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GIRIS VE AMAC

Canli organizmalarin tiimii oksidatif stresden etkilenir fakat hayvan beyninin
oksidatif hasara 6zellikle daha hassas oldugu bildirilmigtir. Bunun bir nedeni beynin
oksijen tiiketiminin yiiksek olusudur. Insanda viicut agirhgmin sadece kiigiik bir oranint
olusturan beyin bazal oksijen tiiketiminin yaklasik olarak % 20 ‘sini kullanir (36).

Travma sonras1 MSS’de meydana gelen hasarin gogu glutamat eksitotoksisitesi,
Ca*? birikimi ve oksidatif stresin sekonder etkileriyle olusur. Birbirleriyle etkilegim
gosteren bu ii¢ mekanizma ndron Oliimiiyle sonlanir. Oksidatif stresin aktifledigi
mekanizmalar nétrofil aracil: enflamasyona neden olur. Bu da sekonder hasara yol agar.
Oksidatif stresin azaltilmasinin travmaya bagh sekonder hasarin miktarim biiyiik 6lgiide
azaltacag ileri siiriilmektedir (43).

Sekonder hasarin hemen hemen her mekanizmasinda bir dereceye kadar serbest
radikaller olusur. Endotel hiicrelerine serbest radikallerin hasari kan-beyin bariyerini
bozar ve dogrudan dogruya beyin parankimal hiicrelerine zarar vererek néronlarda ve

gliada yapisal degisikliklere ve 6deme neden olurlar (32).

Guaninin ksantine doniiglimiinii katalizleyen guanaz, oksidan bir enzim olan
ksantin oksidaz iceren dokularda antioksidan ozellikte bir molekiil olan iirik asidin
indirekt kaynagim olusturur (49,55,57,62,121). Literatiirde kafa travmasinda bu enzimle
iligkili ¢aligma bulunmamaktadir.

Serbest radikaller viicutta normal olarak antioksidan enzimleri (siiperoksid
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz), antioksidan kii¢iik molekiilleri (E vitamini,
C vitamini, karotenler, flavanoidler, glutatyon, iirik asid ve taurin) ve selenyum, ¢inko

gibi eser elementleri kapsayan etkili sistemlerle nétralize edilirler (19,99).



Literatiirde kafa travmasinda serbest oksijen radikalleriyle ilgili ¢egitli galismalar
bulunmaktadir. Deneysel modellerin gogu soguk hasar veya sivi perkiizyonu gibi
teknikler kullanilarak yapilmigtir. Bu ¢aliymada Marmarou’nun impakt-akselerasyon
modeli kullanilarak olusturulan yaygin beyin hasarinda guanaz, sﬁpefoksid dismutaz
(SOD) ve katalaz (CAT) enzimlerinin plazma ve beyin dokusu aktivitelerini zamana ve

travma siddetine bagl olarak degerlendirmeyi amagladik.



II. GENEL BILGILER

11.1. Kafa Travmasi

Kafa travmasi, sakatlik ve mortalitenin en énemli nedenlerinden birini olugturur.
ABD’de her il yaklagik olarak 10 milyon kisinin kafa travmasina maruz kaldig
bildirilmigtir. Bunun %20’si beyinde hasara yol agabilecek diizeydedir (95). Gelismis
iilkelerde 6liim nedenleri arasinda serebrovaskiiler hastaliklar 100 binde 794 prevalansla
kalp hastaliklart ve kanserden sonra iigiincii sirada yer almaktadir (48). Genellikle bu
hasarlar uzun ve oldukga masrafli bir hastane tedavisini gerektirir. Bu durum hem kisi

hem de iilke ekonomisine agir bir yiik getirir.

Travma sonrast hasar primer ve sekonder mekanizmalar aracilifiyla olusur.
Mekanik faktorler primer hasara neden olurlar. Primer hasar genel olarak serebral
konfiizyonlar ve yaygin aksonal hasarlarla iliskilidir. Boyle bir hasarin en belirgin
isaretleri serebral korteksin giral kisimlarinin hemorajik kontiizyonlaridir. Hemorajinin
boyutu tiim kortekse kadar uzanabilir, genis kontiizyonlar birlesebilir ve kafa igerisinde
pihtr olusturabilir. Siddetli hasarda ise beyin kokii hasar1 subaraknoid bosluga
yayilabilir. Primer hasarin etkilerini sekonder hasarlar arttirir. Kafa travmali her hastada
belli bir dereceye kadar iskemi, hemoraji, 6dem ve enflamasyon gelisir. Kafatasi
fraktiiriine kraniyal sinirlerin hasari, konkiizyon, kontiizyonlar, hemoraji ve hematomlar
eslik edebilir (32).

Kafa travmasinin en belirgin oOzelliklerinden biri olan sekonder biling
degisikliklerinin ekstradural veya intradural hematom, subaraknoid hemoraji, &dem
veya vaskiiler dilatasyon, enfeksiyon, hidrosefali, hipoksi veya hipotansiyona bagh
olarak olustugu diisiiniilmektedir (79).

Sekonder hasar prosesi, baz1 mekanizmalann birbiriyle karmagik bir etkilesimini

kapsamaktadir. Elde edilen bulgulara gore burada esas rol oynayan faktorlerin; eksitator



amino asid noéromediyatorler olan aspartat ve glutamatin agri salimmu, intraselliiler
* kalsiyumun (Ca™®) agn birikimi, aragdonik asit kaskadinin aktivasyonu ve serbest
radikal aracili lipid peroksidasyonunun indiiksiyonu oldugu &ne siiriilmektedir. Bu
prosesler birbirleriyle igige gegmis durumdadir. Hatta pozitif feedback luplari onceki
olay: gddetlendirmektedir (32).

$kil 1. Sekonder MSS hasarinda yer alan mekanizmalar (35).
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$kil 2. Iskemi ile depolarizasyon, kalsiyum homeostazinin kaybi ve hiicre 6liimiine yol

agan diger olaylar arasindaki iligki (105).



I1.2. Oksidatif Hasar ve Kafa Travmasi

Canli organizmalarin tiimii oksidatif stresden etkilenir fakat hayvan beyninin
oksidatif hasar ozellikle daha hasssas oldugu bildirilmistir. Bunun bir nedeni beynin
oksijen tiiketiminin yiiksek olusudur. Insanda viicut agirliginin sadece kiigiik bir oranini
olusturan beyin bazal oksijen tiiketiminin yaklagik olarak %20’sini kullanir (36).
Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon normal kosullarda molekiiler oksijenin suya
tetravalan indirgenmesi ile ilerler. Elektron akiginin %1’i siiperoksid radikali (O,")
olusumu ile sonuglamir (39). Serbest oksijen radikallerinin (SOR) olusumu;
mitokondriyal solunum zinciri, fagositoz, arasidonik asid metabolizmasi, oviilasyon ve
fertilizasyon gibi normal hiicresel metabolizmanin integral bir &zelligidir. Bununla
beraber patolojik olay sirasinda SOR olusumu artig gosterebilir. SOR, ya ekstraselliiler
matriks iizerine veya dogrudan dogruya hiicre membranlari iizerine etki eder. En reaktif
form olan hidroksil radikali (OH"); proteinleri, lipidleri ve niikleik asidleri oksitleyebilir
(116,63).

0,", OH’, hidrojen peroksid (H,0,) gibi reaktif oksijen tiirleri merkez sinir
sisteminin (MSS)’nin fonksiyonu sirasinda metabolik reaksiyonlar sonucu olusur (17).
Reaktif oksijen tiirlerinin beyin hasarmin patofizyolojisinde rol oynayabilecegi ileri
stirilmektedir (2,45,101,116).

Kontos HA ve Poxlishock JT (51,52) olusturduklar: kafa travma modelinde beyin
hasarin1 takiben hemen ve bir saat sonra beynin ekstraselliiller kismimnda O, ’ni

saptamiglardir. Kafa travmasinda beyinde OH" olusumu da artmis bulunmugtur (29).

Travma sonrast MSS’de meydana gelen hasarin gogu glutamat eksitotoksisitesi,
Ca*? birikimi ve oksidatif stresin sekonder etkileriyle olusur. Birbirleriyle etkilesim
gosteren bu {i¢ mekanizma noéron 6limilyle sonlamr. Oksidatif stresin aktifledigi

mekanizmalar nétrofil aracili enflamasyona neden olur. Bu da sekonder hasara yol agar.



Oksidatif stresin azaltilmasinin travmaya bagli sekonder hasarin miktarim biiyiik olgiide

azaltacag ileri siiriilmektedir (43).

Sekonder hasarin hemen hemen her mekanizmasinda bir dereceye kadar serbest
radikaller olusur. Endotel hiicrelerine serbest radikallerin hasari kan-beyin bariyerini
bozar ve dogrudan dogruya beyin parankimal hiicrelerine zarar vererek néronlarda ve
gliada yapisal degisikliklere ve 6deme neden olurlar. Kan beyin bariyerinin bozulmasi,
vazojenik beyin 6demi olusumundan ve beyin hiicrelerinin kanamaya maruz
kalmasindan sorumludur (32). Kafa travmasinda meydana gelen serebrovaskiiler yapi
ve fonksiyon bozukluklar1 iizerine SOR aracili lipid peroksidasyonunun katkida
bulundugunu gosteren deney hayvanlarindan ve bazi klinik galigmalardan elde edilen
kanitlar bulunmaktadir. Travma sonrasi beyinde lipid peroksidasyon diizeyi yiiksek
bulunmustur ve travmanin siddetiyle lipid peroksidasyon diizeyinin arttig1 gosterilmigtir
(10,30,31,33,34,42,77,83,112,113,124).

