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Gegici Serebral iskemide Antioksidan Savunma Sistemindeki Degisiklikler

E ve C Vitaminlerinin Koruyucu Etkisi

Basra Obay Deniz*, Abdurrahman Sermet*, Cemil Tiimer*, Yiiksel Kogyigit*,
Nebahat Tasdemir**, Mukadder Atmaca*, Mustafa Kelle*

OZET

Gecici on beyin iskemisinin antioksidan savunma sisteminde zamana
bagh olarak olusturdugu degisiklikler ve iskemi oncesi C ve E vitaminleri
uygulamasinin etkileri arastirddi. Bu calisma, viicut agwhiklar: 300-400 g.
arasinda degisen 140 erkek Wistar Albino sicanda gerceklestirildi. Deney
gruplarina serebral iskemiden bir hafta once 10 mg/kg/giin E vitamini (o-
tokoferol) ve 30 mg/kg/giin C vitamini birlikte veya ayri ayri intraperitoneal
olarak uygulandi. Otuz dakikalik iskemiden 24 ve 72 saat sonra éldiiriilen
hayvanlarin beyinleri hizla ¢ikartildi. Serebral ddem miktari, siiperoksit
dismiitaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri ile nonenzimatik
antioksidanlardan rediikte vitamin C ve E diizeyleri belirlendi. Ayrica, lipid
peroksidasyon gostergesi olarak malondialdehit (MDA) miktar: olciildii.
Iskemi sonrasi 24. saatte enzimatik antioksidanlardan SOD ve CAT
aktiviteleri ile nonenzimatik antioksidanlardan rediikte vitamin C ve E
diizeyleri iskemik beyin bolgesinde énemli olciide azaldr (sirasiyla; p<0.05,
p<0.05, p<0.01 ve p<0.01). Reperfiizyonun 72. saatinde SOD ve CAT
aktiviteleri artarak iskemi oncesi degerleri asti (siraswyla; p<0.01 ve
p<0.05). Iskemi sonrasi 24. saatte azalan rediikte vitamin C ve E diizeyleri
iskemi sonrast 72 saatte yiikselmis oldugu halde kontrol degerlere
ulagamadi (swraswyla; p<0.01 ve p<0.01). Iskemiden bir hafta ince C ve E
vitamini uygulanmasi, reperfiizyonun 24. saatinde SOD ve CAT
aktivitelerindeki azalmayr onledi (siraswla; p<0.01 ve p<0.01). Vitamin
uygulanan gruplarda iskemiye bagh lipit peroksidasyon artisi ve serebral
odem miktart  onemli olciide azaldr (sirasiyla; p<0.01 ve p<0.01 ).
Iskemiden 24 saat sonra rediikte vitamin C ve E diizeyleri, SOD ve CAT
aktiviteleri ile serebral édem ve lipit peroksidasyon miktarlari arasinda
negatif iliskiler saptandi. Otuz dakikalik gecici serebral iskemi, antioksidan
savunma sisteminde degisiklikler olusturmakta ve bu degisiklikler, iskemi
oncesi E ve C vitaminleri uygulanmasiyla onemli élciide azaltilabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Serebral Iskemi, Antioksidan Savunma Sistemi, Lipit
Peroksidasyonu
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The Changes in Status of Antioxidant Defence System on Temporary Cerebral

