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POST-ISKEMIK BEYIN HARABIYETININ AZALTILMASINDA ALLOPURINOL'UN ETKINLIGIH
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Gegici 8n beyin iskemisi olugturulan sicanlarda ksantin oksidaz inhibitdrii olan allopurinol'iin néron harabiyetinin
azaltilmasindaki etkinligi aragtinildi. Erkek Sprague-Dawley sicanlara karotid arter okliizyonundan 48, 24 ve 1 saat dnce
allopurinol (50 mg/kg} uyguland:. Bir saatlik sol karotid arter okliizyonunundan 24 saat sonra hayvan feda edildi.
Beyinleri izl bir gekilde qikarhld: ve serebral ddem miktan, infarkt hacmi, lipid peroksidayonunun bir gdstergesi
olarak MDA diizeyi, siiperoksit dismiitaz (SOD) ve Katalaz aktiviteleri belirlendi. Allopurinol uygulanan sicanlarda
post-iskernik serebral 6dem miktar1 kontrol siganlara gire Snemli dlgiide azaldi (p<0.001), Serebral édem miktarindaki
azalmaya infarkt hacmi ve lipid peroksidasyonundaki tnemli azalmalar (p<0.001) eslik etti ve aralarinda dnemli
korelasyonlar bulundu. SOD ve katalaz aktiviteleri ile infarkt hacmi arasinda ters iligkiler saptandi. Allopurinol
uygulanan siganlarda post-iskemik SOD ve Katalaz aktiviteleri kontrol siganlara giire énemli dlgiide yitksek (p<0.001)
bulundu. Bu bulgular sicanlarda allopurinoliiin post-iskemik beyin harabiyetini azaltmada etkili oldugunu
gOstermektedir.

Anahtar Sozciikler: Serebral iskemi, lipid peroksidasyonu, siipercksit dismiitaz, Katalaz, allopurinel

EFFECT OF ALLOPURINOL IN DECREASING POST ISCHEMIC CEREBRAL DAMAGE

The effectiveness of allopurinol which is a xanthine oxidase inhibitor, for decreasing neuron damage of rats which
temporary precerebral ischemie had been constituted, has been investigated. 48, 24 and 1 hour before carotid arter
occlusion, male Sprague-Dawley rats have been administered allopurinol (50 mg/kg). After one hour, rats have been
sacrified, after left carotid occlusion. Their brains have been removed very quickly and the quantity of cerebral oederna,
the volume of infarct, MDA level as the indicator of lipid peroxidation, superoxide dismutase (SOD) and catalase
activities have been determined. The quantity of post ischemic oedema of the rats to which allopurinol was applied has
been decreased significantly, compared with that of the rats under control (p<0.001}. Important decreases {p<0.001) in
infarct volume and lipid peroxidation have accomparied to the decrease in cerebral oedema, and impostant correlations
hawve been found. Reverse relations have been found between SOD, catalase activities and infarct volume. Post ischemic
SOD and catalase activities in rats to which allopurinol was applied have been found significantly high (p<0.001),
compared with that of rats under control. These findings indicate that allopurinol has effect in decreasing the post
ischemic cerebral demage.

Key words: Cerebral ischemie, lipid peroxidation, superoxite dismutase, catalase, allopurinol.

GIRIg MDA :Malon Dialdhyde
. . SOD :Shperoksit Dismutaz

Serbest  radikallerin  iskemi-reperfiizyon TTC  : Triphenyltetrazolium Chloride
hasarinda Onemli mediatérler oldugu cesitli
organlarda deneysel olarak gosterilmigtir (1-4). Mc Cord ve arkadaslanma gore iskemi
Reaktivitesi yiiksek 01{*“ bu bilegikler, hucrelerin repeflizyon durumiarinda serbest radikal {ireten
bircok  komponentini  dogrudan  bozabilme baglica enzim ksantin oksidazdir (1). Bu enzimin
yetenefindedir (5). Hilcreleri serbest radikallerin bir inhibitérii olan allopurinol birgok orgarn
neden oldugu harabiyete karg: koruy'an enzimatik post-iskemik  hasamm = azaltmak  amaciyla
ve nonenzimatik savunma sistemleri vardir (5,6). denenmis ve olumlu neticeler ahinmughr (13,14).
Eger bu savunma sistemlerinin kapasitesini agacak Serebral  iskemideki  etkinligi  konusunda
dlgide serbest radikaller olugursa hiicrelerde araghrmalar devam etmektedir. Bu galigmada
patolojik degisiklikler olabilir (7). i allopurinoliin post-iskemik beyin harabiyetinin

