-redikte
formu, glycine (amino asetic acid), sulphonil amide (p-aminobenzen
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sulphonamide), N-(1-Naphthyl) ethylene diamine dihydrochloride,
sodyum tungstat, di-sodium molybdic acid ve CuCl, (SIGMA)
kullantimis olup analizler Biyokimya Anabilim Dall laboratuvarlarinda

yapilmigtir.

3.4. NUMUNELERIN KORUNMASI, HOMOJENIZASYONU VE
DENEY ICIN HAZIRLANMASI

Numunelerin Korunmasi:

Derin dondurucudan g¢ikarilan dokularin buzu ¢éziildikten sonra buzla
sogutuimus distile su ile yikandi. Bu islem 3 defa tekrarlandi.
Homojenizasyonda Kullanilan Reaktifler:

PH 7.5, 0.2 mM Tris-HCI tamponu; 0.2 mM olarak hazirlanan Tris
solusyonu ve HCI solisyonu 50/39.9 (v/v) oraninda karigtirlarak
hazirlandi. Tim ¢alismalarda bu tampon kullan:ld:.
Homojenizasyonda Yapilan iglemler ve Numunelerin Hazirlanmasi:
Yas agirliklari 1 g olarak ayarlanan beyin dokulan soguklugu muhafaza
edilerek temiz cerrahi makasla kigiuk pargalara aynldi. Cam tiupe
aktarilan doku tizerine 2 mi Tris-HCI tamponu eklendi. Buz doldurulmus
plastik kap igerisine yerlestirilen cam tiipteki doku 16.000 devir/dakika
hizda homojenize edildi. Son hacim doku agiriginin 10 kati olacak
sekilde tampon ilave edildi. Tekrar homojenize edilerek sure 3 dakikaya
tamamlandi. Homojenatin isisi artiriimadan ependorf tiplerine aktarildi
ve tlplerin Gzeri numaralandi. Yas doku agirligi ve ilave edilen tampon
miktarlar kaydedildi. Elde edilen homojenatlardan NO ve MDA tayinleri
yapildi.

Homojenatlar 3220 rpm/30 dakika + 6 °C sogutmali santrifiijde santrifijj
edilerek stipernatan elde edildi. Ayrilan stipernatanlardan CAT™®, XO ve
protein®’  tayinleri yapildi. Stpernatan 1/1 (v/v) oraninda
kloroform/etanol (3/5, v/v) ile vortexlenip cam tiipte 3220 rpm/40 dakika
devir sogutmali santrifiljde santrifiij edildi. Ustte olusan etanol fazindan
protein ve SOD enzim aktivite tayini yapildi.
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3.5. BEYIN DOKUSUNDA BiYOKIMYASAL ANALIZLER

3.5.1. SOD ENZIiMiNIN (TOTAL SOD) AKTIVITE TAYINi

SOD (EC 1.15.1.1) aktivitesi Sun ve arkadaglarinin metoduna™ ve
Durak ve arkadaslarinin’” tarifledigi modifikasyona gére tayin edildi. Bu
metodda SOD aktivitesi, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile Gretilen
sUperoksitin nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanir.
Olusan stperoksit radikalleri NBT'yi indirgeyerek renkli formazon
olusturur. Bu kompleks 560 nm’de maksimum absorbans verir. Enzimin
olmadigi ortamda bu indirgeme meydana gelip mavi-mor renk
olusmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise NBT indirgenmesi oimayip
mavi-mor renk meydana gelmemekte ve enzim miktar ve aktivitesine
bagli olarak acik renk olugsmaktadir.

Enzimin % inhibisyonu = (Absysr — AbSqum) / Absksr x 100

Bir SOD tnitesi; NBT rediksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesidir. Sonuclar U/mg protein olarak ifade edildi.

Kullanilan Reaktifler

0.3 mmol/L xanthine, 0.6 mmol/L EDTA (2 Na tuzu), 150 ymol/L NBT,
400 mmol/LNa;CO3;, 1g/L. bovine serum albumin ( BSA), xanthine
oxidase (XO), 2M (NH4)2SO4 , 0.8 mmol/L CuCl;

3.5.2. CAT enziminin aktivite tayini

Metodun prensibi: Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) aktivitesi Aebi'nin
metoduna gére ¢alisildi’. Hidrojen peroksit (H,02) 240 nm'de
maksimum absorbans verir. Deney ortamina ilave edilen H,O, katalaz
tarafindan su ve oksijene pargalanmakta, bu ise kendini ultraviyole
spektrumda absorbans azalmasi seklinde  géstermektedir.
Absorbanstaki bu azalma CAT enziminin aktivitesi ile dogru orantilidir.
Kullanilan reaktifler:

Fosfat tamponu (pH 7, 50 mM), absorbansi 0.500 nm’ye tampon ile
ayarlanmig olan H;O;'li fosfat tamponu (H,O; ¢ézeltisi).
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3.5.3. XO ENZIMININ AKTIVITE TAYINI

Analizin Prensibi: XO (EC 1.1.3.22) aktivitesi Prajda ve
arkadaslarinin’® metoduna gére caligiidi. Bu metotta XO aktivitesi;
numunede bulundugu farzedilen XO'in ortamdaki ksantinden trik asit
olusturmasi esasina dayanir. Olusan rik asit miktari, %100tk TCA
solisyonunun eklenmesi ile sabitlenir. Spektrofotometrede 293 nm
dalga boyunda absorbans degeri 6lgtiltr. Béylece 30 dakika igerisinde
uretilen Urik asit miktari belirlenir ve aktivite [U/mg protein cinsinden
ifade edilir.

Kullanilan Reaktifler:

Fosfat tamponu (50 mM, pH 7.5): 0,5mM Na,EDTA'll, 4mM ksantin,
TCA (%100, wiv).

Analizin Yapiligi:

0,5mM NaEDTA ve ksantin, numunelerle 37°C'de 30 dakikalik
inkllbasyona birakildi. TCA (%100) ilave edildi ve 3500xg'de 10 dakika
santrif(lj yapildi. StUpernatan alinarak énce kér sonra numune olmak
Uzere 293 nm dalga boyunda okunur. XO aktivitesinin hesabinda
standart olarak Urik asit kullanildi. Sonuglar U/mg protein olarak ifade
edildi.

3.5.4. MDA MIKTARININ TAYINi

Doku MDA duzeyi Esterbauer ve arkadaslarinin metoduna gére
cahstldi. Bu metodun prensibi, MDA'nin 90°-100 °C'de tiyobarbiturik
asit ile reaksiyona girebilme esasina dayanmaktadir. Bu TBA test
reaksiyonunda MDA veya MDA benzeri molekller TBA ile reaksiyona
girerek 532 nm'de maksimum absorbans veren bir pembe pigment
olugturur. Reaksiyon pH 2-3 ve 90 °C'de 15 dakika sire ile
gerceklestirilir.

Kullanilan Reaktifler:

29 mmol/L tiyobarbittrik asit (TBA) ¢ozeltisi (pH'st 2.8), 6 M HCI ve n-
Butanol kullanildi.
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Analizin Yapiligi: Ornekler énce mevcut proteinleri g¢dktirmek igin
kendinden iki kat fazla hacimde olan soguk 10%’luk (w/v) trikloroasetik
asid ile muamele edilir. Presipitat santrifijleme ile dibe ¢oktaruldr.
Sipernatandan bir miktar alinarak esit miktardaki % 0.67’lik (w/v) TBA
ile kaynayan su igerisinde 10 dakika reaksiyona sokulur. Soguttuktan
sonra absorbans 532nm'ye ayarlanmis spektrofotometrede okunur.
MDA miktarinin hesaplamalari ise standard olarak 1,1,3,3
tetramethoxypropane’in seri dilusyonlan ile elde edilen standart
grafijinden yapildi. Elde edilen sonuglar gram beyin doku agirligs

basina mikromol olarak ifade edildi.