Serbest radikal; niikleik asidler (DNA, RNA), proteinler veya lipidlerden bir
elektron alma egilimindedir. Bununla beraber sekonder MSS hasan prosesi sirasinda
olusan serbest radikallerin primer hedefleri hiicre membrani fosfolipidlerinin

poliansatiire yag asidleridir (32).

Yaygin olarak kullamlan serbest radikal olusturucu bir sistemle in vitroda beyin
dokusu iizerinde hiicre hasari ve 6dem indiiklendiginde membran fosfolipidlerinin
pargalandigi, lipid peroksidasyonunun ve serbest yag asidlerinin salimminin arttig
gosterilmistir (12). Serbest poliansatiire yag asidlerinin beyin 6deminin indiiksiyonunu
artirmaktadir (8,9,59). Buna gére SOR membran yapisinda bozukluga neden olabilir
(11).

Iskemi veya travmaya bagh doku hasart metal iyonlarimin agiga ¢ikmasina ve

serbest radikal reaksiyonlarinin hizlanmasma neden olabilir. Bu durum 6zellikle



beyinde ¢ok onemlidir. Ciinkii beyin dokusu demir iyonlarindan zengindir ve beyin
omurilik sivis1 (BOS) salinan demir iyonlarini baglayamaz. Demirin MSS’de bolgesel
dagilimi bu bélgelerin in vitroda lipid peroksidasyonuna sensitivitesi ile paralel bir
degisiklik gostermektedir (37,125). Travmay: takiben veya post iskemik reperfiizyon
sirasinda serbest radikal olusumunda goriilen patlama vaskiiler, néronal ve glial
hiicrelerin fosfolipidlerindeki doymamus acil zincirleri iizerinde serbest radikal hasari
meydana getirir. Demir kataliziyle diger zararh radikal tiirleri olugur ve demirin diigiik
molekiil agirlikli bilesiklere baglanmasi da pro-oksidan molekiillerin olusumuna yol

acar (105).

Mekanik travmadan kaynaklanan kanama ile subaraknoid veya intraserebral
kanama sonucu agiga ¢ikan hemoglobin katalitik olarak aktif ikinci bir demir kaynag
olusturur. Hemoglobin oksijen radikal reaksiyonlarini stimule edebilir. Bununla beraber
hemoglobinden salinan demirin hemoglobin aracili lipid peroksidasyonundan daha fazla
sorumlu oldugu gériinmektedir. pH’1n 6,5 veya daha asagiya diismesi H,O, veya lipid
hidroperoksidleri (LOOH) tarafindan hemoglobinden demir salimimini arttirir. Bdylece
hemoglobin oksijen radikal olusumunu ve lipid peroksidasyonunu ya dogrudan dogruya
veya HyO,, LOOH, asidik pH etkisiyle demir salinimi yolu ile Katalizleyebilir.
LOOH’nin demir ile reaksiyonu i¢in optimum pH asidik olup, doku hasari sonrasi

meydana gelen asidoz lipid peroksidasyonunu artirir (32).

Noronal, glial ve vaskiiler hiicre membranlari ile myelinin radikal aracili
peroksidasyonu ya diigiik doku pH’1 ya da oksijen radikalleri araciligi ile hemoglobin,
transferrin ve ferritinden agiga ¢ikan serbest demir tarafindan katalizlenir. Lipid
peroksidasyonu hiicrede membran yiizeyine yayilan, fosfolipid bagimli enzimleri inhibe
eden, iyon gradiyentlerini bozan ve eger siddetli ise membran lizisine yol agan

geometrik olarak ilerleyen bir prosesdir (32).



Son yillarda travmatik beyin hasar1 sonrasi beyin metabolizmasindaki
patofizyolojik degisikliklerle iliskili bilgimiz oldukga artmuistir. N&ronlarin akut
farmakolojik korunmasinda lipid peroksidasyonu 6nemli bir terapétik hedeftir (30,33).
Bu durum beyin hasari olan hastalarda sekonder beyin hasarini azaltmak amaciyla ek
bir tedavi i¢in spesifik farmakolojik stratejiler gelistirilmesini saglanmugtir. Travmatik
beyin hasarinin tedavisinde bazi maddeler incelenmis olup, farkli evrelerde deneysel ve

klinik degerlendirilmeleri yapilmaktadir (54).

Guaninin ksantine doniigiimiinii katalizleyen guanaz, oksidan bir enzim olan
ksantin oksidaz iceren dokularda antioksidan ozellikte bir molekiil olan iirik asidin
indirekt kaynagini olusturur (49,55,57,62,121). Literatiirde kafa travmasinda bu enzimle

iligkili ¢aligma bulunmamaktadir.

Sekonder beyin hasar1 yiiksek mortalite ve morbidite hizlan ile iligkilidir.
Sekonder hasarin geriye doniislii nedenleri, hipoksemi, hipotansiyon ve intrakraniyal
basing artisi dahil miimkiin oldugunca degerlendirilip, Onlenilebilmelidir. Ayrica
gecikmis beyin hasar ile iligkili hiicresel ve metabolik degisiklikleri anlama ve hasarin
6nlenmesinde noroprotektif ajanlarin rolii norolojik bulgularin iyilestirilmesinde iimit

verici sonuglara yol agacaktir (17,32).
I1.3. Guanaz

Guanaz (Guanin deaminaz = Guanin aminohidrolaz, E.C.3.5.4.3 ) katabolik bir
enzimdir. Guaninin ksantin ve amonyaga doniisiimiinii katalizler (57). Bakteriler,
bocekler ve memelilerin gogunda guanaz  aktivitesi saptanmustir  (14,20,92).
Guanaz ekspresyonu tiirlere bagli olarak dokular arasinda degisiklikler gostermektedir
(60,100). Genel olarak karaciger, bobrek, beyin, ince ve kalin barsakda en yiiksek
aktivite bulunmustur (41,65,78). Kopek, tavsan ve insan eritrositlerinde guanaz

aktivitesi bulunmazken fare, sigan ve harmsterlerin eritrositlerinde yiiksek miktarda
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aktivite saptanmigtir. Tavsan ve insanda kalpte guanaz aktivitesi bulunmazken; fare,
sican, harmster ve kopekte orta diizeyde enzim aktivitesi bulunur (62). Siganlarin
eritrositlerinde  ozellikle retikulositlerinde bulunmaktadir. Hatta guanaz diizeyi
siganlardaki retikiilositozun derecesini tahmin etmede kullanilabilir. Oysa insan
eritrositlerinde hatta retikiilositoz durumunda bile guanaz aktivitesi hemen hemen hi¢
yoktur. insanda guanaz baslica karaciger, beyin ve bobrekte bulunur. Diger dokularda
aktivite az veya yoktur (38,41).

Sigan beyin guanazi amonyum siilfat fraksiyonlama teknigi, kolon kromotografisi
ve jel filtrasyonu teknikleri ile saflagtirildiginda molekiil agirligimni 105 bin Dalton; SDS
poliakrilamid jel elektroforezi ile alt biriminin molekiil agirhigmmn 152 bin Dalton
oldugu gosterilmistir. Bu bulgulara gore dogal enzim iki identik alt birimden ibarettir

(81).

Tavsan beyninden izole edilen guanazin amino asid analizi yapildiginda bol
miktarda serin, glisin ve l6sin , diisiik miktarlarda triptofan ve metiyonin; en az
diizeyde ise sistein amino asidlerini igerdigi bulunmustur. Enzimin p-hidroksimerkiiri
benzoat tarafindan inaktivasyona sensitivitesinin yiiksek olmasi nedeniyle enzimin aktif
merkezinde esansiyel olarak sisteinin SH grubunun varligr diisiiniilmektedir. Yapilan
diger deneysel galigmalar katalitik kisimda sistein ve histidinin varligini gostermektedir
(28,73,92). Enzimin pH 8,0de ky, degeri 0.1x10° M ve optimum pH’1 8.0-8.5 olarak
bulunmustur (62).