Ischemia and the Protective Effect of Vitamin E and C
SUMMARY

Time-dependent changes in antioxidant defence system and the effect of
vitamin C and E supplementation on temporary cerebral ischemia was
investigated in this study. This study was performed in 140 male Wistar
albino rats weighting 300-400g. Before 30 minutes cerebral ischemia
vitamin E (a-tocopherol) 10 mg/kg/day and vitamin C 30 mg/kg/day were
applied intraperitoneally for a week period. Animals were sacrified
following 24 h and 72 h ischemia and the brain was removed as quick as
possible. Brain water content, siiperoxide dismutase (SOD) ) and catalase
(CAT) activities and the level of nonenzymatic antioxidant, reduced vitamin
C and o-tocopherol levels were measured. Moreover the level of
malondialdehyde (MDA) as an indicator of lipid peroxidation was
determined. At 24 h of reperfusion superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT) activities, vitamin C and E level decreased significantly in
ischemic brain area (p<0.05, p<0.05, p<0.01 and p<0.01 respectively). After
72 h of reperfusion SOD and CAT activities surpassed the pre-ischemic
level (p<0.01 and p<0.05 respectively). The level of vitamin C and E
increased significantly at 72 hours after ischemia but, did not reach pre-
ischemic levels (p<0.01 and p<0.01 respectively). Administration of vitamin
C and E a week before cerebral ischemia prevented the decrease in SOD
and CAT activities after 24 hours of reperfusion (p<0.01 and p<0.01
respectively). Furthermore, the increase in ischemia induced lipid
peroxidation and cerebral edema were decreased significantly by
administration of these vitamins (p<0.01 and p<0.01 respectively). In
vitamins applied groups, increase in SOD and catalase activities at 72 hours
after ischemia was similar to control. The results indicated that there is
negative correlation between vitamin C or E level and lipid peroxidation or
cerebral edema. Similar relationship was found between SOD or CAT
activitiy and lipid peroxidation or cerebral edama.

Temporary cerebral ischemia changed the state of anti-oxidant defence
system and these changes were significantly prevented by treatment with C
and E vitamins before ischemia.

Key Words: Cerebral Ischemia, Antioxidant Defence System, Lipid
Peroxidation.

GIRIS

Iskemiye bagli beyin harabiyetini minimal
diizeye indirgemek veya iyilestirmek icin
heniiz gecerli spesifik tedavi yontemleri bulun-
mamaktadir. ilerleyici ve geriye déniisiimsiiz
serebral iskemik hasarin fizyopatolojik meka-
nizmalar1 karmagiktir ve tiim ayrintilartyla
bilinmemektedir. Bu mekanizmalarin tam
olarak acikliga kavugmasi, hiicre harabiyetini
durdurmaya yonelik yeni tedavi stratejilerinin
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bulunmasini kolaylastirabilir.

Iskemi ve reperfiizyon sirasinda enerji
yetersizligi, iyon dengelerinin bozulmasi,
hiicre i¢i asidoz, fosfolipid metabolizmasinda
degisiklik, serbest yag asitleri ve serbest
oksijen radikallerinin (oksiradikal) yapiminda
artis bircok biyokimyasal degisikliklerden
bazilaridir (1-4). Bu degisiklikler, baslangi¢
asamalarinda Onlenemez veya diizeltilemezse
hiicreleri Oliime gotiiriir. Reperfiizyondan
sonra aerobik metabolizma sonucu bol
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miktarda serbest oksijen radikalleri iiretilir
(5,6). Oksiradikaller; hiicre membranindaki
¢esitli enzimlerin inaktivasyonu, membran
akigskanliginda azalma, iyonlara karst membran
gecirgenliginde artma, membran lipitlerinin
peroksidasyonu ve sonunda hiicre Olimii ile
sonuglanan DNA zincirinde kirilmaya neden
olur (7,8). Lipit peroksidasyonunun baslica
substrati doymamis yag asitleridir ve
doymamig yag asitlerinden zengin olan beyin,
serbest radikal hasarina karst ¢ok duyarhidir
(9,10).

Fizyolojik kosullarda canli organizmalar
serbest oksijen radikallerini metabolize eden
antioksidan savunma sistemiyle korunurlar
(11) Antioksidan savunma sistemini Iskemik
dokularda o6zellikle reperflizyondan sonra
medyana gelen oksiradikalleri tiimiiyle etkisiz-
lestiremedigi ve post-iskemik doku hasarinda
baglica sorumlulardan birinin  oksiradikal
reaksiyonlar1 oldugu kabul edilmektedir (11).
Serbest radikal reaksiyonlarin1i azaltmanin,
dokular1 post-iskemik hasardan koruyabilecegi
diisiintilmiis ve tedavi amaciyla gesitli serbest
radikal temizleyicileri ve serbest radikal
olusumunu o&nleyen ajanlar bir¢ok organin
post-iskemik hasarin1 azaltmada denenmistir
(12-16). Sicanlarda yapilan aragtirmalara gore
antioksidan olarak bilinen Vitamin E nin
diyetteki miktar1 ile post-iskemik serebral lipid
peroksidasyonu ve beyin harabiyetinin boyutu
arasinda dogrusal bir iliski bulunmaktadir (17-
18)