3.5.5. NO MIKTARININ TAYINi

Vicutta endojen olarak (retilen nitrik oksitin doku ve viicut sivilarindaki
konsantrasyonu, pek ¢ok calismada nitrit ve nitrat olarak ifade
edilmistir. Cunkiu NO, tretildigi bélgede saniyeler iginde okside olarak
énce nitrite (NO2) daha sonra da nitrata (NO3) dénusir. Bununla
beraber proteinden zengin homojenat, serum ve plazma gibi
solusyonlarda spesifik olmayan reaksiyonlar meydana
gelebileceginden, Griess reaksiyonu ile élgimlerde belli bazi sikintilar
yaganmaktadir. Bu acgidan nonspesifik reaksiyonlarin  dnlne
gecebilmek igcin homojenatlari énce deproteinize edip daha sonra total
nitrit konsantrasyonlarini 6lgtldi. Zor olmakla birlikte in vivo olarak
direkt NO 8lciimi de mumkindur. Bu amagla NO proplarn gelistirilmistir
ama buniarin in vitro/ex vivo sartlarda ¢alisiimasi mimkin degildir.
Dokuda nitrit ve nitrat miktari deproteinizasyondan sonra Griess
reaksiyonu ile belirlendi. Total nitrit (nitrit + nitrat) konsantrasyonu
modifiye kadmiyum rediiksiyon metodu ile degerlendirildi. pH 9.7 glisin
tamponunda bakir (Cu) kaph kadmiyum grandileri deproteinize numune
sUipernatanti ile 90 dakikalik inkibasyon sonunda nitrat rediiksiyonu
saglandi. Uretilen nitrit; stifanilamid ve buna bagli N-naphthylethylene
diamin (NNDA) diazotizasyonuyla reaksiyon sonu olusan pembe rengin
545 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmasi ile belirlendi.
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Sonugta elde edilen nitrit konsantrasyonu ilk konsantrasyondan
cikarilarak nitrat miktar belirlendi®.

Kullanilan Reaktifler:

Kadmiyum grandilleri (Cd), pH 9.7 Glisin-NaOH tamponu, silfanilamid,
N-Naphthylethylene diamine (NNDA), 5 mmol/L CuSO4 0.1 mol/L
H,S0,, standart soltsyonu (0.1 mol/L NaNO,, 10 mmol/L NazB40Oy7), 75
mmol/L ZnSO4, 55 mmol/L. NaOH

Kadmiyumiarin Aktiflestiriimesi:

Kadmiyumlar 2.5-3 gr olarak 20 cc kapakli plastik taplere dagitilir.
Grantller deiyonize su ile yikanir. 1-2 dakika CuSQO, solisyonu iginde
bekletilir ve solisyon dokilir. Grandiller glisin tamponu ile yikanarak
deneyde kullaniiir.

Analizin Calisiimasi:

Deproteinizasyon iglemi: 500 yL numune + 2mL ZnSO, vortekslenir.
1.250 mL NaOH ilave edilip tekrar vortekslenir ve 3500xg'de 10 dakika
santrifijj edilir. Stipernatan numune olarak kullanilir.

En son glisin tamponu ile yikanmis aktif kadmiyum grandlla tiplerinin
Uzerine 1 mL glisin tamponu ilave edilir. 1 mL deproteinize numune
konur. Uzerine 2 mL deiyonize su ilave edilir. 90 dakika oda isisinda
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda 2 ml alinip {izerine 2.5 mL deiyonize
su, 1 mL sdlfanilamid, 1 mL NNDA ilave edilip 1 saat inklibe edilir. 545

nm’de kére karsi okunur.

Nitrit Standartlarinin hazirlanmasi:
Stok solisyon: 0.1 mol/L NaNO, hazirlanir. Hazirlanan standart
solisyonundan elde edilen “Optik Dansite (OD) — umol/L” grafidi ile

numune sonuglari hesaplandi.

3.5.5.EKSTRAKSIYONLU VE EKSTRAKSIYONSUZ NUMUNELERDE
PROTEIN TAYINi

Analizin Prensibi (Lowry Metodu): Alkali ¢ézeltide bakir-protein
kompleksi olusarak fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifini (Folin-
Ciocalteu-Phenol reaktifi) rediikler ve koyu mavi bir renk olugur. Burada
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rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Folin reaktifinin ilavesinde sunlara dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu
reaktif sadece asit ortamda dayaniklidir. Fakat ifade edilen bu
rediikleme ise pH 10 da olusmaktadir. Bu ylzden folin reaktifi stratle
alkali bakir-protein ¢dzeltisine ilave edilmeli ve vortekslenmelidir. Bu
uygulama ile fosfomolibdat-fosfotungstat (folin) reaktifi parcalanmadan
énce rediklenme olay! gergeklesir®’.

Kullanilan reaktifler:

CuSO,, NasSitrat, Na,COs3, NaOH,BPhenol-FoIin-Ciocalteu reaktifi
Analizin yapiligi: Standart grafi§i c¢izmek icin konsantrasyonunu
bildigimiz Bovin serum albuminden hazirlanmig ¢ozeltiler kullanildi.
“Optik dansite (OD) — mg/mL protein konsantrasyonu” grafigi cizilerek

protein degerleri bu grafikten okundu.

3.6- istatistiksel Analizler

statistikler Windows 95-98 uyumlu SPSS® 9.0 ile yapildi. Gruplarin
dagilimlart non-parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-Smirnov
Test ile degerlendiriidi. Gruplar normal dagiim gosterdiginden,
gruplarin karsilastiriimasinda parametrik testlerden; one-way ANOVA
testi ve Post Hoc testlerden LSD kullanildi. Gruplar i¢i korrelasyon
analizi icin Pearson Korelasyon testi kullanildi. Degerler ortalama *
standart deviasyon olarak verildi. Istatistiksel anlamlilik igin p<0.05 olan

degerler anlaml olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu deneysel galismadan elde edilen sonuglar Tablo 1 ve Sekil 1-5'te

6zet olarak verilmigtir.

Tablo 1. Beyin travmasi yapildiktan 24 saat sonra beyin dokular ¢ikarilan ratlarin
gruplara gore &lctilen oksidan/antioksidan parametrelerinin ortalamalari ve bunlara ait

istatistikse! aniamlilik testleri.

Gruplar CAT SOD XO MDA(nmol/ NO

(k/g prot) (U/g prot) (U/g prot) g yas doku) (umol/gyasdoku)
1-Sham 0.031£0.015 28.3+2.4  0.054+0.037 10.78+1.07 0.192+0.048
2-Kontrol ~ 0.030£0.011 27.8+6.4  0.139+0.047 17.38+3.70 0.296+0.034
3-Propofol  0.031£0.016 28.546.1  0.129+0.069 7.28+1.00  0.178+0.060
4-Epo 0.036+£0.018 30.5t7.5 0.068+0.040 6.88+1.22  0.190+0.083
5-Propofol+ 0.033+0.026 42.1+31.0 0.079+0.052 6.82+1.19  0.171+0.060
Epo
P degerleri
1-2 a.d. ad. 0.018 0.0001 0.014
1-3 ad. ad. 0.034 0.014 a.d.
1-4 a.d. ad. a.d. 0.007 a.d.
1-5 a.d. a.d. a.d. 0.006 a.d.
2-3 ad. ad. ad. 0.0001 0.003
24 a.d. a.d. 0.026 0.0001 0.006
2-5 ad. ad. ad. 0.0001 0.002
3-4 a.d. a.d. ad. a.d. a.d.
3-5 a.d. a.d. ad. ad. ad.
4-5 ad. a.d. a.d. ad. a.d.