Mansoor ve ark. (66); 1963 yilinda maymunda, Norstrand et al (88) 1965 yilinda
insanda guanazin beynin farkli bolgelerinde farkli diizeylerde oldugunu gostermislerdir.
Bu farklilik 50 katina kadar ulagabilir. Bu derecede varyasyonlar genellikle sadece
noromediyatorlerin veya ikincil habercilerin metabolizmasiyla iliskili enzimlerde
gozlenmigtir. Bu durum guanin deaminazin da ayn1 zamanda boyle bir fonksiyona sahip

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Fare beyninin farkli bolgelerinde guanaz aktivitesi 50 kattan fazla degisiklik
gosterir. Beyin korteksi ve amigdalede en yiiksek aktivite goriiliir. Oysa fare ve kedinin
serebellumunda hemen hemen aktivite yoktur (4,16). Fare beyninin hemen hemen 100
farkli bolgesinde guanaz Olgiildiginde enzim diizeyleri telensefalonun tiim
kisimlarinda, hem gri ve hem de beyaz maddede nispeten daha yiiksektir. Enzim
ozellikle olfaktuar tiiberkiil ve amigdalede aktiftir. Diensefalondaki diizeyleri
telensefalondan diisiik veya yiiksektir. Kaudal’den diensefalona kadar ki beyin bolgeleri
ve serebellumun tiim kisimlarinda saptanabilecek diizeyde guanaz aktivitesi
bulunamamistir. Guanaz diizeyinin dokuda genis dagilim aralifi gostermesi bir

noroefektdriin metabolizmasinda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (4).

Hem farede hem de siganda cGMP fosfodiesteraz diizeyi serebellum, pons,
medulla ve spinal kordda beynin diger bélgelerine gére ¢ok daha diisiiktiir (15). Bu
durum guanaz aktivitesinin dagilimi ile oldukga paralellik  gdstermektedir. Guanin
niikleotidleri ve niikleozidlerinin katabolizmas: ile iligkili bu iki enzimin dagiliminmin
yakin korelasyon gostermesi nedeniyle bunlar MSS’de ¢cGMP diizeylerinin regiilasyonu
ile iligkili olabilir (27,84).

Guanin deaminaz beyinde amonyak olusumuna katkida bulunur (81). Guanaz
aktivitesi insan merkez sinir sisteminin gliyal elementlerinde ve néronlarda
histokimyasal yontemlerle saptanmistir (87). Insan beyninde dogumdan itibaren var
olan guanaz aktivitesi yaklasik 4 ayda eriskin diizeyine ulasir (56). Siganlarda
ise beyin dokusunda guanaz aktivitesi dogumdan itibaren 4. haftaya kadar kademeli
olarak artiy gostermektedir (85). Siganin postnatal gelisiminde beyinde 40 giinde guanaz
aktivitesi 10 kattan daha fazla ekspresyon artig1 gésterir (6).

Sigan noronal kiiltiirlerinde 14.giine kadar siiren olgunlasma déneminde AMP-

deaminaz ve guanaz aktivitesinde artig gorillmiigtiir. Sigan beyninde ise in vivoda
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hamileligin 18. giiniinden dogumdan sonraki 14. giine kadar olgunlasma, AMP-
deaminaz ve guanaz aktivitesindeki artigla iligkili bulunmustur. Beyinde amonyak
olusturan bu iki enzimde olgunlasmanin neden oldugu artisin fizyolojik 6nemi heniiz

bilinmemektedir (6).

Sigan astroglia kiiltiir hiicrelerinde yaglanmanin piirin yikilhminda fonksiyon
yapan AMP deaminaz , piirin niikleozid fosforilaz ve guanaz enzimlerinin

aktivitelerinde anlamli bir artisla iligkisi oldugu gésterilmistir (126).

Dokuya spesifik ve gelismeye bagli goriilen ekspresyon degisiklikleri o enzimin
guanin niikleotid havuzunun regiilasyonundaki potansiyel bir roliinii diigiindiiriir.
Hiicresel GTP sadece spesifik enzim reaksiyonlarinda ve protein sentezinde degil aym

zamanda sinyal ileti yollarinda da 6nemli bir role sahiptir (123).

I1.4. Siiperoksid Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1.)

Aerob hiicrelerin tiimiiniin, serbest radikallerin olusumunu en az diizeye indirecek
ya da alternatif olarak serbest radikaller olusur olusmaz bunlari hizla pargalayacak

koruyucu mekanizmalar gelistirdiklerini biliyoruz (18).

Serbest radikaller viicutta normal olarak antioksidan enzimleri (siiperoksid
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz), antioksidan kii¢iik molekiilleri (E vitamini,
C vitamini, karotenler, flavanoidler, glutatyon, iirik asit ve taurin) ve selenyum,
cinko gibi eser elementleri kapsayan etkili sistemlerle nétralize edilirler. Saglikh
bireylerde serbest radikaller ve antioksidanlar arasinda hassas bir denge vardir (19,99).
Bunlarin fizyolojik diizeylerinden kiigiik sapmalar lipidler, proteinler ve DNA’ya

oksidan hasara kars1 hiicrelerin direnci iizerine dramatik bir etki yapabilir (74).
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SOD’mn kesfi antioksidan savunma sistemleri hakkinda bugiinkii bilgilerimize
temel olusturmustur. Bu durum oksijen toksisitesi igin siiperoksid teorisinin ileri

siiriilmesine yol agmugtir (23).

Ik olarak 1969 yilinda McCord ve Fridovich eritrosit proteininin siiperoksid
radikalini katalitik olarak uzaklastirabildigini ve bu proteinin superoksid dismutaz
olarak gorev yaptigim gosterdiler. SOD iki molekiil siiperoksid radikalini (O,™)
dismute ederek hidrojen peroksit ve molekiiler oksijen olusturur (61,117). SOD sadece

sliperoksid’in katalitik olarak ortamdan uzaklasgtirilmasina 6zgiildiir (23).

Siiperoksid radikali olustuktan hemen sonra spontan olarak dismutasyona
ugrayarak H,O, olusturur bu reaksiyon SOD etkisiyle olduk¢a hizli bir sekilde meydana
gelmektedir (32). Siiperoksid radikalinin dismutasyonu reaksiyonunda denge iiriin

olusumu yoniindedir (53).

0" + 0, +2H —2_5 H,0, + 0,

Stiperoksid radikali molekiiler oksijen ve hidrojen perokside gére stabil degildir
(24). Sulu ortamda kendiliginden ve oldukga hizh bir sekilde dismutasyona ugrayarak
oksijen molekiilii ve hidrojen peroksid olugturur (96). O,"’nin katalizsiz dismutasyonu
igin genel hiz sabiti g6zeltinin pH’ma oldukga baglidir ve fizyolojik pH’da yaklasik
5x10° M's""dir. Bovin eritrosit Cu, Zn SOD’mn katalizledigi reaksiyon 5.3-9.5
araliginda pH’dan hemen hemen bagimsizdir ve O,"’in aktif kisimla reaksiyonu igin

hiz sabiti yaklagik 1.6x10° M~ s dir (23).

Enzim-Cu*? + 0,"~ — Enzim-Cu* + O,

Enzim-Cu® + 05" + 2H* — Enzim-Cu*? + H,0,

Net reaksiyon: O," + 0,"” + 2H" — H,0, + O,
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Zn'? katalitik siklusda fonksiyon g6rmez fakat enzimi stabilize etmeye yardim
eder. Genel olarak Mn™ gibi diger gecis metallerinin iyonlar1 fonksiyonel enzim
olugurmak iizere bakirin yerinin alamaz fakat kobalt, civa veya kadmiyum iyonlart
Zn'%nin yerini alarak enzim stabilitesini artirabilir (23). Bakir esas olarak katalitik

¢inko ise yapisal bir rol oynar (24).

Negatif yiiklii stiperoksid ¢ok pozitif yiiklii katalitik kisima elektrostatik baglarla

+25

baglanir. Siiperoksid radikali Cu “’ye ve arginin kalintisinin guanido grubuna baglanir.

Siiperoksidden bir elektron bakir iyonuna transfer olarak Cu''

ve molekiiler oksijen
olugurur. Oksijen molekiilii ortama salmur. Ikinci bir stiperoksid aktif kisma girer ve
Cu'!, arginin ve H;O" ya baglanir. Bagli siiperoksid Cu' dan bir elektron ve baglandigt
kisimlardan iki proton alarak H,O, olugurur ve enzimin Cu'? li gkli rejenere olur

(106).

H
Arg—N—H Arg—N—H e
1;? | 141 »,'H kp\
H—NZ" S N—H WO, H—hii /.\\r?——H '&. H
| 1 0

E H HOY

B L, N N—2Zn2* i (ti‘u N
cu? | Cd N N—2Zn?*
7 |
L 5 His 61
0" +H
0, l
Arg—N—H
181
I N—
s &
N N—zf+ H 0 H H H
ﬁ’? H [ N
u
s Cu A
His 61 e N— Zn2*
™
His 61

$kil 3. SOD’1n etki mekanizmasi (106).
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Siiperoksid dismutazlar oksijen toksisitesine karsi hiicresel savunmada onemli
olan ilk komponentlerdir. Ciinkii O,", dismute edilemezse H,0; ile reaksiyona girerek

daha reaktif ve sitotoksik olan singlet oksijen ve hidroksil radikallerini olusturur (40).

SOD enziminin aerob hiicrelerin tiimiinde bulundugu fakat anaeroblarin ¢ogunda
bulunmadigi bilinmektedir (76,98). Ciinkii enzimin fizyolojik fonksiyonu aerob
metabolizma reaksiyonlari yoluyla olusan siiperoksid radikallerinin hasar yapict
potansiyel etkilerine kars1 hiicreyi korumaktir (58,94). Fridovich ve arkadaslan (21)
SOD enziminin aerob hiicrelerin yasam i¢in gerekli oldugunu gosteren daha ileri

kanitlar bulmuglardir.