Iskemik = dokularda  serbest  oksijen azaltiimasindaki etkinligi araghnilirken serebral
radikallerinin bol miktarda tretildigi kabul édem, infarkt hacmi, lipid peroksidasyonu, SOD
edilmigtir (8,9). Iskemide; ksantin ~ oksidaz, ve Katalaz aktiviteleri arasinda korelasyonlann
siklooksijenaz, lipooksijenaz, mitckondrial bulunup bulunmadig incelendi.
enzimler ve aktive olmug nétrofiller gibi serbest
radikal olugturan bircok potansiyel kaynak GEREC VE YONTEM
bulunmaktadrr (10,11). Ashnda bunlardan bazilan
normal kosullarda bile kiigiik miktarlarda toksik Bu cabgmada vicut agwlklan 180-200 g.
oksijen  radikalleri  iretir. ~Ancak  iskemi arasinda degisen erkek Spraque-Dawley sicanlar
durumunda serbest radikal olugumu Snemli kullanildi. Hayvanlar 12 saat aydinhk ve 12 saat
olglide artmaktadir (12). karanhkta ve swcakhifh 20+£2°C olan aortamda
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wrmal laboratuvar yemi ile beslendiler. Deney
mubu siganlara 50 mg/kg  allopurinol
ntraperitoneal olarak verildi. Kontrol grubuna ise
wni  hacimde serum fizyolojik uyguland.
Allopurinel (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo}
serum fizyolojik iginde ¢ozildii Cozindrligi
irthirmak  igin  serum fizyolojik igine sodyum
nidroksit (1 M, pH10) katidr tlk allopurinol
uygulamasi karotid arter okhizyonundan 48 saat,
ikinci uygulama 24 saat ve uclincli uygulama 1
saat dnce yapildl. Hayvanlar periton igine 100
mg/kg ketamin enjekte edilerek uyutuldu. Boyun
bolgesinde yaklagik 2 cm'lik ventral orta hat
inzisyonu ile sol arteria karotis kommunis izole
edildi ve 5x1 mm atravmatik damar klempi ile
kapatilds. Bir saat sonra klemp gikartildy ve
insizyon yeri 4x0 ipek ipliklerle dikildi. Serebral
iskemi sirasinda viicut sicakhifi rektal termometre
ile 8lgiildii ve 1111 bir lamba ile 3721°C de olmast
sagland1l. Aynica, arteriyel kan basina sag femoral
artere yerlegtirilen uygun bir kateter aracihi ile
monitérden kaydedildi. A. karotis kommunis
okliizyonundan 24 saat sonra hayvanlar ketamin
anestezisi altinda kardiyak ponksiyonla feda
edildiler.

Hayvanlardan gikartilan beyinler
bekletilmeksizin sag (kontrol) ve sol (infarkt)
hemisferlerine ayriidi  ve yas aguhklan
belirlendikten sonra 60°C de 48 saat siireyle
kurutuldu. Beyin hemisferlerinin kuru agirhklan
da belirlendikten sonra kuru agirhfin yag agirliga
yiizde orami (p) agafida Dbelirtildigi sekilde
hesaplands: -

(Kuru ag/Yag ag) x100 = p. Bulunan deger
beyin ¢deminin ylizdesini hesaplamada kullanildu:
{Psag-Psol)/Psolx100 = Beyin ddeminin yiizdesi.

Makroskopik olarak infarkt hacminin Slgtimii
icin in vitro TTC boyama yontemi (15) kullanildr:
Hayvanlardan qikartilan beyinlerin bir kisrm
buzdolabinda soputulduktan sonra 2 mm
kabnhfinda enine kesitler ahndi. Kesitler, %1
triphenyltetrazolium chloride ve 25 mM potasyum
fosfat (PH:7.4) igeren ¢dzeltinin  icerisine
birakaldiktan sonra 37°C de 15 dakika bekletildi.
Bu boyama igleminden sonra her bir kesitin her iki
yuzeyinden fotograflan cekildi. Kesitlerde boya
almayan bélgelerin (infarkt alam) yézolguimleri
belirlenmek igin fotograflar 10 kez biiyiitilerek
milimetrik kagida projekte edildi. Infarkt hacmini
hesaplamak igin infarkt alanin yizélgiimi kesit
kalinliff ile garpaldy,