CAT: katalaz, SOD: stperoksit dismutaz, XO: ksantin oksidaz, MDA: malondialdehit,
NO: nitrik oksit, Epo: eritropoietin
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4.1. DOKU CAT AKTIVITESI
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Sekil 1. Beyin dokusunda tespit edilen katalaz (CAT) aktivitelerinin gruplara goére
dagiimi. Sutunlar ve hata gizgileri sirasi ile ortalama ve standard deviasyonu

gostermektedir. Epo: eritropoietin

Sham grubundaki CAT aktivitesi degerleri genel olarak diger
arastirmalarla karsilagtirildiginda insan ve rat beyin dokularinda tespit
edilen degerlere yakindi. CAT aktivitesi agisindan gruplar arasinda

anlamli bir fark olmadig: tespit edildi.
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4.2. DOKU SOD AKTIVITESI
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Sekil 2 . Beyin dokusunda tespit edilen sliperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin
gruplara gére dagihmi. Sutunlar ve hata cizgileri sirasi ile ortalama ve standard
deviasyonu gdstermektedir. Epo: eritropoietin

Sham grubunda saptanan SOD aktivite degerleri daha énce yapilan
calismalarla karsiastirildiginda insan ve rat beyin dokularinda tespit
edilen degerlere yakin oldugu gérilda. Sham, kontrol, propofol ve Epo
gruplarinda 6iglilen SOD aktivite diizeylerinde gruplar arasi anlaml bir
fark olmadig! tespit edildi. Epo+Propofol grubunda, SOD aktivitesi
dizeyi diger gruplara gére daha yiiksek olmasina ragmen istatistiksel

olarak aniamlilik saptanamadi.
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4.3. DOKU XO AKTIVITESI
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Sekil 3. Beyin dokusunda tespit edilen ksantin oksidaz (XO) aktivitelerinin gruplara
gdre dagilimi. Sutunlar ve hata cgizgileri sirasi ile ortalama ve standard deviasyonu
gostermektedir. *p=0.018 sham grubu ile kargilastiridiginda, **p=0.034 sham grubu
ile kargilagtiniidiinda, tp=0.026 kontrol grubu ile karsilagtiriidigimda.

Kontrol grubunda XO aktivitesi, sham grubuna gére yaklagik olarak
%250’lik bir artis gosterdi. Propofol grubunda ise XO aktivitesi sham
grubuna gére yaklasik %200’ltk bir artis vardi. Bu degerler istatistiksel
olarak anlamhydi. Epo ve Epo+propofol grubundaki XO aktivitesinde,
sham grubuna gére anlamii bir fark yoktu. Epo grubunda, kontrol
grubuna goére XO aktivitesi anlamli dizeyde dusikti. Epo ve
Epo+propofol grubundaki XO aktivitesi kontrol grubuna gére disgik

olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi.
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4.4. DOKU MDA DUZEYi
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Sekil 4. Beyin dokusunda tespit edilen malondialdehit (MDA) duzeylerinin gruplara
gore dagiimi. Sutunlar ve hata gizgileri sirasi ile ortalama ve standard deviasyonu
gostermektedir. *p=0.0001 sham grubu ile kargilastirildiginda, **p=0.014 sham grubu
ile karsilastirildiginda, 1p=0.007 sham grubu ile karsilastinidiginda, $p=0.006 sham
grubu ile karsilagtinldifinda, #p=0.0001 kontrol grubu ile karsilastinidiginda. Epo:
eritropoietin.

Kontrol grubunda MDA diizeyi sham grubuna gére oldukga yilksekti ve
bu yukseklik istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.0001). Propofol, Epo ve
propofol+Epo gruplarinin MDA diizeyi sham grubuna goére anlaml
olarak diisiktu (p<0.014, 0.007, 0,006) . Propofol, Epo ve propofol+Epo
gruplarindaki MDA dlzeyi kontrol grubuna gére istatistiksel olarak
olduk¢a dusik duzeydeydi (p<0.0001, 0.0001, 0.0001).
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4.5. DOKU NO DUZEYi
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Sekil 5. Beyin dokusunda tespit edilen nitrik oksit (NO) dizeylerinin gruplara gére
dagilimi. Sutunlar ve hata gizgileri siras| ile ortalama ve standard deviasyonu
gostermektedir. *p<0.014 sham grubu ile karsilastiriidiginda, 1p=0.003 kontrol grubu
ite kargilastinldifinda, 1p=0.006 kontrol grubu ile karsilastinidiginda, #p=0.002
kontrol grubu ile karsilagtiridiginda. Epo: eritropoietin

Kontrol grubundaki NO diizeyi, sham grubuna gére oldukga yiiksek
bulundu (% 50) ve bu sonug istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.014).
Propofol, Epo ve propofol+Epo gruplarinin NO dizeyi ile sham grubu
arasinda farkli bulunmadi. Propofol, Epo ve propofol+Epo gruplarindaki
NO dizeyi kontrol grubu goére yaklasik %80 daha az olarak bulundu. Bu
sonug istatistiksel olarak anlamliyd! (p< 0.003, 0.006, 0.002).
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5. TARTISMA
Beyin dokusu birgok 6zelligi nedeni ile ROS hasarina daha ¢ok yatkin

bir organdir. Bunlar kisaca asagida siralanmistir®.

1) Beyin dokusunu olusturan hiicrelerin membranlarn lipid bakimindan

diger organlarin hiicrelerinden daha zengindir.

2) N&ronlarin membran/sitoplazma oranlan diger hiicrelere gére daha

buytktur, yani oran membran yéniine dogru kaymistir.
3) Oksidatif metabolik aktivite oldukga yiiksektir.

4) Oksidan stresten koruyucu enzimler olan antioksidan enzimler,
6zellikle de CAT ve glutatyon peroksidaz aktiviteleri distktur.

5) Spesifik nérokimyasal reaksiyonlarla endojen olarak fazla miktarda

ROS uretilmektedir. Bunun en iyi 6rnegi dopamin oksidasyonudur.

6) Periferal hasara yatkin olan uzamis akson morfolojisi ile uyumiu

néronlara 6zgi 6zelliklerinin varhgi.

7) Néronlarin son bélinmesini tamamlamis olmasi ve dolayisiyla
bélinememesi hasara ugrayan hicrenin yerine yenisinin gelememesi
sonucunu dogurmaktadir, bu da dokunun hasara daha yatkin hale
gelmesine neden olmaktadir. Beyin dokusu butin bu &6zellikleri
dolayisiyla oksidatif strese diger doku ve organlardan daha yatkindir.
Bu yizden korunma ihtiyact diger dokulardan daha fazladir. Bunlarin

disinda ayrica beyinin diger organ ve dokulara gore fazladan serbest
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radikal Uretiminin arttinldigi bazi metabolik yollara sahip oldugu
gorilmektedir. Bu yollar ¢zetle dopamin, adrenalin ve noradrenalin gibi
yikildiginda serbest radikal Uretimine sebep olan hormonlardir®. Ayrica
bunlarin ara Urinleri de ayni sekilde otooksidasyona ugrayarak ROS
dretimini arttirabilmektedir. Ozellikle iskemi, hipoksi ve travma gibi
oksijenlenmenin azaldi§i veya tamamen ortadan kalktigi durumiarda
6zellikle reperflzyondan sonra disaridan antioksidanlarin takviye
edilmesine ihtiyac vardir®.

Bu deneysel arastirmada kafa travmasi olusturulan ratlara, travmanin
olusturacagi birincil ve ikincil patolojileri engellemek amaci ile gruplara
propofol ve Epo verildi 34598970.71.7273.74 hir gryba ise her iki ajan
birlikte verildi. Beyin dokusunda antioksidan enzimlerden CAT ve SOD
aktiviteleri, oksidan bir enzim olan XO aktivitesi, membran lipid
peroksidasyonunun son urini olan MDA dizeyi ve ayrica ayni
zamanda bir serbest radikal oldugu kabul edilen NO diizeyi &iguldu.
CAT ve SOD enzim aktivitelerinin sadece, travma olusturulan grupta ve
travma ile birlikte yukanda adi gegen ajanlarin uygulandigi gruplarda
hicbir degisiklige ugramadigr tespit edildi. Beyin dokularinda CAT
aktivitesinin SOD aktivitesine goére bir hayli distk oldugu tespit edildi
(yaklagitk 1000 Kkat). Beyin dokusunda antioksidan enzimlerin
aktivitelerinin diger organ ve dokulara gére daha az oldudu bilinen bir
gercektir’®. XO aktivitesi, travma olusturulduktan sonra yaklasik 2.5 kat
artti, propofol verilmesi aktivitede herhangi bir degisiklie neden
olmadi. Ancak Epo’in tek basina verilmesi aktiviteyi sham grubunun
degerine kadar geriletmese de dnemli éi¢lide azaltti. Epo’nun propofol
ile birlikte verilmesi XO aktivitesini kontrol grubu ile karsilastirildiginda
6nemli derecede azaltmakla birlikte bu istatistiksel olarak aniamh
degildi. Bu deneysel galismada elde edilen en garpici bulgular MDA
dizeyi ile ilgili bulgulardir. Kontrol grubunda kafa travmasi
olusturulmasi beyin dokusunda lipid peroksidasyonunun artmasi ile
sonuglandi. Propofol, Epo ve ikisinin birlikte verildigi durumlarda kafa

