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OZET

Inme sonucunu olumsuz etkileyen ve trombolitik tedavi igin zaman penceresini kisaltan faktérlerden biri de reperflizyon
hasandir. Reperfiizyonla birlikte Nitrik Oksit (NO) ve stiperoksit olugmakta, bu iki radikalin aym zamanda olusumu
gliclii bir oksidan olan peroksinitriti meydana getirebilmektedir. Fare orta serebral arter iskemi modelinde (2 saat iskemi,
22 saat reperfiizyon) NO ve peroksinitrit olusumunun reperfiizyon hasarindaki roliinii araghrdik. Reperfiizyonda nitrik
oksit sentaz (NOS) inhibitérii N-(-Nitro-L-Arjinin (L-NA) alan grupta enfarkt hacmi %49 azalirken, reperfiizyonda
verilen néronal NOS inhibitérii 7-Nitroindazol (7-NI) koruma saglamadi. Preiskemik verilen 7-NI ise %40 koruma
gosteriyordu. Kombine tedavi ise reperfiizyonda L-NA alan grupa yakin koruma saglad: ve enfarkt hacminde daha fazla
azalmaya neden olmadi. L-NA tedavisi beyin 6demini ve evans mavisi ekstravazasyonunu da belirgin olarak azaltti.
Beyin kesitlerinin peroksinitrit hasanmin bir gostergesi olan anti-nitrotirosin antikoru ile boyanmasinda L-NA verilen
hayvanlarda boyamada azalma tespit edildi. Bu veriler reperfiizyonda NO ve siiperoksitin birlikte olugmasinin
peroksinitrit yapuru aracilig: ile reperfiizyon hasarinda rol oynadigini desteklemektedir. L-NA'nin aksine 7-NI'in
reperfiizyonda verildiginde etkisiz olmasi, NO kaynaginin serebral damar endoteli oldugunu diigiindiirmektedir.
Anahtar Sozciikler: Nitrik Oksit, Reperfiizyon hasari, Anti-nitrotirozin, 7-Nitroindazol, N-omega-L-Nitroarjinin

THE ROLE OF NITRIK OXIDE IN REPORFUSION INJURY

Reperfusion injury is one of the factors that unfavourably effect the stroke outcome and shortens the window of
opportunity for thrombolysis. Surges of NO and superoxide generation upon reperfusion have been demonstrated.
Concomitant generation of these radicals can lead to formation of the strong oxidant, peroxynitrite. We have examined
the role of NO generation and peroxynitrite formation on reperfusion injury in a mouse model of middle cerebral artery
occlusion (2 h) and reperfusion (22 h). The infarct volume detected by TTC staining was significantly decreased (49%) in
animals treated with non-selective nitric oxide synthase (NOS) inhibitor N-(-Nitro-L-Arginine (L-NA) at reperfusion. The
specific inhibitor of neuronal NOS, 7-Nitroindazole (7-NI) given at reperfusion showed no protection although
pre-ischemic treatment with 7-NI was protective (40 % decrease in infarct volume). L-NA treatment also significantly
reduced brain edema and Evans blue extravasation (detected spectro-photometrically). Cerebral blood flow levels
measured (by laser-Doppler flowmetry) during ischemia and first 30 minutes of reperfusion, and arterial blood gases
were not significantly different between groups. Staining of brain sections with anti-nitrotyrosine antibody showed a
decreased immunostaining in L-NA treated animals. These data support the hypothesis that concomitant generation of
NO with superoxide at the onset of reperfusion plays a significant role in reperfusion injury possibly via peroxynitrite
formation. Contrary to L-NA, failure of 7-NI to protect against reperfusion injury suggests that the source of NO is likely
to be the cerebrovascular endothelium.

Keywords: Reperfusion injury, Nitric Oxide, Anti-nitrotyrosine, 7-Nitroindazole, N-omege-L-Nitroarginine

GIRIS

Nitrik oksit (NO) memeli dokularinda yaygin
olarak bulunan inorganik gaz yapisinda bir
mediatordiir. L-Arjininden nitrik oksit sentaz
(NOS)  arachgiyla  sentezlenir (7, 14).
Sentezlendikten sonra depolanmayip hemen
diftizyon yoluyla dagihr ve gevre hiicrelerde etki
gosterir. Demir ve tiyol gruplarina olan yiiksek
afinitesi  nedeniyle gesitli  biyomolekiillere
baglanarak kan basinci, vaskiiler toniis ve
gecirgenlik, norotransmisyon gibi fizyolojik
fonksiyonlarda diizenleyici rol alir. Aktive
makrofajlar tarafindan yiiksek miktarda ve siirekli
NO  iretimi mikroorganizma ve timor
hiicrelerinin 6ldiiriilmesine aracilik eder. NO'in bu
fizyolojik etkileri diginda gesitli patolojik

durumlarda, agi1 miktarda yapimunin hiicre
hasarinda rol oynayabilecegi de gosterilmistir (8).