Bugiine kadar SOD enziminin dort farkli izozimi bulunmustur (21). Bunlardan
biri okaryotlarin hiicre sitozoliinde ve membranlar arasi boslukta bulunan bakir ve
¢ginko igeren SOD enzimi (Cu, Zn SOD)’dir (89). Mn igeren iki tiir SOD enzimi vardir.
Bunlardan biri mitokondri matriksinde bulunur ve digeri E.coli ve Streptococcus mutans
gibi bakterilerin matriksinde bulunur (44,114,115) Fe SOD ise aerob bakterilerin
gogunda bulunur (109). Fe SOD ve Mn SOD’nin amino asid dizilisleri benzerdir. Fakat
Cu, Zn SOD’unkinden olduk¢a farklidir (3). Mn SOD enzimi daha ¢ok mitokondri
matriksinde bulunur (75). Ekstraselliiler sivilarda Cu, Zn SOD’un farkli bir formu
bulunur ve EC-SOD olarak adlandinilmistir (68,70). EC-SOD bakir ve ginko igeren bir
enzimdir. EC-SOD sekretuar bir glikoproteindir ve ekstraselliiler sivilarin ana SOD

izozimidir (1).

Okoryatlarda bulunan Cu, Zn SOD’un molekiil agirhig: 32 bin Dalton olup iki alt
birimden ibarettir (71). Her bir alt birim bir bakir ve bir ¢inko iyonu igeren aktif bir
kisim tagir (23). Insanda Cu, Zn SOD enzimini kodlayan gen 21q21.1 numarali

kromozomda bulunur (75).
Cu, Zn SOD enzimi siyaniir tarafindan inhibe olmaktadir. Doku ekstratlarindaki

Cu, Zn SOD enziminin aktivitesi, SmM siyaniir tarafindan spesifik olarak inhibe
edilebilmektedir (122).
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SOD enziminin biitiin izozimlerinde enzimin aktif merkezindeki metalin kelat
yapict ajanlar kullanilarak uzaklastinlmas: Kkatalitik aktivitenin kaybina yol agmakta,

metalin tekrar saglanmasiyla aktivite yeniden kazanilmaktadir (22).

SOD son derece stabil bir enzimdir. Izolasyon islemi sirasinda enzim,
hemoglobinin denatiire oldugu kosullarda kloroform ve etanolle muamele edildiginde
bozulmamaktadir. izolasyon isleminin  diger safhasinda, dipotasyum fosfat ilave
edilerek alkolden zengin faz ¢oziiniir. Enzim aktivitesi organik fazda bulunur, bu
aktivite asetonla presipitasyon isleminden sonra yeniden kazanilmaktadir. Bu enzimin

olaganiistii bir ¢oziiniirliik 6zelligi oldugunu gostermektedir (46).

IL.5. Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6)

CAT bilinen en eski enzimlerdendir. 1901 yilinda Loew tarafindan bu ad
verilmigtir (101). Enzim, 2H,0, — 2H,O0 + O; reaksiyonunu katalizler. H,0,,
0,"’nin dismutasyonu ile olusur. Birkag bakteri diginda aerobik hiicrelerin ¢ogunda
katalaz bulunur. Katalaz hayvanlarda organlarin ¢ogunda &zellikle de eritrositlerde ve
karacigerde bol bulunur. Katalaz, eritrositlerde hemoglobinin otooksidasyonu
sonrasinda meydana gelen O,"’nin dismutasyonu ile olusan H,O,’e karsi hiicreyi
korumada yardime: olabilir. Eritrositler kolaylikla difiizyona ugrayan H,O,’yi absorbe
ederek diger dokulan da oksidatif hasara karg1 koruyabilirler (118).

Hiicre alt fraksiyonlan diizeyinde katalaz peroksizomlarda %80 oraninda,
sitozolde ise yaklasik %20 oraminda bulunur. Dokularin katalaz aktivitesi fazlasiyla
degiskendir. Beyin, kalp ve iskelet kas: karacigere gore daha diisiik diizeylerde katalaz
icerir. Katalaz aktivitesi karaciger ve bobrekte yiiksek iken, bag dokusunda diisiiktiir.
En yiiksek aktivite eritrositlerde olup, serumdan 3600 kat fazladir. Dokularda
¢ogunlukla mitokondri ve peroksizomlarda kismen bagli olarak bulunur. Serum
katalaz aktivitesi ile eritropoez arasinda bir korelasyon vardir. Bu korelasyon

hemolizden etkilenir (26,69,108,119).

16



Katalaz dort protein alt biriminden ibaretdir. Herbir alt birim aktif merkezine bagh
bir ferrik hem grubu igerir. Hem gruplari nonpolar cepler igerisinde sakli olup molekiil
yiizeyine dar kanallarla baglanirlar boylece H,O,’den daha biiyiik molekiillerin gegisini
6nlerler.Enzim depolandiginda, dondurulup ¢éziildiigiinde veya asid ya da alkaliye
maruz birakildiginda alt iinitelerine aynlir, bu da aktivite kaybina neden olur (104).
Inhibitérler: azid, siyaniir, 3-amino-1,24-triazol, indirgenmis glutatyon (GSH) ve

ditiyotreitoldiir (108).

Katalazin reaksiyon mekanizmasi SOD ‘a benzer bir sekilde esas olarak bir

dismutasyondur. Bir H;O,, H,O’ya indirgenirken digeri O, ne oksidlenir.

Katalaz-Fe(Ill) + H,0, —*— bilesik I + H,0
Bilesik I + H,0, —*— katalaz-Fe(Ill) + H,O + O,

Sigan karaciger katalazi igin k; ve k, hiz sabitleri sirasiyla 1.7 x 10’ M s™! ve 2.6

10" M sV dir, Bilesik I, H,O,’den iki elektron alarak tekrar ferrik katalazi olusturur.

Katalazi H;O; ile doyurmak olduk¢a zordur. Enzimin H,O,’in yikimi igin Vi,
degeri oldukea yiiksektir. Ancak H,O,’nin tam olarak uzaklastirilmasi igin iki molekiil
Hy0;’in katalaz enziminin tek bir aktif kismu ile etkilesmesi gerekmektedir. Bu, H,0,
konsantrasyonu diistiikge azalir. Katalaz ve H,O, kansiminda bilesik I’in miktar

bunlarin konsantrasyonlarina ve k; ile k, hiz sabitlerine baglidir (13).

Kono ve Fridovich (50) siiperoksid radikallerinin katalazi inhibe ettigini
bildirmislerdir . H>0, nin katalazi inhibe ettigi uzun zamandan beri bilinmektedir. H,O,
tarafindan katalazin inaktivasyonunu NADPH’ nin 6nledigi gésterilmistir (110).
Indirgenmis glutatyonun (GSH) katalazi dozaja bagimhi olarak inhibe ettigi
gosterilmistir (108). Insanda katalazi kodlayan gen 11p 13 numarali kromozomda
bulunur (76).
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IIl. GEREC VE YONTEM

Bu ¢aligmada 1.U. C.T.F. Deney Hayvanlan Aragtirma ve Uretim Laboratuarindan
temin ettifimiz Spraque-Dawley soyu eriskin erkek siganlar segildi. Yaygin kafa
travmasi olusturmak i¢in Marmarou’nun impakt-akselerasyon modeli kullanildi (72).
Siganlar, olusturulan travmanin siddetine bagh olarak iki gruba aynldi. I. Gruba 1m
yiikseklikten, II. Gruba 2m yiikseklikten 450 gr agirhk diisiiriildi. IT. Grup kontrol
grubu olarak kullamldi. Baslangigta siganlarin agirliklar dlgiilerek kaydedildi (ortalama
gram airhk: 261.32 + 31.42 gram). Sicanlara 30mg/kg olacak sekilde intraperitoneal
olarak tiopental verildi. Genel anestezi altinda siganlar endotrakeal yol ile entiibe edilip
orta hattan kafa derisi insiizyonu yapildiktan sonra koronal ve lambdoid siitiirlerin
arasindaki orta kisma lcm gapindaki gelik disk sikica yapistirildi. Travma aletinde
agirhgin disiiriilecegi yiikseklik ayarlandiktan sonra sigan yiiziikkoyun pozisyonunda
kopiik yatagin lizerine koyuldu. Siganin yatis pozisyonu; kafatasmna yerlestirilen ¢elik
disk, agirhgin iginde ilerleyecegi pleksiglas tiipiin alt ucuna gelecek sekilde ayarlandi.
450g agurlik istenilen yiikseklikten serbestce birakilarak pleksiglas tiip boyunca ilerleyip
diskin iizerine diisiiriildiikten hemen sonra sigan aletin altindan alinarak operasyon
masasinda birkag dakika izlendikten ve kafatas: fraktiirii yoniinden incelendikten sonra
solunum cihazina baglandi. Siganlardan travma sonrast 30. ve 60. dakikalarda kuyruk
ucu kesme teknigiyle heparinli ependorf tiiplerine kan alindi. Kan 6rnekleri +4°C’de
3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Plazma 6rnekleri -86°C’de galigma giiniine kadar
saklandi. Travmadan sonra 60. dakikada kan 6rnekleri alindiktan sonra siganlar dekapite
edilerek beyin dokulari ayrildi. Sigan beyinleri serum fizyolojikle iyice yikandiktan
sonra enzim analizinin yapilacagi zamana kadar -86°C” de muhafaza edildi. Beynin sol
yarim kiiresi alinarak teflon uglu homojenizatér kullamlarak +4°C’de 0.05 M (pH=7.4)
fosfat tamponu igerisinde homojenize edilerek %20’lik doku homojenat: hazirlandi.
MSE model sonikator kullanilarak sogukta, 15 saniye ara ile ii¢ defa sonikasyon yapildi.
Biofuge A. Rotation Heraeus Christ eppendorf santrifiijiinde 20000 rpm’de 10 dakikada

santrifiij edildi. Stipernatant -86°C’de galigma giiniine kadar saklandi.
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$kil 4. Kafa travma aleti $kil 5. Spraque-Dawley soyu
erikin erkek sicana kafa

travmasinin uygulanmasi
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$kil 6. Sigan ventilator cihazi

III. 1. Kullanilan Aletler ve Cam Malzemeler

- Schimadzu Libror AEU-210 hassas terazi.
- Rua Instruments —86 °C derin dondurucu.
- Biofuge A. Rotation Heracus Christ eppendorf santrifiijii.
- MSE homojenizator.