travmasi sonucu olusan lipid peroksidasyonu énemli derecede azald!.
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Her bir uygulamada MDA dizeyi sham grubunda saptanan diizeyden
daha da dustk idi. Propofol ve Epo’in birlikte ve ayri ayn verildigi
durumlarda beyin dokusunu travmaya karsi korudugunun acik bir delili
olarak lipid peroksidasyonunu &nleyici etki yapmistir. MDA dizeyindeki
degisimlere benzer degisimlerin NO diizeyinde de oldugu saptandi.
Travma, beyin dokusunda muhtemelen NO sentezleyen vyollarin
aktivitesinin artmasi ile NO dlizeyini arttirdi, travma ile eszamanli olarak
ayri ayri veya birlikte verilen propofol ile Epo, NO artigint kontrol altinda
tutarak sham grubunda saptanan degerlere yakin degerlerin
g6zlenmesine neden oldu. Sonuglara toplu olarak bakildijinda; verilen
ajanlarin, antioksidan enzimler (SOD, CAT) (zerine herhangi bir
etkisinin gdézlenmemesi g6z ardi edilecek olursa, travmanin doku hasari
olustururken kullandi§i muhtemel biyokimyasal ve fizyolojik yolaklarin
tedavi etme ve koruma amaci ile ratlara verilen ajanlarin etkisi ile baski
altina alindig1 séylenebilir. Bu bulgulardan hareketle her iki ajanin kafa
travmasinin baglangi¢ asamalarinda birlikte veya ayri ayri verilmesinin

ikincil hasara karsi koruyucu oldugu sdéylenebilir.

Epo’nun normalde KBB’ni gegemeyecek blyulklikte olmasina ragmen
KBB'nin bitiinlagini bozan durumlarda sistemik dolagima verilen Epo
KBB’ni gecebilir*’. Epo’nun néron koruyucu etkisinin gorilebilmesi icin
travmadan 24 saat 6nce veya travmadan sonraki ilk 3 saat iginde
verilmesi gerektigi bildiriimektedir*'. Bu nedenle ¢alismamizda Epo i.p.

olarak travmadan 10 dk sonra verildi.

Propofolun (2,6-diizopropilfenol) yapisi incelendiginde E vitamininin
yapisina ¢ok benzedigi gérﬂlmektedir“. Molekiiler yapisinda bulunan
hidrokarbon zincirler bu bilesigin tipki E vitamini gibi membraniari
kolayca gecgebilmesini veya burada lokalize olarak oksidatif strese karsi
bir duvar olusturmasini saglamaktadir. Dolayisiyla E vitaminine benzer
olarak tasidi§i gruplar antioksidan o6zelliklerinin de ayni zamanda

temelini olusturmaktadir®®.
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Kafa travmasindan kisa slire sonra olugsmaya baslayan ve hizla
ilerleyen beyin &demi, birgcok patolojik sirecin baglamasina neden
olmaktadir, bunlardan en énemlilerinden biri de hi¢ siphesiz damarsal
yapilarin baski ile daralarak hipooksijenasyona ve ayrica anoksiye
neden oimasidir. Beyin travmaya maruz kaldiginda, serebral
otoreglilasyon bozulur ve kiliclk serebral arterler genigler, kapiller
hidrostatik basing artar, kan plazmasi interselliler alana gegerek
beyinde dolasim bozukiugu meydana getirir'. Dolayisiyla travma
sonrasinda ardi sira meydana gelen olaylar kismen iskemi tablosuna
benzemektedir®. Beyinde bu tur hasartarinin éniine gegmek i¢in birgok
ajan denenmistir, bunlarin en énemlilerinden biri E vitaminidir®®®%%. E
vitamini yapisinda bulundurdugu hidroksil grubu nedeniyle elektron alip
verme 6zelligi kazandigindan dolay! antioksidan karakterli bir vitamin
olarak bilinmektedir. Ayrica yapisinda bulunan uzun hidrokarbon zinciri
ve halkasal yapilar nedeni ile daha ¢ok lipidlere benzedidinden bitin
lipid vyapilarini, yani membranlart kolayca gecgebilmekte veya
membranlarin yapisi igine lokalize olarak oksidatif strese oldukga yatkin
olan lipid yapilarini membranlarin oksidatif stres sonucu olarak
gelisebilecek lipid peroksidasyonuna kaEgl korumaktadir. Gegis
elementlerinin veya redoks potansiyeline sahip elementlerin varliginda
ozellikle hidrojen peroksitten Fenton reaksiyonu olarak bilinen bir
reaksiyonla daha potent bir ROS olan hidroksil radikali (OH)
Uretilmektedir. Bu radikalin yan 6mrii c¢ok kisa olmakla birlikte
bulundugu ortamdaki kimyasal bilesiklerle veya vyapilarla kolayca
reaksiyona girerek hasar olusturabilecek kapasitededir®'. Bu hidroksil
radikalleri 6zellikle membranlarda bulunan c¢oklu doymamis yag
asitlerle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonuna neden olmakta,
membranin (¢ boyutlu yapisini degistirmekte, membran iginde lokalize
olan ve transporter, reseptér veya yapisal fonksiyon gdren proteinlerin
fonksiyonlarini etkilemekte, membranin gegcirgenligini degistirmekte ve
segici gegirgen 6zelligini yok etmektedir. Ayrica kalsiyumun sitoplazmik

konsantrasyonunun asir artmasi sonucu, bu iyonun ikinci haberci
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fonksiyonu gérmesinden dolay! birgok metabolik slreci tetiklemekte,
hiicreler kontrolti kaybettijinden dolayr apoptozis veya nekroz
meydana gelmektedir®. Bunlarin disinda ortamda bulunan anormal
miktardaki stperoksit radikali (O27), yine nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimleri tarafindan sentez edilen NO ile birleserek peroksinitrit
(ONOOY) uretme egilimindedir®™. Peroksinitrit ise cok kuvvetli bir
oksidan ajandir. Hicre iginde veya htcreler arasi sivida olustugunda
biyomolekullere etki ederek onlarin yapisini bozmakta ve zarar
vermektedir. Aminoasitler, proteinler, lipidler, DNA ve RNA dahil olmak
Uzere diger ROS turleri gibi btitin biyolojik yapilara zarar vermektedir.
Goruldaglu gibi ROS turlerinin birbirleri ile reaksiyonlarinda olusan
ikincil Grinler de oksidatif stresin zararll etkilerine katkida

bulunmaktadir.

Anestezik bir ajan olan propofol ayni zamanda yodun bakim
Unitelerinde sedatif olarak da kullaniimaktadir. Bu ajan yaklasik olarak
son on yi antioksidan ozellikleri nedeni ile de ayrica ilgi odagi
olmustur®®. Bu etkileri hem in vitro hem de in vivo deneylerde

gosterilmistir®” .