NOS enziminin en az ¢ izoformu mevcuttur;
noronal (Tip I), indiiklenen (Tip II) ve endotelyal
(Tip III). No6ronal ve endotelyal formu konstititif
olup  Ca++/Calmoduline  bagimhdir  ve
intraselliiler Ca++ artis: ile aktive olur. Indiiklenen
formu ise intraselliller Ca++ degisikliklerinden
bagimsizdir ve sitotoksik inflammatuvar cevabi
olusturan NO'i sentezler.

Serebral iskemide intraselliller Ca++ artis1 ile
konstitiitif NOS'in aktive oldugu ve beyin NO
seviyesinin arttigy bilinmektedir. Bu artig ilk 30
dakikada olup kisa slirede konstitiitif NOS
aktivitesi kaybolmas ile ortadan kalkmaktadir(11).
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Ozdemir ve ark.

Ancak reperfiizyon ile birlikte reaktif oksijen
tiirleri (ROS) yeniden hizla artig gostermekte ve
stiperoksit radikali (O2-) ilk 15 dakika igerisinde
pik degerine ulagmaktadir (15, 13). Siiperoksit
radikali (02-) ve NO'in birlikte hizla arthg bu
dénem, NO ile O2-' in birlegmesi ile ortaya ¢ikan
peroksinitrit (ONOO-) radikalinin olugsmasina
neden olabilir. Potent bir serbest radikal olarak
kabul  edilen  peroksinitritin  pek  ¢ok
ndrodejeneratif siiregte, hiicre hasarinda 6nemli rol
oynadif one siiriilmektedir (3).

Reperfiizyon sirasinda kan beyin bariyeri
bozulmaktadir (12). Bu bariyer bozuklugunda
endotel kaynakhl NO ve O2-'in sorumlu olabilecegi
digiiniilmektedir. Ancak endotelyal NO'in
reperfiizyon hasarina katkisi heniiz
incelenmemigtir. Bu c¢ahsmada endotelyel NOS
aktivitesi bloke edilerek reperfiizyon hasarindaki
roliiniin incelenmesi .amaglanmugtir. Selektif bir
eNOS inhibitérii olmamast nedeni ile eNOS ve
nNOS' u inhibe eden nitroarjinin ile elde edilen
sonuglar segici bir nNOS inhibitorii olan
nitroindazol ile elde edilenlerle kargilastinlarak
endotelyal kaynakh NO' un rolii
degerlendirilmigtir.

GEREC VE YONTEMLER

Bu c¢algmada toplam 39 adet 25-30 gram
agirhginda Swiss Albino fare kullanilnugtir.
Hayvanlar deney o6ncesi gece ag¢ birakilmig ancak
12 saat karanlik, 12 saat aydinhik siklusuna uygun
bir ortamda tutulmuglardir.

Deney gruplar: Bes grupta 2 saat orta serebral
arter (OSA) tikkanmasi ve 22 saat reperfiizyon
gerceklestirildi ve enfarkt hacimleri dlglildii: Dort
gruba asagida Dbelirtilen NOS inhibitérleri
intraperitoneal yolla verildi.

Reperfiizyondan 15
N(Nitro-L-Arjinin), 1 mg/kg (n=6)

Iskemiden 30 dakika o6nce 7-Nitroindazol,
50mg/kg (n=4)

Reperfiizyondan 30 dakika 6nce 7-Nitroindazol,
50mg/kg (n=4)

Iskemiden 30 dakika 6nce 7-Nitroindazol (50
mg/kg), reperfiizyondan 15 dakika once N
(Nitro-L-Arjinin), (1 mg/kg) (n=4)

Kontrol grubu (n=10).