- MSE sonikasyon cihazi.

- Sigan ventilatorii cihazi.

- Schimadzu uv/vis 1201 spektrofotometre.
- Boehringer Mannheiem 4010 fotometre.

- Elektro-mag vorteks.

- Schott CG 840 pH metre.

- Eppendorf ve socorex otomatik pipetler.

- Deney tiipleri, cam pipetler, erlen-mayer, balon joje, cam kapsiil, vb. cam esyalar.
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II1. 2. Kimyasal Maddeler
Guanaz igin:
Guanin, ksantin oksidaz (SIGMA), katalaz (BOEHRINGER), siiperoksid

dismutaz, Triton X-100, potasyum siyaniir (KCN), potasyum fosfat (KH,PO, ve
K,HPOy,), nitroblue tetrazolium (NBT), sodyum hidroksit.

SOD i¢in:

Ksantin, nitroblue tetrazolium, ksantin oksidaz (XO), bakir kloriir ve bovin serum

albumin (SIGMA); disodyum EDTA, sodyum karbonat (MERCK).

Protein igin:

Sodyum karbonat, sodyum hidroksid, bakir siilfat, sodyum wolframat, hidroklorik
asid, lityum siilfat, brom (MERCK); sodyum-potasyum tartarat (HOPKIN

WILLIAMS); sodyum molibdat (RIEDEL); ortofosforik asid (KARLO ERBA);
Albumin (SIGMA).

Katalaz igin:

Fosfat tamponu (pH 7.0), hidrojen peroksid (MERCK).

I11.3. Kimyasal Cozeltiler

Guanaz igin:

Cozelti 1(R;)
150 U Siiperoksid Dismutaz
1300 kU Katalaz
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4 U Ksantin Oksidaz
0.1mol/L potasyum fosfat tamponu (pH:8.3)

Cozelti I (R;)

KCN

Nitroblue tetrazolium (NBT)
150 mL/L Triton X-100

6 mmol/L guanin

40 mmol/L NaOH

SOD igin:

0.3 mM/L Ksantin

0.6 mM/L EDTA

150 uM/L EDTA

150 uM/L Nitroblue tetrazolium (NBT)
400 mM/L Na,COs

1g/L Bovin Serum Albiimin (BSA)
0.167 U/mL Ksantin oksidaz

8 mM/L CuCl,

Katalaz icin:
pH 7.0 Fosfat tamponu

38 mmol/L H,0,
I11.4. Yontemler:

Guanaz tayini:

Guanaz aktivitesinin tayin yonteminin esasi ksantin/ksantin oksidaz sisteminde
guanaz etkisiyle olusturulan siiperoksid anyonlarinin nitroblue tetrazoliumu mor renkli

formazana indirgemesi prensibine dayanir (86 ).
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Cozelti I ‘i (R;)hazirlamak i¢in 100 mL’lik bir beherde;

4 uL SOD

100 pL CAT

50 uL XO

5846 pL 0,1 mol/L KH,PO4 tamponu (pH=8.3) i¢inde ¢oziiliir.

Cozelti I'i (R;) hazirlamak igin 100 mL’lik bir beherde;

2.5 mg KCN

5 mg NTB

2.5 mL Triton X-100 ¢ozeltisi

2.5 mL guanin ¢dzeltisi (40 mM/L NaOH igerisinde) kanistinlir ve distile su ile 10
mL ‘ye getirilir.

Plazmada;
Test (mL)
Plazma 0.05
R, 0.25
3.4 dakika 37°C’de inkiibe edilir.
R» 0.16

Reaksiyon basladiktan sonra 5.6 ve 8. dakikalardaki formazan olusumuna

bagli absorbansdaki artis 6lgiiliir.

Dokuda;

Test (mL)
Doku (%20’lik homojenat) 0.02
R, 0.25
R, 0.16

Reaksiyon bagladiktan sonra 5.6 ve 8. dakikalardaki formazan olusumuna bagh

absorbansdaki artig 6l¢iiliir.
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4.82 9.64 1929 2890 3858 4822

Guanaz (mU/mL)

$kil 7. Guanaz Standart Grafigi

SOD tayini:

SOD aktivitesinin tayin yonteminin esast ksantin/ksantin oksidaz sistemiyle
olugturulan = siiperoksid anyonlarinin nitroblue  tetrazoliumu indirgemesinin SOD
tarafindan inhibisyonuna dayanir (107).

Reaksiyon karigmi i¢in 200 mL’lik bir behere;

40 mL Ksantin

20 mL EDTA

20 mL Nitroblue tetrazolium

12 mL Na,CO3

6 mL Bovin serum albumin konulur ve pH=10.2’ye ayarlanir.
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Plazmada;

Test (mL)

Plazma 0.02
Distile su 0.18
Kloroform-Etanol 0.16

10000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir.

Blank (mL) Test (mL)
Reaksiyon karigimi 1| 1
Distile su 0.16 -
Supernatant - 0.16
Ksantin Oksidaz 0.1 0.1
25°C’de 20 dakika inkube edilir.

CuCl, 0.05 0.05

Spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda formazan olusumu 6lgiiliir.

Dokuda;
Blank(mL) Test (mL)
Reaksiyon karigimi 1 1
Distile su 0.02 -
Doku(%?20’lik homojenat) - 0.02
Ksantin oksidaz 0.05 0.05
25°C’de 20 dakika inkube edilir.
CuCl, 0.05 0.05

Spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda formazan olusumu 6lgiiliir.

(Ahlnnk -4 tesl)

‘blank

Hesabi: % Inhibisyon = x100
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Plazma ve dokuda SOD aktivitesi Sun yontemi modifiye edilerek ol¢iildii (107).
1 Unite SOD aktivitesi, nitroblue tetrazoliumun indirgenme hizim %50 inhibe eden

protein miktar: olarak tanimlanir.

Protein tayini:

Beyin dokusu protein diizeylerinin belirlenmesinde Folin-Lowry yonteminden
yararlamldi. Yontemin esasi, folin aywracinin proteinlerin peptid baglari ve tirozin,
triptofan gibi aromatik halkali amino asidler ile reaksiyona girmesi sonucu olusan mavi
renkli iiriiniin absorbansinin spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda okunmasina

dayanmaktadir( 64).

Blank (mL) Standart (mL) Test (mL)

Doku (%20’lik homojenat) - - 0.01
Distile su 0.01 - -
Protein Standardi - 0.01 -
Alkali Tartarat Caligma Cozeltisi 0.5 0.5 0.5

Oda 1s1sinda 15 dakika inkube edilir.
1/2 oraninda distile su ile dilue
edilmis Folin-Ciocalteau Fenol 0.05 0.05 0.05
cozeltisi
Kuvvetlice karigtirilir.
Oda 1s1sinda 30 dakika inkiibe edilir.
Spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda blank’e karsi standart ve test tiiplerinin

absorbanslari okunur. Olusan renk birkag saat stabildir.

A
Hesap: %mg protein = —=— x100

s tan dart
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Katalaz tayini:

Katalaz aktivitesinin tayininde modifiye Aebi yontemi kullanildi (120). Bu

yontemde reaksiyon hizi, 240 nm’de H,O,’nin absorbansindaki azalma izlenerek

belirlenir.
Plazmada;

Test (mL)
Plazma 0.005
Fosfat tamponu (pH:7) 0.395
Hy0, 0.2

Reaksiyonun basladig an 0. dk olarak kabul edilir. Absorbans 6lgiiliir. 30 © C’de 5 dk

inkiibe edilir ve son absorbans 6l¢iiliir.