Eritropoietin (Epo) iki di stlfur képrisiinden olusan ve 165 aminoasitten
kurulu bir glikoproteindir. Asil gérevi eritroid seri hiicrelerinde tretimi ve
farklilagmay! saglamaktir. Bununla birlikte eritropoietin reseptérierinin
eritroid hiicre serilerinin  disindaki htcrelerde (karaciger stroma
hucreleri, néronlar, testiktler leydig hticreleri gibi) bulunmasi Epo’nun
eritropoezis diginda fonksiyonlar olabilecegini dustndurmustir. Wu ve
arkadaslarnin®® yaptiklart deneysel caligmada, fare embriyosunda
Epo'suz sartlarda kardiyogenezisin ve damarsal agin gelismesinde
spesifik defekt oldugu gosterilmistir. Yasuda ve ark tarafindan Epo’nun
fetusta SSS'nin gelismesinde o6nemli rolu olduunu gésteren
caligmalarinda embriyoda Epo'suz sartlarda nérogenezisin durdudu

gosterilmistir?’.
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H2O, canli dokular i¢in zararli bir Grindir. Bu metabolit GSH px
tarafindan suya donustirilerek detoksifiye edilir. Epo GSH px’in
Uretimini uyarir. Calismamizda tespit edilen bazi bulgular oldukca
6neme sahiptir. Normalde c¢ekirdekli hiicrelerde pirin bazlarinin
yikiminda son asamalarda etkili olan XO enzimi blylk bir oranda
ksantin dehidrogenaz halinde bulunmaktadir®®. Iskemi durumlarinda
enzim molekill proteolitik bir pargalanmaya ugrayarak XO enzimine
donustr'®. XO aktivitesi ile her bir substratin iglenmesi esnasinda
sitokiyometrik olarak siiperoksit radikali Gretilir. Bu radikal tretildigi
ortamda fazla miktarda oldugunda lipidler basta olmak Uzere butln
biyolojik yapilara zarar verebilmektedir. Bu ¢alismada, sadece travma
olusturulan kontrol grubunda iskemik durumlara benzer sekilde XO
aktivitesinde 6nemli bir artis meydana geldi. Bu artis ayni zamanda
beyin dokusunda oksidatif stresin arttiginin bir géstergesidir. Epo tek
basina veya propofol ile kombine olarak verildijinde XO aktivitesi sham
grubuna yakin ¢ikmistir. Bu; Epo’nun antioksidan 6zelligi ile ksantin
dehidrogenaz enziminin XO haline dénismesini engellenmesine

baglanabilir.

Kontrol grubunda, MDA diizeyinin artmasi XO artisi ile paraleldir. MDA
artigi da oksidatif stresin artisinin bir géstergesidir. Propofol ve Epo ayri
ayri ve birlikte kullanildiklarinda beyin dokusundaki MDA dizeylerini
dusturmdstur. Diger bir ifade ile bu iki antioksidan ajan lipid
peroksidasyonunu engellemektedir. Bu bulgudan hareketle, propofol ve
Epo’'nun her ne kadar antioksidan enzimlere etkileri gézlenmese de
direkt antioksidan etkileriyle travmaya bagh doku hasarini

engelleyebilecegini styleyebiliriz.

Deney gruplarimizdan kontrol grubunda beyin dokusu NO diizeyinin
artmast hasarin ilerlemesi ve devamhlig! agisindan oldukga 6nemlidir.
Gunkl yukanda da bahsedildigi gibi XO’nun Griini olan siperoksit
radikali ile NO birlesince olduk¢a oksidan ve potent bir molekil olan
peroksinitrit olusmaktadir.*® Peroksinitrit membran yapilarinda daha ileri

bozulmalara sebep olabilir. NO artigsinda s6z konusu olan enzim
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muhtemelen beyin dokusunda en fazla bulunan NOS izoenzim néronal
NOS'tur (nNOS)?. Fakat beyinin damar dokularinda endotelial NOS da
bulundugundan bu izoenzimin de artigstan sorumlu olabilecegdi veya en
azindan katkisi olabilecedi soylenebilir. Bazi arastiricilar 6zellikle
iskemik ortamlarda NO duzeyinin artmasini dokuya zarar veren bir
degisiklik olmayip tam tersine dokuyu korumaya yd&nelik bir degisiklik
olarak tarif etmislerdir'® %2 Cunkii NO artigi, diger bir agidan
bakildiginda, sUperoksit radikalinin tiketimesi ve ortamdan
uzaklastinlmasi anlamini tasimaktadir. Bu yolla siperoksit radikali
hidrojen peroksite, o da hidroksil radikaline doénusturtlemediginden
doku hasarinin daha az olmasi ihtimali vardir. Her ne kadar asin NO
tretilmesi ile olusumu hizlanan ONOQ", dokulara ¢ok zararli bir bilegik
olsa da diger bir zararl yolun isleyisini durdurdugundan faydali olarak
degerlendiriimistir'® "% Hangi yolun tercih edildiginde beyin
dokusunun daha c¢ok korunacagl ise yoruma agiktir. Bizim
bulgularimizin isi§inda bir yorum yapmak gerekirse, beyin dokusu
hasarinin énemli bir géstergesi olan MDA duzeylerine bakildiginda NO
artisinin dokuya zarar verdigi gérilmektedir. Propofol ve Epo verilen
gruplarda NO artisi MDA duzeylerinde oldugu gibi engellenmistir.
Burada akla en yakin olan yorum bu ajanlar antioksidan 6zelliklerinin
diginda bir yolla NOS aktivitesini ve bdylece NO dizeyini azaltmis
olabilirler. Epo’nun néronlardaki fonksiyonlari heniiz tam agik degildir.
Ama Ca™ akiminin dizenlenmesi, NO Uretiminin dizenlenmesi,
apopitoz genlerinin dlzenlenmesi ile noéroprotektif etki edebilecegi
dustnulmektedir'®. Diger bir yorum ise NO'nun bizim deney
sartlarimizda élgmedigimiz bir metabolit haline gevrilmesi ihtimalidir. Bu
ajaniar, hangi yol kullanilirsa kullanilsin sonug olarak NO ve MDA
dizeyinin azalmasina paralel olarak beyin hasan olusumunu
azaltmistir.

Serbest radikaller endojen ve eksojen yollarla strekli olarak iiretiimekte
olup fizyolojik kosullarda bunlari yok eden antioksidan sistem ile

dengede oldugu icin herhangi bir sorun olusturmaziar. Membranlarda
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prostaglandin sentezi, mitokondrial ve mikrozomal elektron transport
sistemleri, oksidan enzimler ve dider bazi yollar endojen olarak serbest
oksijen radikallerinin retildigi yerlerdir. Bu dretilen serbest oksijen
radikalleri veya daha genel bir siniflama ile reaktif oksijen ttrleri (ROS)
antioksidan &zellikli proteinler, enzimler ve kimyasal bilesiklerle siki bir
sekilde kontrol altinda tutulurlar®®. Oksidatif stresin artmasi ve/veya
antioksidan sistemin zayiflamasi, ROS kaynakli hasarlarin olusmasi
icin baslangic asamasini olusturmaktadir. Bu sekilde dengenin
vicudun aleyhine bozulmasi en siklikla iskemi reperfiizyon
hasarlarinda kendini géstermektedir. Ornegin nérolojik bozukluklardan
stroke, iskemi reperflizyon hasarini animsatan 6zelliklere sahip olan ve

oksidatif stresin biytik rol oynadigi klinik bir patolojidir®38%°.

Klinik agidan dusunuldiginde, kafa travmasi ile getirilmis acil vakalarin
ameliyatlarinda segilmesi gereken anestezik ajanin ayni zamanda
oksidatif stresi azaltici etkisi ve travmanin ileri patolojilerini énleme
kapasitesine sahip olmasi gerekmektedir. Propofol bu agilardan uygun
bir ajan gibi gériinmektedir.

Bu ¢alismada farkli néroprotektif 6zellikleri bilinen Epo ve propofol, ayri
ayri ve birlikte verildi. Birlikte verilmelerinin amaci ndéroprotektif
kapasitelerinde sinerjistik bir etki olup olmadiginin incelemektir.
Caligmanin sonunda bu ajanlarin birlikte verilmelerinin tek baslarina

verilmesine bir Gstunltgd olmadigini gérdik.
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6. SONUG

Antioksidan ¢zellikleri nedeni ile hasarin olugumunu engelleme veya en
azindan oksidan sireci geciktirme konusunda basarili olacagini
hipotetik olarak varsaydiimiz Epo ve propofolin travmanin ikincil
hasarlarindan koruyucu o6zellikleri oldugunu tesbit ettik. Beyin gibi
oksidatif hasara oldukga yatkin olan bir organin travmadan sonra lipid
peroksidasyonundan bu ajanlarin uygulanmasi ile korundugunu azalan
MDA duzeyleri ile gosterdik. Ayrica oksidan bir enzim olan XO
aktivitesinin ve serbest radikal olarak kabul edilen NO'nun propofol ve
Epo verilen gruplarda birbirinden bagimsiz olarak azalmasi bu ajanlarin
etkinligini gosteren iki ayri parametredir. Ancak, bu ajanlarin
antioksidan etkinlikleri konusunda daha kapsamh in vitro, in vivo ve

klinik galigmalara ihtiyag vardir.
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7. OZET

Bu calismada, ratlarda olusturulan kafa travmasinda propofol ve
eritropoetinin antioksidan enzimlerden CAT ve SOD aktivitesi, oksidan bir
enzim olan XO aktivitesi, membran lipid peroksidasyonunun son Griini
olan MDA diizeyi ve NO duzeyi tizerine etkilerini aragtirmayl amagladik.
Toplam 28 adet wistar albino disi rat kullanildi ve deney gruplart sham,
kontrol, Epo (5000 U/kg), propofol (100 mg/kg) ve Epo (5000
U/kg)+propofol (100 mg/kg) olarak olusturuldu.