Ayrica 2 saat iskemi /22 saat reperfiizyona tabi
tutulan 6 kontrol ve 5 reperfiizyonda L-NA alan
hayvana ise reperfiizyonla birlikte evans mavisi
verilerek 22 saat sonra kan beyin bariyeri
gegirgenligi dlgildi.

Fokal Serebral Iskemi Modeli: Iskemi orta
serebral arterin ip modeli ile ttkanmasi yoluyla
olugturulmustur (5). 400 mg/kg dozunda kloral
hidrat anestezisi ile hayvanlar uyutulduktan sonra

dakika once
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kranium tizerindeki deri ve derialti doku agilarak
kraniuma ulagild1 ve bregma tespit edilerek bunun
2 mm posterioru ve 6 mm lateralinden bolgesel
serebral kan akimi (rCBF) lazer-Doppler akim olger
ile iskemi boyunca ve reperfiizyonun ilk 30
dakikasinda  dlgiildii. Kraniuma  prob
yerlestirildikten sonra farenin boyun diseksiyonu
yapilarak ana karotit arter ortaya ¢ikanldi. Internal
ve eksternal karotit arterler diseke edilerek gevre
dokudan serbestlestirildi. 8/0 prolen ipin 4 mm ug
kismi silikon ile kalinlagtinldi 5/0 ipek ile
eksternal karotit arter baglandi ve internal karotit
artere klip konarak ana karotit artere yapilan bir
kesiden, internal karotit arterdeki klip gikanlarak,
hazirlanan 8/0 prolen ip OSA kokiine kadar
ilerletildi. Yerlestirilen laser-Doppler esnek prob
ile bu sirada OSA alaninda kan akimirun iskemik
seviyeleri digtigii gozlendi. 2 saatlik iskemiyi
takiben ip geri  cekilerek  reperfiizyon
gergeklestirildi. Serebral kan akimi izlemiyle de
reperfiizyonun gerceklesip gergeklesmedigi tespit
edildi.

Deney ve anesteziden ayillma siiresinde
hayvanlann viicut sicakh@ homeotermik battaniye
ile 36.5-37.5°C'de sabit tutuldu. Ana karotit artere
yerlestirilen bir kateter aracilig ile islem boyunca
kan basinai takibi yapild. pO2, pCO2 ve pH
degerlendirilmesi i¢in iskemi sirasinda kan 6rnegi
alind1. 22 saatlik reperfiizyonun sonunda, verilen
tedaviye kor bir aragtinici tarafindan nérolojik
muayene yapildi ve 0-3 aras: derecelendirildi. (0:
Normal 1: Kuyruktan tutuldugunda sol 6n ayak
ekstansiyonunda kisithlik 2: Kontralateral tarafa
doénme hareketi 3: Istirahat halinde kontralaterale
uzanma veya hi¢ spontan aktivite yok.

Enfarkt alan ve hacminin hesaplanmas:: 2 saat
iskemi 22 saat reperflizyonu takiben hayvanlar
yiiksek doz anestezi ile 6ldiirildi. Dekapitasyon
yapilarak hizla beyin kraniumdan gikarilip soguk
serum fizyolojik icinde 10 dakika bekletildi. Beyin
dilimleyicisi ile 2mm kalinhginda 5 kesit almp
%21ik  2,3,5-triphenyltetrazoliumchloride (TTC)
soliisyonunda oda sicakhiginda 30 dakika bekletildi
ve bir gece %I10luk formalin soliisyonunda
kaldiktan sonra video kamera yardimi ile
bilgisayara goriintiileri alinarak enfarkt hacimleri
mm3 olarak gorinti analiz programi ile
hesaplandi (6). TTC ile boyanmayan beyaz ya da
hafif pembe alanlar enfarkt olarak kabul edildi.
Iskemik olmayan hemisfer alanindan . iskemik
hemisferde etkilenmeyen alan gikarlarak enfarkt
alani bulundu. Tiim alanlar toplanarak 2 mm ile
carpilip enfarkt hacmi hesaplandi (1).

Odem Miktarinin Hesaplanmasi:Enfarkt hacmi
hesaplanan beyin kesitlerinden, goriintii analiz
programi yardimu ile 6dem miktar1 hesaplandi.
Daha once tarif edildigi gibi iskemik hemisfer
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alamindan diger hemisfer alami ¢ikarihp 2 ile
carpiiarak total 6dem hacmi hesaplandi. Normal
hemisfer hacmine 6dem hacmi oranlanarak %
6dem miktar1 bulundu (10).