Deneysel arastirmalarin sonuglarina gore;
serebral iskemiye bagli antioksidan savunma
sisteminde bazi degisiklikler olusmaktadir.
Horakova ve arkadaslar1 gegici serebral iske-

minin  beyin  korteksindeki  antioksidan
enzimlerden SOD aktivitesini Oonemli Ol¢ilide
arttirdigt  halde glutatyon  peroksidaz

aktivitesini azalttigin1 gézlemlemislerdir (19).
Polidori ve arkadaslarina gore; kafa travmasi
ve intrakraniyal kanamalarin olusturdugu beyin
harabiyetinde  oksidatif  stres  artmakta,
antioksidanlardan askorbic asid ve alfa-
tokoferoliin plazma diizeyi azalmaktadir (17).
Bununla birlikte; enzimatik ve nonenzimatik
savunma sisteminde iskemi sonrasi zamana
baglh degisiklikler, ayrmtili olarak heniiz
acikliga kavusmamistir. Bu nedenle bu

caligmamizda gecici On beyin iskemisi
olusturulan sicanlarin antioksidan savunma
sisteminde zamana bagl olarak, iskemiden 24
ve 72 saat sonra gelisen degisikleri ve
antioksidan ajanlardan C ve E vitaminlerinin
bu degisikliklere etkisini incelemek istedik.

GEREC VE YONTEM

Bu galigmada viicut agirliklar1 300 - 400 g.
arasinda degisen 140 erkek Wistar albino sigan
kullanildi. Hayvanlar sicakligi 20 + 2 °C olan
12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik ortamda
normal laboratuar yemi ile beslendiler. Her bir
grupta 7 sican olacak sekilde hayvanlar 20
gruba (5 kontrol + 15 deney) ayrildilar.

Deney gruplarina serebral iskemiden dnce
bir hafta siireyle farmakolojik dozda, 10
mg/kg/glin, E vitamini (o- tokoferol) ve 30
mg/kg/glin C vitamini intraperitoneal olarak
uygulandi. Kontrol gruplarina ayni hacimde
serum fizyolojik enjekte edildi (20 )

Gegici 6n beyin iskemisi olusturmak i¢in
daha once yapilmig arastirmalardaki model
(21) kullanildi. Intraperitoneal 100 mg/kg
ketamin enjeksiyonu ile uyutulan sicanlarin
boyun bolgesinde yaklasik 2 cm'lik orta hat
inzisyonu ile bilateral arteria karotis
kommiinisler ve sol vena jugularis eksterna
izole edildi. Arteriyel kan basmcint 50 mm
Hg’ye disiirmek icin vena jugularisten
yaklastk 3-4 ml kan alindi ve 5x1 mm
atravmatik damar klempleri ile arteria karotis
kommiinisler kapatildi. Otuz dakika sonra
klempler cikartildi, alinan kan, hayvana geri
verildi ve insizyon yeri 4x0 ipek iplikle dikildi.
Serebral iskemi sirasinda viicut sicakligi rektal
termometre ile Sl¢iildii ve 1sitic1 bir lamba ile
37 £ 1 °C de olmasi saglandi. Serebral
iskemiye maruz birakilan siganlar
reperfiizyondan 24 - 72 saat sonra ketamin
anestezisi altinda  kardiyak  ponksiyonla
oldirildiler.  Soguk  serum  fizyolojik
perfiizyonu ile beyinler kandan arindirildiktan
sonra hizla ¢ikartildz.