SOD ve CAT duzeylerinde gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu. MDA
ve NO dizeyleri Epo, propofol ve Epo+propofol gruplarinda kontrol
grubuna gére anlamh dustikti. XO duzeyinde ise Epo grubunda kontrol
grubuna gére anlamh bir dusUs varken, propofol grubunda sham
grubuna gére anlaml ylksekti.

Sonug olarak kafa travmasi sonrasi verilen Epo ve propofol MDA, XO
ve NO dizeylerini normal beyin dokusu diizeyine disirdil. Bu nedenle,
‘Epo ve propofolun beyin dokusu igin antioksidan 6zellik tasidigini
diuslinmekteyiz. Epo ve propofolin birlikie veriimesinin ayn ayri

verilmelerine bir Ustunlilk saglamadi§ saptandi.
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SUMMARY

In this study we aimed to examine the effects of propofol and
erythropoietin on antioxidant enzymes (CAT, SOD) activity, oxidative
enzyme (XO) activity, NO and MDA that is the last product of
membrane lipid peroxidation in the rats with closed head truma.

28 wistar albino female rats were allocated to five groups as sham,
control, Epo (5000 U/kg), propofol (100 mg/kg) and given both Epo
(5000 U/kg) and propofol (100 mg/kg).

There were no significant differences in SOD and CAT tissue levels in
all groups.MDA and NO levels were decreased significantly in Epo
(5000 U/kg), propofol (100 mg/kg) and given both Epo + propofol
groups.

XO enzyme activity was significantly lower in Epo group than in control
group and significantly higher in propofol group than in sham group.

As a result; after head trauma Epo and propofol decreased MDA, NO,
XO levels to baseline levels. Therefore; we thougth that Epo and
propofol both have antioxidant properties for brain tissue. This
experimental study has shown that; combination of Epo and propofol
had no significant advantages against Epo or propofol alone.

67



8. KAYNAKLAR

1- Gokalp HZ, Erongun U: Kafa travmalari Norosiruji Ders Kitabi
Ankara Mars, 1988; s. 202-234.

2- Ozben T: Pathophysiology of cerebral ischemia. Mechanisms
involved in neuronal damage. In: Free Radicals, Oxidative stress, and
Antioxidants (Eds. Ozben T). Plenum Press, New York, 1998, p.163-
187.

3- Sagara Y, Hendler S, Khoh-Reiter S, Gillenwater G, Carlo D,
Schubert D, Chang J: Propofol hemisuccinate protects neuronal cells
from oxidative injury. J Neurochem 1999; 73: 2524-2530.

4- Marti HH, Bernaudin M, Petit E, Bauer C: Neuroprotection and
Angiogenesis. Dual Role of Erythropoietin in Brain Ischemia. News
Physiol Sci 2000;15: 225-229.

5- Jennett B, Lindsay KW: Temel Nérosiriirji. Ceviri:Ozcan OE, Turgut
M, Agikgéz B. 1994, s. 229-232.

6- Miller JD, Piper IR, Jones PA: Neurotrauma: Trauma
Pathophysiology of Head Injury. Mc Graw-Hill US 1996; p. 61-64.

7- Deyne D, Cathy Sl:.The Acute Care of Traumatic Brain Injury.
Current Opinion Anaesth 2001;14(5) 475-48.

8- Laurer HL, Mcintosh TK: Experimental Models of Brain Trauma.
Current Opinion Neurol 1999; 12(6): 715-721.

9- Klatzo |: Neuropathological Aspects of Brain Edema. J Neuropathol
Exp 1967; 26: 1-14.

10- Miller JD: Traumatic brain swelling and edema. In Cooper PR (ed):
Head injury. Baitimore, Williams and Wilkins 1993; p. 331-353.

11- Pollay M: Bload Barrier; Cerebral Edema. Wilkins RH, Rengachary
SS(eds): Neurosurgery, Mc Graw Hill, New York, Second Edition,
Volume |, 1996; p. 335-340.

68



12- Brightman MW: The anatomic basic of the blood-brain barrier. In
Neuwalt EA (ed): Implication of the blood-brain barrier and its
manipulation. NY Plenum Medicale Book, Volume 1, 1989; p. 53-58.
13- Weed LH, Mc Kibben PS: Pressure changes in the cerebrospinal
fluid following intravenous injection of solutions of various
concentrations. Am J Physiol 1919; 48: p. 512-530.

14- Alp H: Beyin Odemi. Temel Nérosurirji 1. Ankara 1997; p. 1-15

15- Whal M, Utenberg A, Baetmann A, Schilling L: Mediators of Blood —
Brain Barrier Disfunction and Formation of Vasogenik Brain Edema. J
Cereb Blood Flow Metab 1988; 8: 621-634.

16- Utenberg A, Schmidth W, Whal M, Baetmann A: Role of
Leukotrienes as Mediator Compaund in Brain Edema. In Long D (ed)
Advences in Neurology NY Raven Press, 1990; p. 211-215.

17- Gros PM: Cerebral Histamine: Indications for Neuronal and
Vascular regulation. J Cereb Blood Flow Metab1982; 2: 3-23.

18- Hatton J: Pharmacological Treatment of Traumatic Brain Injury: A
Review of Agents in Development. CNS Drugs 2001; 15(7): 553-581.
19- Demopoulos HB, Flamm E, Seligman M, Pietronigro DD: Oxygen
Free Radicals in Central Nervous System Ischemia and Trauma. In
Autor AP (ed) Patholology of Oxygen, NY, Academic Press 1982, p.
127-155.

20- Harris RJ, Symon L, Branston NM, Bayhan M: Changes in
Extracelluler Calcium Activity in Cerebral Ischemia. J Cereb Blood Flow
Metab 1981;1: 203-2009.

21- Brent JA, Rumack HH: Role of Free Radicals in Toxic Hepatic
injury |. Free Radicals Biochemistry, Clinical Toxicology 1993; 31: 139-
171.

22- Palmer RM, Ferrige AG, Moncada S: Nitric Oxide Release
Accounts For The Biological Activity of Endothelium-Derived Relaxing
Factor. Nature 1987; 327: 524-526.

69



23- Furchgott RF, Zawadzki JV: The Obligatory Role of Endothelial
Cells in The Relaxation of Arterial Smooth Muscle by Acetylcholin.
Nature 1980; 288: 373-376.

24- Fridovich L:Superoxide Radical and Superoxide Dismutases. Annu
Rev Biochem 1995;64: 97-112.

25- Halliwell B, Gutteridge JMC: Free Radicals in Biology and
Medicine. Second Edition Clanrendon Press, Oxford, 1989.

26- Halliwell B: Reactive Oxygen Species in Living System: Source,
Biochemistry and Role in Human Disease. The Am J Medicine 1991;
91 (3C): 14-22.

27- Packer L: Methods in Enzymology Oxygen Radicals in Biological
System. Academic Press Inc, Orlando Florida, 1984.

28- Mariotto S, Cuzzolin L, Adami A, DelSoldato P, Suzuki H, Benoni
G: Effect of A New Non-Sterocidal Anti-Inflamatory Drug,
Nitroflurbiprofen on The Expression of Inducible Nitric Oxide Syntase in
Rat Neutrophils. B J Pharmacol 1995;115: 225-226.