Evans Mavisi Extravazasyonunun
Hesaplanmasi: Kan beyin bariyeri butinliigii
evans mavisi ekstravazasyonu esas alinarak
hesapland1 (12.). 2 saatlik OSA tikanmasindan
sonra reperfiizyonu takiben serum fizyolojik
icinde hazirlanmis %4'liik  Evans mavisi
soliisyonundan 0.1 ml kuyruk veninden enjekte
edildi. Enjeksiyondan 22 saat somra 150 ml
heparinize soliisyonla (10 IU heparin/ml)
transkardiyak perfiizyon yapid: ve beyinler
gikanldi. Serebellum ve beyin sap1 ayrnldiktan
sonra serebral hemisferler iskemik ve noniskemik
olmak tizere ayrildi. Her hemisfer 1 ml 0.1 M fosfat
tamponlu tuzlu suda iyice homojenize edildi.
Ardindan 1000*g 'de santrifiijlendi ve 0.7 ml
siipernatan alindi. 0.7 ml sipernatan 0.7 ml
%100'kik trikloraasetik asit ile vorteksde 15 sn
karigtirildi. Karigim 4°C'de 18 saat bekletilip 1000*g
'de 30 dakika santrifiij yapildi. Slipernatanun evans
mavisi konsantrasyonu spektrofotometrik olarak
610 nanometre dalga boyunda olgiildii. Degisik
konsantrasyonlarda hazirlanan evans mavisi
soliisyonlar1 ile kalibrasyon egrisi ¢gikanldi.
Sonuglar hazirlanan standart soliisyona gore mg
evans mavisi/ hemisfer olarak hesaplandi.

Immiinohistokimya: Anti-nitrotirozin antikoru
ile boyama literatiirde tariflenen yontemlerin
modifikasyonu ile gergeklestirildi (16, 17). 2 saat
iskemi 5 saat reperfiizyon sonrasmnda %4’ lik
paraformaldehit ile kardiak perfiizyon
gerceklestirildi. Beyinler dikkatle ¢ikanlarak yine
%4' lik paraformaldehit soliisyonu igerisinde 48
saat bekletildikten sonra parafin bloga alindi

Ardindan 3um kalinhginda kesitler elde edilerek
bunlar 56°C’' de gece boyunca deparafinizasyona
birakildi. Daha sonra ksilol ve alkol
soliisyonlarindan gegirilerek hidratasyon
gerceklestirildi. Kesitler 30 dakika proteinaz K
soliisyonunda bekletildikten sonra normal at
serumu ile blokaj yapildi ve 1/250 dilusyonundaki
anti-nitrotirosin antikoru ile (monoklonal, Upstate
Biotechnology) oda sicakliginda 3 saat inkiibe
edildi. Avidin - Biyotin yontemi ile isaretleme
yapildi ve kromajen olarak DAB
(Diaminobenzidin) kullanildi. DAB  ¢ozeltisi
mikroskopik takip ile dokuda yeterli boyanma
gozlenene kadar tutuldu. Zemin boyamasinda
Hematoksilen kullanuld1. Dehidratasyon
yapildiktan sonra kesitler entellan kullarularak
kapatildi. Tedavi protokoliine kér olan bir
aragtiria tarafindan mikroskopik degerlendirilme
yapild1.

Istatistik: Gruplar arasindaki farkliliklar
varyans analizi (ANOVA) ile test edildi ve p<0.05
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ekstravazasyon d;zgerlerinm kargilagtirilmasi igin
Mann Whitney-U testi kullanuld.

BULGULAR

Fizyolojik parametreler ve Norolojik Muayene:

a) rCBF: Galgilan bes grupta da iskemi ve
reperfiizyon swrasinda Olglilen CBF degerleri
agisindan  istatistiksel olarak farklihk tespit
edilmedi. CBF degeri iskemi sirasinda % 22.7+6.9,
reperflizyonda % 92.4+42.2 idi (Tablo 1).