SOD ve Katalaz aktivitelerinin Slgiimil igin
serebellumu vzaklagtirilan beyinler 25 mM PH: 7.4
sodyum fosfat tamponu (%1 triton- x 100 ve 0.1

EDTA ilaveli} ile 10 kez sulandirilda. (100 mg
doku igin 10 ml tampon). Teflon homojenizer ile
3000 rpm'de 30 sn'de homojenize edildi. Elde
edilen beyin homojenatlarmda  Murklund
yontemine gore (16) SOD aktivetisi, Aebi
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yontemine gore (17) katalaz aktivitesi &lguilduii.
Beyin MDA diizeyleri Uchiyama ve Mihara'mn
yontemi (18) kullarularak belirlendi.

Elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma

seklinde gosterildi ve istatistiksel
degerlendirmeler igin "Student t testi" kullamldi.
Aynca, beyin oOdemi, infarkt hacmi, MDA

diizeyleri, SOD ve Katalaz aktiviteleri arasinda
iligkileri belirlemek amaciyla korelasyon testleri
uygulanda.

BULGULAR

Serebral iskemi ve bir saatlik reperfiizyon
sirasinda allopurinol uygulanan siganlarla kontrol
grubu sicanlarm ortalama arteriyel kan basinglan
ve viieut sicakliklan arasinda onemli bir farklihk
bulunmadi (Tablo 1).

Tablo 1; Unilateral &n beyin iskemisi ve reperfizyonu sirasinda
ortalama arteryel kan basinct ve viicut sicakhklan

eriyel Kan e (mTie) Rekal T 0

Iskemi  lskemi Reperfilzyon Iskemi
Repettilzyon

(5. dak) (1.saaf} (5.dak)
Kontrol 118+12 125¢13 12110 37604  370:03
{n=7
Allopurinol 123+1 128:11 12249 380:05  374:06
(n=7) T

- Sonuglar ortalama + Standart sapma olarak verilmigtir.
~ Rektal sicakhk iskemi ve reperfiizyon sirasinda her 10

dakikada bir &lgilmily ve ortalamalar ahnomgtr.

Post-iskemnik serebral 6dem miktan kontrol
grubu sicanlarda %218 «+ 42, allopurinol
uygulanan siganlarda %8.1 + 0.4 olarak belirlendi.

Allopurinol serebral odem miktarimi  dnemli
dlgiide azaltt: {(p<0.001).
Total infarkt hacmi (hemisfer hacminin

yiizdesi) kontrol grubu sicanlarda %35.2+3.6,
allopurinol uygulanan siganlarda %18.7+2.1 olarak
dleuldii. Allopurinol post-iskemik serebral infarkt
hacminde 6nemli azalma sagladi (p<0.001).

Table 2. Siganlarda allopurinol uygulamasiun Pest-iskemik
sercbral 6dem ve infarkt hacmine etkisi

Beyin Odemi Serebral Total Infarkt
Hacmi
(%) (%)
Kontrol 21.8+4.2 352436
(n=7}
Allopurinol  8.1+0.4"* 18.742.1%*+
(n=7)

- Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
- ***: Komtrol grubu ile kargilagtinldiginda P<0.001
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Fost-lskemik Beyin Harabiyetinit Azalolmasinda Allopurinoliin Etkinligi

Bu c¢absmada lipid peroksidasycnunun
gostergesi  olartak MDA  (malondialdehit)
miktarlar1 esas alindi. Kontrol grubunda 430 + 28
nMol/gdoku olan post-iskemik beyin MDA
diizeyi allopurinol uygulanan grupta 10013
nMol/gdoku diizeyine indi (p<0.001). Allopurinol
post-iskemik beyin MDA diizeyini %76 oraninda
azalth. Post-iskemik beyin SOD aktivitesi %18 ve
katalaz  aktivistesi %20 oraminda azald:
Allopurinol SOD aktivitesindeki azalmay %75 ve
katalaz aktivitesindeki azalmayr %80 oraninda
onledi (Tablo 3).

Table 3: Post-iskemik serebral MDA, 50D we katalaz
diizeylerine allopurinol'iin etkisi.