Beyin 6deminin belirlenmesi i¢in deney
sonrasi Oldiiriilen hayvanlardan hizla ¢ikartilan
beyinler bekletilmeksizin yas agirliklar
belirlendikten sonra 60 °C de 48 saat kurutuldu
ve kuru agirliklan 6lgiildii (21). Kuru agirligin
yas agirhga yizde oram1 (P) formiilde

31



B. Obay Deniz ve ark

belirtildigi sekilde hesaplandi. P = Kuru
Agirlik/Yas Agirlik x 100. Elde edilen sonug
(P), beyin Odeminin  hesaplanmasinda
kullanildi:

% BeyinOdemi =
P(deney) x 100

Beyin MDA diizeyinin belirlenmesi igin
optik kiazmanin Oniinden aliman beyin
pargalart %1,15 KCL cozeltisiyle %10 luk
homojenizat haline getirildi. Sonra Uchiyama
ve Mihara’nin spektrofotometrik yontemiyle
belirlendi (22).

Stiperoksit dismiitaz ve katalaz aktiviteleri-
nin belirlenmesi i¢in fosfat tamponuyla homo-
jenize edilen iskemik On beyin Ornekleri
etanol-kloroform karigimiyla ekstraksiyona
maruz birakildiktan sonra diyalize birakildi.
Total SOD  aktivitesi ~ Sugawara  ve
arkadaslarinin  kullandig1  yontemiyle (23),
katalaz aktivitesi ise Aebi yontemiyle ol¢tildii
(24)

E ve C vitaminlerinin diizeyleri yiiksek
perfonsmanl likit kromatografisi ile olgtildii.

P(kontrol)- P(deney)/

Istatiksel Analiz: Elde edilen verilerin
degerlendirilmesinde Kruskall Wallis ve Mann
Whitney U testi kullanildu.

BULGULAR

Iskemi sonrasi, reperfiizyonun 24. saatinde
SOD aktivitesi, kontrol degerine gore ortalama
% 17.4, CAT aktivitesi %18.7 oraninda azald1
(strastyla; p<0.05 ve p<0.05), Sekil: 1 ve 2).
Iskemi sonrasi 24. saatte azalmis olan SOD ve
CAT aktiviteleri, 72. saatte Onemli Olclide
artarak iskemi Oncesi degerleri ast1 (sirasiyla;
p<0.01 ve p<0.05).

Serebral  iskemi, sadece  enzimatik
antioksidanlardan SOD aktivitesinde degil
nonenzimatik antioksidanlardan E ve C
vitaminlerinin diizeylerinde de azalmalara
neden oldu. Iskemiye maruz kalan 6n beyin
bolgesinde reperfiizyonun 24. saatinde rediikte
vitamin E diizeyi ortalama %36.7 oraninda
azalirken rediikte vitamin C diizeyi % 84.6
oraninda azaldi (sirastyla; p<0.01 ve p<0.01,
Sekil; 3 ve 4). Iskemi sonras1 24. saatte azalmis
olan rediikkte vitamin E ve C diizeyleri,
iskemiden 72 saat sonra yilikselme gosterdiyse
de iskemi oOncesi degerlere ulasamadi
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(strastyla; p<0.01 ve p<0.01, Sekil; 3 ve 4).

Lipit peroksidasyon {iriinii, MDA, iskemi
sonrasi 24. saatte Oonemli Olclide artti ve 72
saatte hafifce azalmasina ragmen normal
diizeye donmedi (p<0.01, Sekil; 5).

[skemiden bir hafta 6nce, vitamin E ve
C'nin ayr1 ayri veya birlikte uygulandigi
siganlarda lipit peoksidasyonu (MDA), 6nemli
Olciide azaldi (Sekil;5)

Beyin su igerigi, iskemiden 24 saat sonra
% 28,5 + 4,1 oraninda artt1 (p<0.001 ) ve bu
artis 72. saatte azalarak % 9,9 + 3,3 diizeyine
indi (p<0.01). Iskemi dncesi vitamin E ve C'nin
ayri ayr1 veya birlikte uygulanmasi, iskemiye
bagli serebral 6dem miktarini da dnemli 6l¢tlide
azaltt1 (Sekil; 6)

Sekil 1. Gegici serebral iskeminin SOD
aktivitesinde olusturdugu degisiklikler.
Vitamin E ve C uygulamasinin etkileri.