Tablo I: Deney gruplarinda iskemi ve reperfiizyonda ortalama
arteryel kan basinct (AMBP) ve bolgesel serebral kan akimi r
(CBF) degerleri

NI NI LNA  7NIGsk)+
Kontrol  (reperfizyon)  (iskemin)  (reperfilzyon)  L-NA(rep)
{n=10) (n=4) (n=4) {n=6) (n=4)
rCBF
iskemi 2447 255 213 2+10 2048
reperfiizyon 9220 6912 93:38 10872 104:33
MABP (mmHg)
iskemi 79£12 747 877 78«13 7916
reperfiizyon 7610 73:8 869 %x:14*  90<11*

* L-NA alan gruplann reperfiizyon MABP degerlerindeki fark
diger gruplarla kargilagtinldiginda  istatistiksel olarak
anlamladir.

Sonuglar ortalama=SD seklinde verilmistir.

rep: reperfiizyon, isk: iskemi, 7-NI: 7-Nitroindazol, L-NA:
N-Omega-L-Nitroarjinin

b) Arteryel kan gazlan: Iskemi sirasinda tiim
deney hayvanlarindan pH, pO2 ve pCO2 o&lgliim
icin 0.5 ml hacminde arteryel kateterden kan
alindi. Gruplar arasinda kan gazlan agisindan da
farkhillk yoktu ve degerler normal simrlar
icerisinde idi (pH: 7.41£0.06, pO2: 104+12 , pCO2:
37+4) (Tablo 2).

Tablo II: Deney gruplannda arteryel kan gazlann ve pH
degerleri

N M LNA 7N {isk) +
PaO2(mmHg) 100+7 98+10 97£36 108£15 9:12
PaCOAmmHg) 354 72 3811 384 3543
pH 7382005 733:009  7.34:007 7391002  7.37:007

rep: reperfuzyon, isk: iskemi, 7-NI: 7-Nitroindazole, L-NA:
N-omega-Nitro-L-Arjinin
Biitiin degerler ortalamaxSD seklinde verilmistir.

¢) Kan Basinglan: Arteryel kan basinglan iskemi
oncesi, iskemide ve reperflizyonun ilk 30 dakikas:
boyunca takip edildi. Caligilan bes grup arasinda
iskemi dncesi ve iskemide gézlenen kan basinc
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Ozdemir ve ark.

Sekil 1: Sekil 3:
e
WKont,
O7-Ni(rep)
il sssee ilnsons oo wralasres sy Tosa o b B7-Ni(isk) Wiont
2 HEL-NA{rep) a7-Ni{rep)
2 . . @7-Niisk)+L-NA(rep) B7-Nifisk)
g % BL-NA(rep)
g 2 SRR TR EEEEE n7-Ni(isk)+L-NA{rep)
:
i
e
o
4
14
Gruplar
T 1 K &
Gruplar
lki saat iskemi 22 saat reperfiizyon sonrasi deney gruplarinda Deney gruplarinda orta serebral arter (OSA)
norolojik muayene skorlan  (0: Normal). * Iskemide
7-Nitroindazol (7-NI) veya reperfizyonda
N-Omega-L-Nitroarjinin ~ (L-NA)  veya  reperfiizyonda

L-NA+7-NI alan gruplarin norolojik muayene skorlart diger
gruplara gire anlaml farkhdir (p<0.05).

Sekil 2:
100 -
80 1
@
E
E
= 604 --- W Kont,
2
[ O7-Ni(rep)
g B7-Ni(isk)
L dod =) . BL-NA(rep)
‘:‘-5 M 7-Nifisk)+L-NA(rep)
ol
(=4
w
204 ---
o -
Gruplar
Deney gruplarinda orta serebral arter (OSA)

iskemi/reperfiizyonu ile olugan enfarkt hacimleri *: Istatistiksel
olarak kontrol ve reperfiizyonda 7-NI alanlara gére enfarkt
hacminin anlamh olarak az oldugu gruplar (p<0.05)
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iskemi/reperfizyonu ile olusan 6dem miktarlar. Iskemik
hemisferdeki 6dem miktari hemisfer hacminin ytzdesi olarak
gosterilmistir. # Kontrol grubundan farkliligi gostermektedir
(p<0.05) *: kontrol ve reperfiizyonda 7-NI alan gruplardan

farklihig gostermektedir (p<0.05).