29- lkeda Y, Long DM: The Molecular Basis of Brain Injury and Edema:
The Role of Oxygen Free Radicals. Neurosurgery 1990; 27: 1-11.

30- Turrens JF: Superoxide Production by The Mitochondrial
Respiratory Chain. Biosci Reports 1997; 17: 3-8.

31- Beckman JS, Liu TH, Hogan EL, Freeman BA, Hsu CY: Oxygen
Free Radicals and Xanthine Oxidase in Cerebral Ischemic Injury in Rat.
Soc Neurosci 1987; 13:1498.

32- Saugstad OD: Hypoxanthine as an Indicator of Hipoxia; Its Role in
Health and Disease Through Free Radical Production. Pediatr Res
1988; 23: 143-150.

33- Bralet J, Schreiber L, Bouvier C: Effects of Asidosis and Anoxia on
[ron Delocalization From Brain Homogenats. Biochem Pharmacol 1992;
43: 979-983.

34- Sies H, De Groot H: Role of ROS in Cell Toxicity. Toxicol Letters.
1992; 64/65: 547-551.

70



35- Aydin A, Sayal A, Isimer A: Serbest Radikaller ve Antioksidan
Savunma Sistemi. GATA yayinlari, Ankara, 2001;20: p. 2-71.

36- Chada S, Whitney C, Newburger PE: Post-Transcriptional
Regulation of Glutathione Peroksidase Gene Expression by Selenium
in The HL-60 Human Myeloid Cell Line. Blood 1989; 74.: 2535-2541.
37- Vinson J, Hsu C, Possanza C, Draek A, Pane D, Davis RA, at all:
Lipid Peroxidation and Diabetic Complications Effect of Antioxidant
Vitamins C and E. Advances Experimental Medicine and Biology. 1994;
366: 430-432.

38- Dokmeci |: Farmakoloji Temel Kavramlar. Nobel, lzmir, 2000. s.
160

39- Juul SE, Anderson DK, L1 Y, Christensen RD: Erythropoietin and
Erythropoietin Receptor in the Developing Human Central Nervous
System. Pediatr Research 1998; 43(1): 40-49.

40- Reynolds JEF. Martindale. The Extra Pharmacopoeia: Blood
Products Plasma Expanders and Haemostatics.RPS 1996; p 762-763
41- Cerami A, Brines ML, Ghezzi P, Cerami CJ. Effects of Epoetin Alfa
on Central Nervous System. Semin Oncol 2001; 28(2): 66-70

42- Juul SE: Nonerythropoietic Roles of Erythropoietin in Fetus and
Neonate. Clin Perinatol 2000; 3/27: 527-541.

43- Koshimura K, Murakami Y, Sohmiya M, Tanaka J, Kato Y: Effects
of Erythropoietin on Neuronal Activity. J Neurochem 1999; 72(6): 2565-
2572.

44-Digicaylioglu M, Lipton SA: Erythropoietin-Mediated Neuroprotection
Involves Cross-Talk Between Jak2 And NF-B Signalling Cascades.
Nature 2001; 412: 641-647.

45- Juul SE, Ledbetter DJ, Joyce AE, Dame C, Christensen RD, Zhao
Y: Erythropoietin Acts as a Trophic Factor in Neonatal Rat Intestine. J
Gastroenterol Hepatol 2001; 49(2): 182-189.

46- Brines M, Ghezzi P, Keenan S, De Lanerolle NC, Carla C,
Hannelore E: Erythropoietin Prevents Neuronal Apoptosis After

71



Cerebral Ischemia and Metabolic Stress. Proc Natl Acad Sci 2001,
98(19): 10526-10531.

47- Yasuda Y, Nagao M, Okano M, at all: Localization of Erythropoietin
and Erythropoietin-Receptor in Post Imipantion Mouse Embryos.
Develop Growth Differ 1993; 35: 711-722.

48- Genc S, Kuralay F, Genc K, Akhisaroglu M, Fadiloglu S, Yorukoglu
K, Fadiloglu M, Gure A: Erythropoietin Exerts Neuroprotection in 1-
Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridine-Treated C57/BL Mice Via
Increasing Nitric Oxide Production. Neuroscience Letters 2001; 298:
139-141.

49- Wu H, Lee SH, Gao J, at all: Inactivation of Erythropoietin Leads To
Defects in Cardiac Morphogenesis. Development 1999; 126: 3597-
3605

50- Sirén AL, Fratelli M, Brines M, Goemans C, Casagrande S,
Lewczuk P, Keenan S, Gleiter C, Pasquali C, Capobianco A, Mennini
T, Heumann R, Cerami A, Ehrenreich H, Ghezzi P: Erythropoietin
Prevents Neuronal Apoptosis After Cerebral Ischemia and Metabolic
Stress. Proc Natl Acad Sci USA, 2001; 98(27): 4044-4049.

51- Sakanaka M, Wen TC, Matsuda S, at all: In Vivo Evidence That
Erythropoetin Protects Neurons From Ischemic Damage. Proc Natl
Acad Sci USA 1998; 95: 4635-4640.

52- Juul SE,Harcum J, Li Y, at all: Erythropoietin is Present in The
Cerebrospinal Fluid of Neonates. J Pediatr 1997; 130: 428-430.

53- Canbolat O Fandrey J, Jelkmann W: Effects of Modulators of The
Production and Degradation of Hydrogen Peroxide on Erythropoietin
Synthesis. Res Physiol 1998; 114: 175-183.

54- Sirén A-L, Knerlich F, Poser W, Christoph HG, Briick W:
Erythropoietin and Erythropoietin Receptor in Human Ischemic/Hypoxic
Brain. Published pnas.online before print 2001; 10: 1073

55- Aun CST: New i.v. Agents. Br J Anaesth 1999; 83: 29-41.

56- Morgan GE, Mikhail MS, Murray MJ: Clinical Anesthesiology, 3™
Ed, USA: McGraw Hill 2001; p.151-77.

72



57- Reves JG, Glass PSA, Lubarsky DA: Non Barbiturate Intravenous
Anesthetics. In: Miller RD (Ed.). Anesthesia (5™ Ed), NY Churchill
Livingstone 2000; p.228-272.

58- Sear JW: Continous infusions of hypnotic agents for maintenance
of anaesthesia. In: Kay B. (Ed.) Total Intravenous Anesthesia,
Amsterdam: Elsevier Sci Publi 1991; p.15-55.

59- Ravussin P: Anesthesia for neurosurgical procedures. In: Prys-
Roberts C. (Ed.) Focus On Infusion-Intravenous Anaesthesia. London:
Current Medical Literature, 1991; p.168-171.

60- Hemelrijk JV, White PF: Intravenous anaesthesia for day-case
surgery. In: Kay B, (Ed.) Total Intravenous Anaesthesia, Amsterdam:
Elsevier Sci Publi, 1991; p.323-350

61- Biebuyck JF, Gouldson R, Nathanson M, White PF, Smith I:
Propofol an Update on its Clinical Use. Review Article. Anesthesiology
1994; 81: p.1005-1043.

62- Ravussin P: Anaesthesia for neurosurgical procedures. In: Prys-
Roberts C. (Ed.) Focus on Infusion-Intravenous Anaesthesia, London:
Current Medical Literature, 1991; p.156-164.

63- Moss E: Total intravenous anaesthesia and sedation for
neurosurgery. In: Kay B, (Ed.) Total Intravenous Anaesthesia,
Amsterdam: Elsevier Science Publications, 1991; p.247-284.

64- Mirakhur RK, Eliot P, Stanley JC: Use Of Propofol in Anaesthesia
For Ophthalmic Surgery. In: Prys-Roberts C. (Ed.) Focus on Infusion-
Intravenous Anaesthesia, Current Medical Literature, 1991; p.134-138.
65- Harrison G: Propofol Anaesthesia in Pharmacogenetic States. In:
Prys-Roberts C. (Ed.) Focus on Infusion-Intravenous Anaesthesia,
Current Medical Literature, 1991: p.186-190.

66- Laxenarie MC, Moneret Wautrin DA, Gue ant JL: The Assessment
of Possible Anaphylactic Reactions to i.v. Anaesthetic Agents. in: Prys-
Roberts C. (Ed.) Focus on Infusion-intravenous Anaesthesia, Current
Medical Literature, 1991; p.191-194.