- Iskemi oncesi ile karsilastirildiginda farkin
istatistiksel onemi; (*); p<0.05, (**);p<0.01

Biskemi 6ncesi @72. Saat

Unite/mg.protein

Sekil 2. Gegici serebral iskeminin CAT
aktivitesinde olusturdugu degisiklikler.
Vitamin E ve C uygulamasinin etkileri.

- Iskemi oncesi ile karsilastirildiginda farkin
istatistiksel onemi; (*); p<0.05, (*);p<0.01
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Diskemi éncesi [0124.Saat M 72. Saat

Mg ok
38833338

Kontrol Vitamin E Vitamin C Vit.E+C

Sekil 3. Gegici serebral iskeminin Vitamin E
diizeyinde olusturdugu degisiklikler. Vitamin
E ve C uygulamasinin etkileri.

- Iskemi oncesi ile karsilastirildiginda farkin
istatistiksel 6nemi; (*)p<0.01

‘Eiskem\ 6ncesi [24.Saat M72. Saat ‘

nMollg doku

Kontrol Vitamin E Vitamin C Vit.E+C

Sekil 4. Gegici serebral iskeminin Vitamin C
diizeyinde olusturdugu degisiklikler. Vitamin
E ve Cuygulamasimin etkileri.
- Iskemi oncesi ile karsilastirildiginda farkin
istatistiksel 6nemi; (*) p<0.01

‘Elskemi éncesi [24.Saat M72. Saat ‘

400 k.3
350
300
250
200
150
100

50

nMol/g.doku

Vitamin C

Vitamin E

Vit.E+C

Kontrol

Sekil 5. Gegici serebral iskeminin olusturdugu
Lipit peroksidasyonu (MDA diizeyinde
degisiklikler), Vitamin E ve C uygulamasinin
etkileri.

- Iskemi oncesi ile karsilastirildiginda farkin
istatistiksel onemi: (*x*); p<0.01

- Kontrol grubu ile karsilastirildiginda farkin
istatistiksel onemi: (a); p<0.01

024.Saat @72 Saat

uikog

o w

Vitamin C

Vit.E+C

(%) $n1e190PUIBLBSI NS

Kontrol Vitamin E

Sekil 6. Gegici iskeminin olusturdugu beyin
O0demi, vitamin E ve C uygulamasinin etkileri.
- Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda farkin
istatistiksel 6nemi: (a); p<0.01

TARTISMA

Serbest radikalleri metabolize eden SOD
ve Katalaz enzimlerinin iskemiden 3-24 saat
sonra hafifce azaldig1 ve 72 saat sonra arttig1
gosterilmistir (4). Bizim c¢alisgmamizda da
iskemiden 24 saat sonra biitiin gruplarda
serebral SOD aktivitesi yaklastk %17 ve
Katalaz aktivitesi %19 oraninda azalirken
iskemiden 72 saat sonra her iki enzim aktivitesi
onemli Ol¢lide artti. SOD ve Katalaz
aktivitelerinin iskemiden sonra ilk 24 saatte
azalmast ve daha sonra 72 saatte artmasi
serbest oksijen radikallerindeki artiga karst
beyin antioksidan savunma sisteminin tepkisi
olarak degerlendirilebilir. Ancak, SOD ve

Katalaz aktivitelerinin  serebral iskemide
degismedigini belirten arastirmalar (25-26) bu
konuda kesin bir aciklama yapmay1
zorlagtirmaktadir.

Iskemi sonrasi nonenzimatik antioksi-

danlarda da degisiklikler olmaktadir. Kinuta ve
ark . (27) gore iskemiden 24 saat sonra beyin
rediikte vitamin E diizeyi % 37 ve vitamin C
diizeyi ise % 76 azalmaktadir. Bizim sonuglari-
miz, bu degerlere olduke¢a yakindir. Iskemiden
24 saat sonra antioksidanlarin hizli bir gekilde
azalmas1 ve iskemiden 72 saat sonra hemen
hemen durmus olmasi serbest radikal
reaksiyonlarinin iskemiden 24 saat sonrasi
donemde siddetli oldugunu gostermektedir.
Nitekim lipit peroksidasyonunun bir gostergesi
olan MDA diizeyi, iskemiden 24 saat sonra
biitiin gruplarda maksimum diizeye ¢ikti. C ve
E vitaminlerinin uygulanmasi iskemiye baglh
SOD ve Katalaz aktivitelerindeki azalmayi
(24. saatte) oOnlerken lipit peroksidasyonu ve
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serebral 6demi de 6nemli Olciide azaltt.