MDA . 50D _ Katalaz
(nMol/g.doku} {Unite/mg Protein) {Unite/mg Protein)
Kontrol 430228 1.8+0.03 1.2:0.02
(Post-iskemik)
Allopurinol 10013 21:0.04* 1.4+0.02**
Kontrol PRES] 22605 150,04
{Pre-iskemik}

*+: Kontrol gruplan ile kavgashirtdiginda p<0.001)

SOD wve katalaz aktiviteleri; beyin ddemi,
infarkt hacmi ve MDA diizeyleri ile negatif
korelasyonlar gosterdi (Tablo 4).

Table 4: Serebral §dem, infarkt hacmi, MDA, 50D ve katalaz
degerleri arasmdaki korelasyonlar

T degeri Tdegeri P degeri
B {Korelasyon Katsayisi}

Serebral Odem Infarkt hacmni 0.812 4833
p<0.001

MDA 624 2836
p<0.05

SOD -0.610 2m
p<0.05

Katalaz .580 2468
{nfarkt Hacmi MDA 0715 3557
p<0.01

SCD -0.545 2252
p<0.05

Katalaz 0530 2172
p<0.05
MDA sOD .661 3.060
p<0.01

Katalaz -0.535 220
p<0.05
TARTISMA

Iskemik dokulann reperfiizyonu sirasinda
serbest oksijen radikallerinin olusumunda artiglar
olduguna iligkin deneysel kanitlar elde edilmigtir
(1, 2, 3, 4, 7). Iskemik dokuda serbest radikal
olusturan birgok potansiyel kaynak olmakia
birlikte bunlarn basinda ksantin oksidazin ¢nemli
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oldugu bildirilmistir (3,4). Bu enzim gegith
dokularda ksantin dehidrojenaz tuormunda sentez
edilir ve doku iskemiye maruz kalirsa ksantin
oksidaz formuna doniigiir. Ksantin oksidaz
reperfiizyon bagladifinda ksantini trik aside
gevirirken sliperoksit radikalini de agaffi qikartr
(1). Ksantin oksidaz inhibitorleri veya serbest
radikal  temizliyicileri ile tedavi edilen
hayvanlarda post-iskemik doku harabiyetlerinin
azaltlabildigi gosterilmigtir  (12,13,14). Bizim
gahgmatmuzda da  allopurinol, post-iskemik
serebral 6demi ve infarkt hacmini éneml dlgude
azalt, Bu aragtirmada oldugu gibi ¢ogu
cahgmalarda  allopurinol, deneysel iskemi
olusumundan birka¢ giin once uygulanmgtir
¢unkii; allopurinoliin metaboliti oksipurinol,
gliglid bir ksantin oksidaz inhibitbriadiir (19).
iskemik dokularda serbest radikal yapimindaki
artisa lipid peroksidasyonunun eglik ettigi
gosterilmistir (10). Biyolojik membranlar lipid
peroksidasyonuna duyarhdir  ve  hiicre
membraranda lipid peroksidasyonu membran
permeabilitesini bozar ve kapiller permeabiliteyi
artwrarak oOdeme yol acar (1). Bizim bu
gahgmamizda lipid peroksidasyon diizeyi (MDA)
ile serebral Gdem ve infarkt hacmi arasinda pozitif
iligkiler bulundu ve allopurinol uygulanan
siganlarda lipid peroksidasyonu kontrol siganlara
gore onemli Slgiide azaldi. Acaba allopurinol'in
post-iskemik néron harabiyetini azalticr etkisi
tumiiyle ksantin oksidaz inhibisyonuna mu bagh?
Yapilan caligmalara gore bunun bdyle olabilecegi
soylenebilir.  Ancak, bizim c¢alismamizda
post-iskemik SOD ve katalaz aktivitelerinin
allopurinol ile dnemli dl¢iide korunmug olmasy;
enzimatik anti-oksidan savunma sistemi ile
allopurinol arasinda iligkiler bulunabilecegi
olasiigiu  diigiindiirmektedir. SOD ve katalaz
aktiviteleri ile allopurinol arasindaki iligkilerin
dolayh mi yoksa dogrudan m oldufunu kesin
olarak soylemek i¢in araghrmalara gereksinim

oldugu kansindayz.

Sonug olarak bu c¢ahgma; serebral iskemi
perivodundan 48 saat énce  allopurinol
uygulanmaya baslanmasinin sicanlarda

post-iskemik beyin harabiyetini énemli d&lgude
azalthfint gostermektedir. Bununla birlikte SOD
ve katalaz (enzimatik savunma sisteminin iki
elemam) aktiviteleri ile allopurinol arasinda
dogrudan veya dolayh iligkilerin bulunabilecegini
de digiindiirmektedir.
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