Dokuda;

Test (mL)
Doku (%20’lik homojenat) 0.005
Fosfat tamponu (pH:7) 0.395
H,0, 0.2

Hesap: Aktivite (kU/L) = AA/dk x (600/5) x 1/0.04

IIL. 5. Bulgularn istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi:

Calismamizin istatistiksel degerlendirilmesi Anova testi, Dunnett t testi, HSD Tukey

testi ve Pearson Regresyon Korelasyon Analizi ile yapildi.
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IV. BULGULAR

Im (Grup I) ve 2m (Grup II) yiikseklikten agirlik diigirmek suretiyle olugurulan

yaygin beyin hasar1 sonrasi elde edilen bulgular istatistiksel olarak Anova tek yonlii

varyans analizi ile degerlendirildiginde plazma guanaz aktivitesinde sadece travma

sonrasi 60. dakikada tiim gruplar arasinda anlamli bir fark bulundu (p=0.05 ). Dunnett t

testi uygulandiginda travma sonrasi 60. dakikada plazma guanaz aktivitesi II. Grupta

kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0.04).

Tablo 1. Plazma Guanaz degerleri.

Grup N Guanaz (U/mL)
30 8 0.6810.16
Iéo 8 0.73+0.25
1 EN) 8 0.6710.15
1 P 8 0.77£0.19
Kontrol 8 0.54£0.11
IIgo— Kontrol: p= 0.04
2
‘ 1
0,8 T
=
E 06 ‘@Guanaz
=]
04
02 I
o L“, ' [es] g (=55 =25 i o |
1.Grup 30 1.Grup 60 I.Grup 30 I.Grup60 Kontrol
$kil 8: Plazma Guanaz degerleri.
7.C. YOKSEK!
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Travma sonras1 60. dakikada siganlar dekapite edilerek alinan beyin dokularinda
guanaz aktivitesi Anova tek yonlii varyans analizi ile degerlendirildiginde, tim gruplar
arasinda anlamli bir fark saptandi (p=0.002). Dunnett t testi uygulandiginda beyin
dokusu guanaz aktivitesi hem I. Grupta (p=0.02) hem de II. Grupta (p=0.001) kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde diigik bulundu. Fakat Tukey HSD testine gére travma

uygulanan gruplar arasinda anlaml bir fark gériilmedi.

Tablo 2. Doku Guanaz degerleri.

Grup N Guanaz (mU/mg protein)
Teo 8 7.20+2.89
| P 8 5.79+1.58
Kontrol 8 10.50+2.46
Iso— Kontrol: p=0.02
1140 — Kontrol: p=0.001
=
12
= 10 e
©
? 8 L i
& IF mGuanaz |
E 6 [ F
S
| & 4 = ) ]
2 B el
0 i e :
1.Grup 60 II.Grup 60 Kontrol

$kil 9. Doku Guanaz degerleri.
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Anova tek yonlii varyans analizi yapildiginda, plazma SOD aktivitesinde sadece
travma sonras! 30. dakikada tiim gruplar arasinda anlamh bir fark bulundu (p=0.001).
Dunnett t testi uygulandiginda; plazma SOD aktivitesinde travma sonrasi 30. dakikada
I. Grupta kontrol grubuna gére anlamli bir artis (p=0.001), travma sonrasi 60. dakikada
ise II. Grupta kontrol grubuna gére anlamli bir artis goriildii (p=0.047). Tukey HSD testi

yapildiginda plazma SOD aktivitesinde gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi.

Tablo 3. Plazma SOD degerleri.

Grup N SOD (U/mL)
I3 8 47.37+10.53
Iso 8 32.78+3.69
I3 8 36.27+9.56
1l 8 37.96+11.58
Kontrol 8 28.98+4.47

I30-Kontrol: p=0.001

I1s0-Kontrol: p=0.047

(U/mL)

1.Grup 30 |.Grup 60 1.Grup 30 II.Grup 60 Kontrol

$kil 10. Plazma SOD degerleri.
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Travmatik beyin dokusunun SOD aktivitesi istatistiksel olarak Anova tek yonlii
varyans analizi ile degerlendirildiginde tiim gruplar arasinda anlamli bir fark gériildii
(p=0.045). Dunnett t testi uygulandiginda; travma olugturulan gruplarla kontrol grubu
arasinda anlaml bir fark saptanmadi. Tukey HSD testi yapildiginda I. Grup ile II. Grup
arasinda anlaml bir fark goriildi (p=0.042).

Tablo 4. Doku SOD degerleri

Grup N SOD (U/mg protein)
| P 8 11,63+0,85
6o 8 13,27+1,42
Kontrol 8 12,10£1,41
16 = —— —
14 o
2 I J. ]—- {
£ 10 = "
°
g 3 = 3 mSoD
[
E 6
2
4
‘ 2
0

1.Grup 60 I.Grup 60 Kontrol

$kil 11. Doku SOD degerleri
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Anova tek yonlii varyans analizi yapildiginda; travma sonrasi 30. (p=0.001) ve
60. (p=0.012) dakikalarda plazma CAT aktivitesinde tiim gruplar arasinda anlaml
farklar saptandi. Dunnett t testi uygulandiginda; travma sonrast 30. dakikada plazma
CAT aktivitesinde hem 1. Grup (p=0.000) hem de II. Grupta (p=0.028) kontrol grubuna
gore anlaml artigar goriildii. Travma sonrasi 60. dakikada da hem I. Grup (p=0.045)
hem de II. Grupta (p=0.009) kontrol grubuna gore anlamli artigar saptandi. Tukey HSD

testi yapildiginda travma uygulanan gruplar arasinda anlaml bir fark saptanmadi.

Tablo 5. Plazma CAT degerleri.

Grup N CAT (kU/L)
) 8 421.86+131.82
Tso 8 260.17+78.44
IL3 8 319.67489.94
Ilso 8 284.29+55.98
Kontrol 8 169.86163.35

139 — Kontrol: p=0.000
113 — Kontrol: p=0.028
Is0 — Kontrol: p=0.045

114y — Kontrol: p=0.009
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600

500

400

300 | @CAT |

(U/mL)

200

100

L.Grup 30 1.Grup 60 I.Grup 30 I.Grup60  Kontrol

$kil 12. Plazma CAT degerleri.

Travmatik beyin dokusunda CAT aktivitesi istatistiksel olarak Anova tek yonlii
varyans analizi ile degerlendirildiginde tiim gruplar arasinda anlamli bir fark gériilmedi.
L. ve II. Grubun doku CAT aktivitesi Dunnett t testi uygulanarak kontrol grubu ile
karglagtirildiginda anlamli bir fark saptanmadi. Tukey HSD testi ile de travma

uygulanan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi.

Tablo 6. Doku CAT degerleri.

Grup n CAT (U/mg protein)
Iso 8 2.0540.71
15 8 2.74+0.76
Kontrol 8 2.7910.64
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(U/mgprotein)

1.Grup 60 I.Grup 60 Kontrol

kil 13. Doku CAT degerleri.

Tiim gruplar igin istatistiksel olarak anlamli farklar saptanan parametreler i¢in
regresyon korelasyon analizi yapildiginda travma sonrasi 30. ve 60. dakika plazma
guanaz degerleri arasinda zayif, ayn1 yonde ve gegerli bir baginti saptand1 (p=0.05).
Travma sonrast 30. ve 60. dakika plazma CAT degerleri arasinda orta giigte, ayni yonde
ve gegerli bir bagintt bulundu (p=0.05). Travma sonrasi 60. dakika plazma guanaz ve
CAT degerleri arasinda zayif, aym yonde ve gegerli bir baginti saptandi (p=0.05).
Travma sonrast 60. dakika plazma ve doku guanaz degerleri arasinda zayif, ters yonde
ve gegerli bir baginti bulundu (p=0.05). Travma sonrast 60. dakika doku SOD ve CAT
degerleri arasinda zayif, aym yonde ve gegerli bir baginti saptandi (p=0.05).

Kontrol grubunda 30. ve 60. dakikalardaki plazma CAT (pCAT3y ve pCATe)
degerleri arasinda tam, ayni yonde ve gegerli bir baginti saptandi (p=0.01). Bunun
dignda 30. ve 60. dakikalardaki plazma guanaz (pGUAj3p ve pGUAgg) degerleri
arasinda da tam, aym yonde ve gegerli bir bagintt bulundu (p=0.01). Ayrica beyin
dokusunda 60.dakika SOD (dSODg) ve CAT (dCATg) degerleri arasinda ¢ok giiglii,
ayn1 yonde ve gegerli bir bagint1 saptand1 (p=0.01) (Tablo 7).
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Tablo 7. Kontrol Grubunun Pearson Korelasyon Analizi.

Kontrol pCATeo pGUAg DCATg
pCAT3 r=1.0000
p=0.01
PGUA3 r= 1.0000
p=0.01
DSODgy r=0.9469
p=0.01

I. Grupta galigilan parametreler arasinda gegerli bir baginti1 olmadig: bulundu.

II. Grupta travma sonras1 30. dakikada plazma SOD ve CAT degerleri arasinda
c¢ok giiclii, ters yonde ve gegerli bir bagint1 bulundu. (r:-0.8914 ve p:0.05).
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V. TARTISMA

Kafa travmasmm takiben olusan hiicre hasarinin g¢ofu primer mekanik etkiyle
baslayan bir seri norokimyasal ve patofizyolojik olaylar zinciriyle meydana gelir (32).
Kafa travmasinda gesitli biyokimyasal parametrelerin analizleri ile ilgili literatiirde ¢ok
sayida galiymalar bulunmaktadir. Deneysel modellerin ¢ogu soguk hasar veya sivi
perkiizyonu gibi gesitli teknikler kullamilarak yapilmigtir. Bu ¢aliymada Marmarou’nun
impakt-akselerasyon modeli kullamilarak siganlarda fraktiir olugmadan yaygin beyin
hasarnt meydana getirildi. Bu amagla 1m ve 2m yiikseklikten agirlik diigiirme teknigiyle
olusturulan kafa travmasinda, travmay: takiben 30. ve 60. dakikalarda alinan kan
orneklerinde ve 60. dakikada dekapitasyonla alman beyin dokusunda guanaz, SOD,
CAT aktiviteleri tayin edildi.