Sekil 4:

L.
&2
B

& i

5 1

£

o

f" M Kontrol
7

e | OL-NA
1]
=

0

c

©

>

w

0L--

24 Saatte Evans Mavisi
Extravazasyon Miktar

Kontrol ve reperfiizyonda N-Omege-L-Nitroarjinin (L-NA) alan
gruplarda 2 saat iskemi 22 saat reperfiizyon sonrasi iskemik
hemisferlerdeki Evans mavisi ekstravazasyon miktarlar. *:
Reperfiizyonda L-NA  alan grupta Evans mavisi
ekstravazasyonu belirgin azalmaktadir.



iskemi Oncesi ve iskemide gozlenen kan basinc
degerleri arasinda fark yok iken (ortalamaxSD:
79.8+11.5 mmHg  84.1+133 mmHg )
reperfiizyondan hemen o6nce L-NA verilen iki
gruptaki hayvanlann reperfiizyon sirasindaki kan
basinc degerleri diger gruplara gore yiiksek tespit
edildi (Tablo 1).

d) Norolojik Muayene: Reperfiizyonun 22.
Saatinde yapilan nérolojik muayenede kontrol
grubunun degeri 2.7+0.5 bulunurken,
reperfiizyondan hemen &nce L-NA verilen grupta
bu deger 1.7+0.5 olarak bulundu (Sekil 1).
Reperfiizyondan hemen once 7-NI alan grubun
degeri ise kontrol grubundan istatistiksel olarak
farkli degildi (2.5+0.6). Iskemiden 30 dakika 6nce
7-NI alan grupta da nérolojik kayip skoru kontrol
grubuna goére daha azdi (1.8+1.5). Iskemiden
hemen &nce 7-NI ve reperfiizyondan 6nce L-NA
alan grubunda norolojikk muayenesi sadece
iskemiden once 7-NI alan veya reperfiizyonda
L-NA alan grubun degerlerine yakin idi (1.6+0.6).

Enfarkt Alan ve Hacimleri: Kontrol grubunda
enfarkt hacmi 75.1 mm3 iken reperfiizyondan 15
dakika énce LNA verilen grupta 38.1 mm3 olarak
tespit edildi (Sekil 2). Iskemiden 30 dk énce 7-NI
verilen grupta da koruma gorildii ve enfarkt
hacmi 446 mm3'e indi. Ancak 7-NI
reperfiizyondan 30 dakika once verildiginde
koruma gostermedi (enfarkt hacmi: 77.9 mma3).
Iskemiden énce 7-NI ve reperfiizyonda L-NA
verilen grubun ise enfarkt hacminde sadece
reperfizyonda L-NA verilen gruba yakin
degerlerde azalma tespit edildi (39.9 mm3)

Odem miktarlar:: Odem miktar her grupta sag
ve sol hemisfer hacim farklarimn yiizdesi olarak
hesaplandi. Kontrol grubunda %13.9 olan 6dem
miktan reperfiizyondan 6nce L-NA verilen grupta
%7.3' e distii (Sekil 3). Reperfiizyondan 6nce 7-NI
alan grupta ise 6dem hacmi kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamh farkhi degildi (%12.4).
Iskemiden 30 dk 6énce 7-NI alan grupta enfarkt
hacminde belirgin azalma olmasina ragmen 6dem
miktar1 kontrol grubu ile karsilastinldiginda
istatistik olarak anlamh farkhihga ulagsmadi
(%10.9). Iskemi oncesi 7-NI  alan ve
reperfiizyondan hemen o&ncede L-NA verilen
grupta ise enfarkt hacmi ile uyumlu olarak 6dem
miktarinda da belirgin azalma tespit edildi (%6.1).

Evans Mavisi  Ekstravazasyonu:  Evans
mavisinin reperfiizyonda i.v. olarak verilip 22 saat
sonra beyinde extravazasyonu hesaplanmigtir.
Kontrol ~grubunda 1.00+0.16 mg evans
mavisi/hemisfer iken reperfiizyondan hemen 6nce
L-NA verilen grupta bu deger 0.505+0.083 olarak
tespit edildi. Bu degerler de enfarkt hacmi ve 6dem
miktar ile uyumlu idi.

Anti-Nitrotyrosine antikoru ile
Immiinohistokimyasal Boyama: Bu antikor ile
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reperfiizyondan hemen 6nce L-NA alan, kontrol ve
reperfizyon gergeklestirilmeyen hayvanlardan
alinan beyin kesitleri boyandi. Reperfiizyon
yapilan kontrol grubunda 6zellikle néronlarda ve
serebral vaskiiler endotelyal hiicrelerde yogun
boyanma gozlendi. L-NA alan grupta ise
boyanmamn o6nemli olgiide (4+ siddetinden (‘e)
azaldig tespit edildi.