Iskemi sonrasi antioksidan savunma
sistemindeki degisiklikler, beyin hasarinin
siddetini belirlemede 6nemlidir. Nitekim SOD
aktivitesinin inhibe edildigi durumlarda serbest
radikal reaksiyonlarinin artisgina bagli olarak
doku harabiyetinin gelistigi ve ekzojen SOD
uygulamasinin travma sonrasi beyin 6demini
azalttig1 gosterilmistir (4,28).

Serbest radikal reaksiyonlarinin zararh
etkilerine karsi organizmay1 koruyan enzimatik
ve nonenzimatik antioksidan savunma sistemi,
iskemi ve reperfiizyon sirasinda degisiklige
ugrar mi1? Post-iskemik 6dem ve doku hasari
sadece serbest radikallerin olusumundaki
artistan m1 kaynaklaniyor? Yoksa antioksidan
savunma sisteminin yetersiz kalmasi da soz
konusu olabilir mi? ilk sorunun yanitiyla ilgili
olarak, ¢ok sayida deneysel calisma, serebral
iskemi ve reperfiizyon sirasinda serbest radikal
yapiminin arttigini ve beyin hasarinda artmis
bulunan bu serbest oksijen radikallerinin
onemli rol oynadigimi gostermektedir (12-19,
26). Bununla birlikte, post-iskemik doku
hasarinda serbest radikal reaksiyonlarindaki
artigla birlikte antioksidan savunma sisteminin
yetersizliginin de s6z konusu olup olmadigi
tartigilmaktadir (4,15) Ancak, bu konuyla ilgili
yapilmis olan arastirmalarin sonuglari arasinda
celiskiler bulunmaktadir. Glikol ile birlestiril-
mis sliperoksit dismiitaz ve katalaz’in ekzojen
olarak uygulanmasi iskemik beyin hasarini
onemli Ol¢iide azaltmaktadir (8). Engerson ve
ark. ile Werns ve arkadaglarina gore serebral
iskemi siliperoksit dismiitaz ve katalaz
aktivitelerini  degistirmemektedir (25, 26).
Bizim bu ¢alismamizda iskemi sonrasi her iki
enzim  aktivitesi O6nemli  Olgiide  artt1.
Bulgularimiz, Aebi  ve  arkadaglartyla
Sutherland ve arkadaslarinin ¢aligmalarint (4,
29) desteklemektedir. Konuyla ilgili yapilmis
olan caligmalarin sonuglar1 arasinda benzerlik
olmamasi; muhtemelen metod, tiir ve iskemi
modellerindeki farkliliklardan kaynaklanmak-
tadir.

Bu c¢alisma; gecici serebral iskemide
antioksidan savunma sistemindeki etkinligin
ilk 24 saatte azaldigimi ve bu azalmanin pre-
iskemik donemde C ve E vitamini uygulanma-
styla Onlenebildigini gostermektedir. Ayrica,
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iskemiye bagli lipit peroksidasyon artis1 ve
serebral 0demin biiyilk bir  olasilikla
antioksidan savunma sistemindeki zayiflamaya
bagli olduguna isaret etmektedir.

Sonug olarak bulgularimiz, gegici serebral
iskeminin antioksidan savunma sisteminde
zamana bagl degisikliklere neden oldugunu,
iskemi oncesi E ve C vitaminleri uygulama-
sinin iskemi sonrasi 24. saatte ortaya g¢ikan
degisiklikleri  onledigini, iskemiye bagl
gelisen lipit peroksidasyonu ve 6demin
antioksidan savunma sisteminin durumuyla
iligkili oldugunu gostermektedir.
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