Elde ettigimiz bulgulara gére travma sonras1 30. dakikada her iki grupta da kontrol
grubuna gore plazma guanaz aktivitesinde anlamli olmayan artislar saptadik. Travma
sonras1 60. dakikada ise plazma guanaz aktivitesini II. Grupta kontrol grubuna gére
anlamli derecede yiiksek bulduk. Buna kargilik travmatik beyin dokusunda her iki
grupta da guanaz aktivitesinde kontrol grubuna gore travma giddetiyle orantili olmayan
anlaml azalma bulduk. Plazma ve beyin dokusu guanaz aktiviteleri arasinda korelasyon

saptanmadi.

Noronlarin normal fonksiyonu igin piirin niikleotid metabolizmas1 hayati 5neme
sahiptir. Piirin metabolizmasindaki bazi1 kalitsal bozukluklar nérolojik anormalliklerle
iligkilidir (6). Piirin niikleotidlerinin biyosentezi, biribirine d6niisiimii ve yikiliminda
birgok enzim goérev alir. Bu enzimlerin tam olarak fonksiyonu bilinmemekle beraber
piirin metabolizmasindaki islevlerinden bagka bir takim 6nemli roller oynadiklan
diisiiniilmektedir (82). Guanaz, piirin metabolizmasinin 6nemli anahtar enzimlerinden

biridir.
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ATP ve GTP gibi piirin niikleotidlerinin hiicre i¢indeki rolleri iyi bilinmektedir.
Adenin ve guanin ile metabolik #riinleri olan ksantin ve hipoksantin ekstraselliiler
bosluga salinarak hiicreler arasi sinyal molekiilleri olarak gérev yaparlar. Sinir
sisteminde hem ndrotransmisyon gibi araci etkileri hem de hiicre metabolizmasi, yapisi
ve fonksiyonundaki degisiklikleri indiikleyen trofik etkileri vardir. Bu yiizden uzun
siireli etkilidirler (93). Fare beyninde 100 farkli bolgede yapilan guanaz enzimi
aktivitesi Olgiimiine dayamilarak bu enzimin néroeffektor metabolizmasinda rol

oynayabilecegi 6ne siiriilmektedir (4).

Iskemi veya travma sonrasi ekstraselliiler ortama bol miktarda piirin, kismen
guanozin ve daha az miktarda adenozin salimr. Travmay: takiben in vivo ortamda
piirinler trofik etkiler gosterirler. Guanozinin fokal beyin hasarindan sonra ekstraselliiler
ortamda bir hafta boyunca yiiksek konsantrasyonlarda kalmasi nedeniyle in vivo’da

onemli bir trofik etkisinin olabilmesi s6z konusudur (93).

Guanazin dokuya spesifik ve gelismeye bagimli goriilen ekspresyonundaki
degisiklikler bu enzimin niikleotid havuzunun regiilasyonunda potansiyel bir rolii
oldugunu diisiindiirmektedir. Hiicresel GTP’nin sadece spesifik enzim reaksiyonlarinda
ve protein sentezinde degil aym1 zamanda sinyal ileti yollarinda da 6nemli role sahiptir
(123). Bu nedenle doku guanaz aktivitesinde travmada goriilen degisikliklerin bu gibi
birgok hiicresel fonksiyonu Onemli derecede etkiyebilecegi g6z Oniinde

bulundurulmahdir.

Travma sonrasi ndronal dejenerasyonda, oksijen radikalleri aracili lipid
peroksidasyonunun onemli bir faktdr oldufu gorigii gittikce agirlik kazanmaktadir
(30,33,34,77,83).

Astrositlerde bazi antioksidanlarin hiicre igi konsantrasyonlarinin yiiksek olmasi
bu hiicrelerin oligodentrositler ve ndronlara gore oksidatif strese karsi daha direncli
olmalarim saglar. Antioksidan mekanizmalar yetersiz kaldiginda egik fenomen olusur.

Oksidatif stres SOR olusum ve eliminasyon arasindaki dengesizliktir (116).
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Deney hayvanlarinda yapilan ¢aligmalarda kafa travmasi sonrast MSS’nin
fonksiyonel durumu ile beyin metabolizmas: arasindaki iliski incelendiginde travma
sonrasinda beynin tiim boélgelerinde lipid peroksidasyon (iiriinlerinde artig, antioksidan
aktivitede ise belirgin bir azalma oldugu goriilmiistiir (91). Hafif ve agir kafa
travmasinda, akut donemde lipid peroksidasyonu daha 6n plandadir. Antioksidan sistem
aktivitesindeki azalma, lipid peroksidasyon iiriinlerinin neden oldugu beyin hasarinin
artmasina yol agar (110,111). Shohami ve arkadaglar (101) daha da ileri giderek reaktif
oksijen tiirevlerinin beyin hasarinin patofizyolojisinde anahtar rolii oynadifini ve bu
tiirevlerin endojen ve eksojen antioksidanlar tarafindan nétrolizasyonunun klinik agidan

iyilesmede etkili oldugunu ifade etmektedirler.

Kapal1 kafa travmasi modelinde travmadan 1 ve 24 saat sonra beyin, kalp, akciger,
bobrek, ince barsak, karacifer ve cilt dokularinda total diiiik molekiil agirlikh
antioksidanlarin toplam diizeylerinde dinamik degisiklikler olusu kapah kafa travmasina
tiim viicudun yamt verdigini gostermektedir. Omegin; kalp, bobrek, akcifer ve
karacigerde 1 saat sonra gorilen DMAA (diisiikk molekiil agirlikli antioksidanlar)’da
gecici azalma onlarin muhtemelen lokal olarak olugan SOR ile etkilesimi sonucu
tilketildigini diisiindiirmektedir. Buna gore bu ¢aligmada hasar sadece sol hemisferde
olusturulmasina ragmen beyin hasarim takiben 24 saat igerisinde tiim viicudun oksidatif
stres altinda oldugu goriilmektedir (102).

Insanda kafa travmasimin akut fazinda prooksidan ve antioksidan dengesi
incelendiginde, travma hasarimin derecesi ne kadar yiiksek ise lipid peroksidasyon
siirecinin o kadar artmis oldugu ve viicut antioksidan sistem fonksiyonunda da o derece
azalma oldugu goriilmiistiir (111). Agir kafa travmasinin lipid peroksidasyon siireglerini
siddetlendirdigi, antioksidan sistem aktivitesinin azalmasina neden oldugu
gosterilmigtir. Bu durum lipid peroksidasyon siireglerinin yan iiriinleri tarafindan

travmali beynin daha ileri hasarina neden olur. Hasan takiben 12. ve 24. aylarda dahi
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antioksidan aktivitede azalma oldugu bildirilmistir (110). Deneysel ve klinik MSS
travmasinin ve iskeminin tedavisinde antioksidanlarin ve serbest radikal
temizleyicilerinin kullanimi, bu patofizyolojik durumlar ile lipid peroksidasyonu ve
oksijen radikalleri arasindaki iligkiyi desteleyen kamitlar saglamigtir (5). Beyin
hasarindan 30 dakika sonra beyin yiizeyine SOD ve CAT uygulandiginda beyin hasarim
takiben olusan serebral arteriollerin anormal reaktivitesi ve siirekli dilatasyonu geri
doniigmiistiir. Buna gore oksijen radikalleri temizleyicileri ile tedavi beyin hasarinin

etkilerinin bir kisminin inhibisyonunu ve geri doniigiimlii olmasim saglayabilir (51).

Lipozoma tutturulmus Cu Zn-SOD sogugun indiikledigi vazojenik 6dem
gelisimini ve kan beyin engelinin bozulmasini Onleyici etkiler goéstermektedir.
Lipozoma tuturulmus Cu Zn-SOD’un travma Oncesi uygulanmasi ile fokal serebral
iskemi sonrast 6dem ve infarkt diizeylerinde azalma goriilmiigtiir. SOD’nin beyin hasar
iizerine koruyucu etkisi insan Cu Zn-SOD enziminin agir1 ekspresyonunu yapan
transjenik farelerle yapilan ileri ¢aligmalarla kanitlanmistir. Diganidan farmakolojik
ajanlarin uygulanmas: ile veya genetik manipulasyonlarla serebral SOD diizeylerinin
arttirillmasi travma ve fokal serebral iskeminin indiikledigi beyin 6demini ve infarktim
diizeltmektedir (7,124).