TARTISMA:

Inme sonucunu olumsuz etkileyen ve
trombolitik tedavi i¢in zaman penceresini kisaltan
faktorlerden biri reperfiizyon hasaridir. Iskemik
dénemde doku harabiyeti baslamasina ragmen
reperfiizyonla birlikte kan akimi saglandiginda
yeni doku harabiyeti ve 6zellikle endotel hasar
buna eklenmektedir (2). Reperfiizyon hasarindan
sorumlu tutulan mekanizmalardan biri serbest
radikal olusumudur. Reperfiizyonla birlikte
serbest radikallerin ve NO'in sentezinin arth@
bilinmektedir (13, 18, 15). Olusan artmus
miktardaki NO ve siiperoksit birlegerek giiglii bir
oksidan olan peroksinitrit olugumuna neden
olabilmektedir (3). Peroksinitrit ise oldukga reaktif
bir molekiill olup amino asitlerin aromatik
halkalarinin  nitrasyonuna neden olmaktadir.
Ayrica siilfidril, ¢inko-tioat bolgeleri ve lipitler,
proteinler ve DNA ile reaksiyona girmekte ve
sitotoksik etki gostermektedir. Amino asit
aromatik halkalariin  nitrasyon 6zelliginden
faydalarularak peroksinitritin dolayl olarak da NO
sitotoksisitesinin izi dokulardan kimyasal ve
immiinohistokimyasal yontemlerle takip
edilebilmektedir (4).

Reperfiizyonun 15. dakikasindan itibaren NO
miktarinn iskemi seviyelerine gore belirgin arttig:
gosterilmigtir (13). Yine reperflizyonu takiben
iskemi sirasinda yok sayilabilecek miktarda
nitrotirozin var iken reperfiizyon ile nitrotirozin
miktarinda da artma saptanmugtir (9). Bu veriler
reperfiizyon hasarinda NO'in  o6nemli rolii
olabilecegini gostermekle birlikte NO kaynag:
hakkinda fikir vermemektedir. Bu calisma da
reperfiizyon swrasinda verilen néronal NOS
inhibitorti 7-NI koruma saglamazken non-selektif
NOS inhibitorii L-NA' min enfarkt hacminde %49
oranunda kiigiilme saglamasi reperfiizyon hasarina
yol agan NO kaynagimn endotelyal NOS
olabilecegini diigiindlirmiigtiir. L-NA verilen
grupta Evans mavisi ekstravazasyonunun ve beyin
odeminin yaklagtk yanyanya azalmasi da
reperfizyonda NO' in kan-beyin engelinin
bozulmasinda ve vazojenik beyin ddemi
olusumunda 6nemli rol oynadigin
gostermektedir.  Iskemik ~dokuda  olusan
nitrotirozin  immunoreaktivitisindeki  azalma,
L-NA' in NO sentezini dolayisiyla peroksinitrit
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Ozdemir ve ark.

yapimin azalttigim diisiindiirmektedir.

Ote yandan, 7-NI iskemi oncesi verildiginde
literatiirle uyumlu olarak %40 oraminda koruma
saglarken, iskemi Oncesi 7-NI ve reperfiizyonda
L-NA kombine verildiginde sadece reperfiizyonda
L-NA verilen gruba goére artmug bir koruma
gozlenmedi. Bu bulgu, bu modelde kurtarilacak
bolgeye denk gelen perienfarkt alanin (penumbra)
%50 civarinda olmasi dolaymsiyla maksimum
korunmanin zaten L-NA tarafindan saglanmasi ile
agiklanabilir. Bu gozlem ayrica reperfiizyon hasar
onlendiginde penumbrada ilk 2 saatte olugan
degisikliklerin tersinir oldugunu da
diistindiirmektedir.

Sonug¢ olarak, bu bulgular reperfiizyon
sirasinda  endotelden  kaynaklanan NO'  in
siiperoksitle reaksiyona girerek peroksinitrit
olusturdugu ve boylece doku hasarina yol agtig
gorigiinii desteklemektedir. Reperfiizyon
sirasinda endotelyal NO olusumunun inhibisyonu
reperfiizyon hasarimin 6nlenmesinde 6nemli bir
tedavi yontemi olabilir.
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