73 -



67- Rucguoi M, Camu F: Haemodynamic Effects of Continuous infusion
Anaesthesia and Sedation. In: Kay B, (Ed.) Total Intravenous
Anaesthesia. Elsevier Science Publications, 1991; p.151-173.

68- De La Cruz A-JP, Zanca A, Carmona JA, De La Cuesta FS: The
Effect of Propofol on Oksidative Stress in Platelets From Surgical
"Patients. Anesth Analg 1999; 89: 1050-1055.

69- Daskalopoulos R, Korcok J, Farhangkhgoee P, at all: Propofol
Protection of Sodium- Hydrogen Exchange Activity Sustains Glutamat
Uptake During Oxidative Stress. Anest Analg 2001; 93:1199-1204

70- Demiryiirek AT, Cinel |, Kahraman S, Tecder UM, Gégis N, Aypar
U, Kanzik I: Propofol and Intralipid Interact With Reactive Oxygen
Species: A Chemiluminescence Study. Br J Anesth 1998; 80: 649-654.

71- Sitar SM, Hanifi M, Cechetto D, at all: Propofol Prevents Peroxide-
Induced Inhibition of Glutamate Transport in Culiured Astrocytes.
Anesthesiology 1999; 90:1446-1453.

72- Kahraman S, Kiing K, Dal D, Erdem K: Propofol Attenuates
Formation of Lipid Peroxidase in Tourniquet-induced Ischemia-
Reperfusion Injury. Br J Anesth 1997; 78: 279-281.

73- Antogoni JF, Wang XW, Piercy MBA, Carstens E: Propofol Directly
Depresses Lumbar Dorsal Horn Neuronal Responses to Noxious
Stimulation in Goats. Can J Anesth 2000; 47: 273-279.

74- Peters CE, Korcok JBS, Gelb AW, Wilson JX: Anesthetic
Concentrations of Propofol Protect Against Oxidative Stress in Primary
Astrocyte Cultures Comprasion with Hypotermia. Anesthesiology 2001;
94: 313-321.

75- Aebi H: Catalase. In: Bergmeyer HU (ed). Methods of enzymatic
analysis. Academic Press: New York and London, 1974; .p 673-677.

74



76- Sun Y, Oberley LW, Ying L: A Simple Method for Clinical Assay of
Superoxide Dismutase. Clin Chem 1988; 34: 497-500.

77- Durak |, Yurtarslani Z, Canbolat O, Akyol O: A Methodological
Approach yo Superoxide Dismutase (SOD) Activity Assay Based on
Inhibition of Nitroblue Tetrazolium (NBT) Reduction. Clin Chim Acta
1993; 214: 103-104.

78- Prajda N, Weber G: Malign Transformation Linked Imbalance
Decreased XO Activity in Hepatomas. FEBS Lett 1975; 59: 245-249.

79- Wasowicz W, Neve S, Peretz A: Optimized Steps in Fluorometric
Determination of Thiobarbituric Acid-Reactive Substances in Serum:
Importance of Extraction Ph and Influence of Sample Preservation and
Storage. Clin Chem 1993; 39: 2522-2526.

80- Cortas NK, Wakid NW: Determination of Inorganic Nitrate in Serum
and Urine by a Kinetic Cadmium-Reduction Method. Clin Chem 1990;
36: 1440-1443.

81- Lowry OH, Rosenbrough NJ, Farr AL, Randall RJ: Protein
Measurement With The Folin Phenol Reagent. J Biol Chem 1951; 193:
265-275.

82- Akyol O, Arslanoglu R, Durak I: Activities of Free Radical and DNA
Turn-Over Enzymes in Cancerous and Noncancerous Human Brain
Tissues. Redox Rep 1995; 1: 255-259.

83- Weir DL, Goodchild CS, Graham DI: Propofol Effect on Indices of
Cerebral Ischemia. J Neurosurg Anesth 1989; 1: 284-289.

84- Boland A, Delapierre D, Mossay D, Hans P, Dresse A: Propofol
Protects Cultured Brain Cells From lron-Induced Death Comparison
With Trolox. Eur J Pharmacol 2000; 404: 21-27.

85- Hans P, Deby C, Deby-Dupont G, Vrijens B, Albert A, Lamy M:
Effect of Propofol on in Vitro Lipid Peroxidation Induced by Different
Free Radical Generating Systems: A Comparison With Vitamin E. J
Neurosurg Anesth 1996; 8: 154-158.

75



86- Halliwell B, Gutteridge JMC: Role of Free Radicals and Catalytic
Metal lons in Human Disease: An Overview. Methods Enzymol 1990;
186: 1-85.

87- Williams LR: Oxidative Stress, Age-Related Neurodegeneration,
and The Potential for Neurotrophic Treatment. Cerebrovasc Brain
Metab Rev 1995; 71. 55-73.

88- Olanow CW: A Radical Hypothesis for Neurodegeneration. Trends
Neurosci 1993; 16; 439-444.

89- Richardson JS: Free Radicals in The Genesis of Alzheimer's
Disease. Ann NY Acad Sci 1993; 695: 73-76.

90- Smith MA, Sayre LM, Monnier VM, Perry G: Radical Aging in
Alzheimer’s Disease. Trends Neurosci 1995; 184: 172-176.

91- Halliwell B, Gutteridge JMC: Biologically Relevant Metal lon-
Dependent Hydroxyl Radical Generation An Update. FEBS Lett 1992;
3071: 108-112.

92- Mattson MP: Modification of lon Homeostasis by Lipid Peroxidation:
Roles in Neuronal Degeneration and Adaptive Plasticity. Trends
Neurosci 1998; 212: 53-57.

93- Koltuksuz U, Irmak MK, Karaman A, Uz E, Var A, Ozyurt H, Akyol
O: Testicular Nitric Oxide Levels After Unilateral Testicular Torsion-
Detorsion in Rats Pretreated With Caffeic Acid Phenethyl Ester. Urol
Res 2000; 28: 360-363.

94- Evans PH: Free Radicals in Brain Metabolism and Pathology. Br
Med Bull 1993; 49; 577-587.

95- Murphy PG, Bennett JR, Myers DS, Davies MJ, Jones JG: The
Effect of Propofol Anaesthesia on Free Radical-induced Lipid
Peroxidation in Rat Liver Microsomes. Eur J Anaesthesiol 1993; 10:
261-266.

96- Marthy-Hartert M, Deby-Dupont G, hans P, Deby C, Lamy M:
Protective Activity of Propofol, Diprivan and Intralipid Against Active
Oxygen Species. Mediat Inflamm 1998; 7: 327-333.




97- Basu S, Mutschler DK, Larsson AOQ, Kiiski R, Nordgren A, Eriksson
MB: Propofol (Diprivan-EDTA) Counteracts Oxidative Injury and
Deterioration of The Arterial Oxygen Tension During Experimental
Septic Shock. Resuscitation 2001; 50: 341-348.

98- Mantle D, Eddeb F, Areni K, Snowden C, Mendeiow AD:
Comparative Antioxidant Potential of Anaesthetics and Perioperative
Drugs in Vitro. Clin Chim Acta 2000; 301: 41-53.

99- Baud L, Ardaillou R: Involvement of Reactive Oxygen Species in
Kidney Damage. Br Med Bull 1993; 49: 621-629.

100- Rangan U, Bulkley GB: Prospects for Treatment of Free Radical-
Mediated Tissue Injury. Br Med Bull 1993; 49: 700-708.

101- Weight SC, Furness PN, Nicholson ML: Nitric Oxide Generation is
Increased in Experimental Renal Warm Ischaemia-Reperfusion Injury.
Br J Surg 1998; 85: 1663-1668.

102- Anaya-Prado R, Toledo-Pereyra L, Lentsch AB, Ward PA:
Ischemia/Reperfusion Injury. J Surg Res 2002; 105: 248-258.

103- Jull SE: Nonerthropoietic Roles of Erythropoietin in The Fetus and
Neonate. Clin Perinatol 2002; 7: 527—541.

77