Travmatik beyin hasar1 sonrasi salian agin miktardaki O," ‘yi temizleyebilmek
icin ekstraselliiler boslukta sadece az miktarda SOD enzimi bulunmaktadir. Agirlik
diisiirme teknigiyle serebral kontiizyon olusturulan modelde eksojen lesitine baglanms
SOD verilmesiyle kontiizyondan alt: saat sonra lezyonun periferinde beyin Gdemi
azalmistir. Kontiizyondan otuz dakika sonra periferik bolgede SOD aktivitesi artmus ve
bu artis 6. saate kadar devam etmis sonra normal diizeye dénmiigtiir. Bulgular travma
sonrasi beyin ddemi gelisiminde O, ‘nin 6nemli roliiniin oldugunu ve eksojen SOD
verilmesinin O,"‘ye karst koruyucu etki gostererek beyin 6demini azalttigim
gostermektedir (10,124). Reperfiizyona bagh beyin hasarim 6nlemek amaciyla sentetik
SOD uygulandiginda; enzimin pH’si azé,lmls dokularda biriktigi, ayrica vaskiiler
permeabiliteyi diizeltti§i ve ndrolojik bulgulan iyilestirdigi gosterilmigtir. Buna gére
0," ve/veya metabolitleri reperfiizyon hasan patogenezinde kritik rol oynayabilir (113).
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Tavsan beyninde kranioserebral travmadan bir giin sonra beynin tiim bolgelerinde
konjugedienler, TBA-reaktif iiriinler ve floresan Schiff bazlarinda artig, antioksidan
aktivitede ise bilyiikk bir azalma saptanmugdir (91). Michelson ve arkadaglan1 (80)
tarafindan kafa travmasi yapilan siganlarda beyin Cu Zn-SOD aktivitesinde hafif bir
azalma, lipid peroksidasyonunda ise artis bulunmugtur.

Soguk hasar olusturulan sicanlarda gri madde ayrildiktan sonra hasarli kismin
korteksinin merkezinde, periferinde ve lezyon olmayan kismin distalinde Cu Zn-
SOD’nin mRNA ekspresyonu anlamli derecede azalmig bulunmustur. Bunun olasi
nedeni soguk hasar ile iliskili agin derecede diisiik 1st olabilir (25).

Tavsanlarda orta derecede kafa hasari olugturuldufunda travmadan 15 dakika
sonra katalaz aktivitesinde 3 kat azalma beyin SOD aktivitesinde ise travmadan 7 ve 14
giin sonra sadece %38 azalma bulunmugtur (67). Shohami ve arkadaglar1 (103) ise
agulik diisiirme yontemiyle siganlarda sol serebral hemisferde olusturulan kafa
travmasindan sonra 15. dakikada ve 4. ile 24. saatlerde alinan Kkortikal doku
omeklerinde SOD aktivitesi dlgiildiigiinde hasar kisminda, kontrolateral bélgede ve her
iki hemisferin uzak frontal loblarinda bir degisiklik olmadigim géstermislerdir.

Primer ve tekrarlayan beyin hasarinin beyin ve kanda prooksidan ve antioksidan
siireglerin degisimi lizerine etkisi albino siganlarda otuz giin boyunca incelendiginde
tekrarlayan beyin hasarinda primer beyin hasarina gore lipid peroksidasyonu anlamli
derecede yiiksek bulunmustur. Kandaki ve beyin dokusundaki lipid peroksidasyon

degisiklikleri arasinda ise korelasyon bulunmamgtir (32).

Elde ettigimiz bulgulara gore, guanaz aktivitesine benzer sekilde SOD ve CAT
aktivitelerinde de genel olarak kontrol grubuna gére travma sonrasi plazmada artis,
dokuda ise azalmalar saptadik. Plazma SOD aktivitesinde travma sonrasi 30. dakikada 1.
Grupta, 60. dakikada ise II. Grupta kontrol grubuna gore anlamh artiglar goriildii.
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Plazma CAT aktivitesinde ise travma sonrasi 30. ve 60. dakikalarda her iki grupta da
kontrol grubuna gore anlamli artislar saptadik. Doku CAT aktivitesinde travmada
goriilen azalma travmanin daha siddetli oldugu II. grupta kontrol grubu degerlerine
olduk¢a yakin bulunmugtur. Doku SOD aktivitesinde ise digerlerinden farkli olarak
sadece IL.grupta kontrol grubuna gére anlamli olmasa da bir artis saptadik.Guanaz
enziminde oldugu gibi SOD ve CAT enzimlerinin aktivitelerinde de plazma ve doku
degerleri arasinda korelasyon bulunmamaktadir. Genel olarak plazma SOD ve CAT
aktivitelerinde baglangigta artisin daha fazla olmasinin nedeni dokudan ekstraselliiler
ortama hizh bir gegisi diiglindiirmektedir. Buna karsilik ilerleyen dakikalarda bu gegis
daha da azalmaktadir. II. grupta doku SOD ve CAT aktivitelerinde goriilen yiikselme
egilimleri zaman igerisinde travmaya bagli olarak artiy goOsteren serbest oksijen
radikallerini etkisiz hale getirebilmek i¢in organizmanin antioksidan savunma sistemini

tetiklemesine bagh olabilir.

Sonug olarak 6l¢tiiglimiiz ii¢ parametreden sadece plazma CAT aktivitesi travma
sonrasi her iki grupta da kontrole gore belirgin artig gostermektedir. Enzimlerin doku ve
plazma diizeyleri arasinda korelasyon bulunmamakta ve travma sonrasi enzim aktivite
diizeylerinde ¢esitli farkliliklar goriilmektedir. Uygulanan bu yaygin beyin hasari
modelinin sonuglarina gore travmatik beyin hasarinda zamana ve travma siddetine
bagimh plazma ve doku enzim aktiviteleri arasindaki olasi iliskiyi degerlendirmek igin
bu konuda gesitli zaman araliklarinda ileri galigmalar yapmanin daha yararh olabilecegi

kanisindayiz.
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VI. OZET

Kafa travmasi, sakatlik ve mortalitenin en 6nemli nedenlerinden birini olusturur.
Travma sonrasi hasar primer ve sekonder mekanizmalar aracihifiyla 6lu$ur. Mekanik
faktorler primer hasara neden olurlar. Primer hasarin etkilerini sekonder hasarlar artirir.
Sekonder hasar prosesi bazi mekanizmalarin birbirleriyle karmagik bir etkilesimini
kapsamaktadir. Bu ¢alismada yaygin beyin hasarinda Guanaz, SOD ve CAT
enzimlerinin plazma ve beyin dokusu aktivitelerini zamana ve travma siddetine bagh
olarak degerlendirmeyi amagladik. Bunun igin Marmarou’nun impakt-akselerasyon
modeli kullanilarak erigkin erkek siganlar ii¢ gruba ayrilarak Im ve 2m yiikseklikten
agirhik diigiiriilmek suretiyle olusturulan yaygin beyin hasarinda Guanaz, Siiperoksid
Dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT) aktiviteleri sirastyla Nishikawa, Sun veYasmineh
yontemleriyle tayin edildi. Elde ettigimiz bulgulara goére Guanaz, SOD ve CAT
aktivitelerinde genel olarak travma sonrasi kontrol grubuna gére plazmada artiy, dokuda
ise azalmalar saptadik. Bu parametrelerden sadece plazma CAT aktivitesi travma
sonrasi her iki grupta da kontrole gore belirgin artig gostermektedir. Enzimlerin doku ve
plazma diizeyleri arasinda korelasyon bulunmamakta ve travma sonrasi enzim aktivite
diizeylerinde c¢esitli farkliliklar goriilmektedir. Uygulanan bu yaygmn beyin hasar
modelinin sonuglarina gore travmatik beyin hasarinda zamana ve travma giddetine
bagimli olas: iligkiyi degerlendirmek i¢in bu konuda gesitli zaman araliklarinda ileri

¢aligmalar yapmanin daha yararh olabilecegi kanisindayiz
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SUMMARY

Trauma to the brain or spinal cord is an important cause of mortality and disability.
After central nervous system (CNS) injury, neural damage occurs through both primary
and secondary mechanisms. Secondary injury can magnify the effects of the original
injury. The secondary injury process involves a complex interplay of mechanisms. In
this study we aimed to evaluate time and severity dependent of guanase, superoxide
dismutase (SOD) and Catalase (CAT) activities in plasma and brain tissue in diffuse
brain injury. For this purpose we used impact acceleration method of Marmarou in
which adult rats were separated into three groups and a diffuse brain injury were made
by dropping a weight from 1 and 2m height, respectively. Guanase, SOD and CAT
activities were determined by the methods of Nishikawa, Sun and Yasmineh,
respectively. According to our results we established that after trauma guanase, SOD
and CAT activities were generally increased in plasma and decreased in tissue when
compared to control group. Only plasma CAT activity indicated an obvious increase in
both groups compared to control group. There is no correlation between tissue and
plasma levels of enzymes and after trauma various differences are seen in the levels of
enzyme activities. According to the results of this applied diffuse brain injury model, we
propose to make a further investigation in various time intervals on this subject may be
more useful in order to evaluate a possible time and severity dependent relationship

between plasma and tissue enzyme activities in traumatic brain injury.
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