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OZET

Adriyamisin (ADR) bagta kat1 timorler olmak {izere kanser kemoterapisi
alaninda ¢ok kullanilan kinoid antrasiklin antitiimér ilaglar1 grubuna dahildir. Bununla
beraber klinik kullanimi potansiyel hiicre toksisitesi nedeniyle sinirlanmigtir. Bugiine
kadar yapilan in vivo ve in vitro galigmalarda ADR’nin sigan merkezi sinir sistemi lipid
peroksidasyonunun uyarilmasina yol ag¢tigi goézlenmigtirr ADR noral hiicrelere
ulagtifinda siganlarda duyumsal noéropatiye neden olmaktadir. Serbest radikal
saldinisindan noronlar 6zellikle etkilenir ve noronlarin dejenerasyonu sézkonusu olur.
Antioksidan enzimler ADR’ in uygulamsi1 sirasinda azalir, dolayistyla hiicrelerde
oksidatif hasar ortaya ¢ikar. In vitro oksidatif hasar siipiiriiciiler verilirse beyin
hacrelerinde lipid peroksidasyonundan kaynaklanan hasarin azaldi gériiliir.
Melatoninin yaglanma kargit1 etkisi, immiin diizenleyici, onkostatik ve néroendokrin
etkileri gibi pek gok fizyolojik fonksiyonlan vardir. Melatoninin beyinin elektriksel
aktivitesini diizenledigi de bilinmektedir. Bunun yanisira melatoninin en toksik radikal
olan (" OH) hidroksi radikaline karg1 antioksidan etkisi olan lipofilik bir ajandir.

Son 10 yilda NO, fizyoloji ve norobiyolojideki ilging rollerinin ortaya ¢ikmasi ile
yeniden giindeme gelmistir. Nitrik oksit sentazin (NOS) L-arjinin ile reaksiyonu sonucu
NO meydana gelir. NO guanilat siklazi aktive eder. Bu da vasodilasyon, hiicre
yapismas: ve norotransmisyona neden olur. NOS’ n ¢ farkli izoformu izole edilmis,
klonlanmig ve tanimlanmigtir. NO’ in hiicrelere toksik etkisi vardir. Fakat hala hangi
nitrojen oksitlerinin reaktif oldugu ve bunlardan hangisinin nitrosatin uriinlerini (NO,
NO,, N20Os;, NO7', NOs', nitrozaminler, nitrotioller) tasimada, depolamada kullamldig:

bilinmemektedir. Bu nedenle ¢aligmamizda oksidatif hasar ve sitotoksik etkiyi
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incelemek iizere nitrosatin Giriinlerinin ortaya ¢tkmasinda 6nemli rolii olan NOS enzimi
" {izerinde durulmustur.

Caligmamizin amaci, serbest radikal hasarini indiikleyen adriyamisine kargi melatoninin
koruyucu etkisini incelemektir. Bu g¢aligmada 62 adet erkek albiino wistar rat
kullanilmig ve 10 deney grubu olusturulmustur. Gruplar; Kontrol, Plasebo, Adriyamisin
1. Giin, Adriyamisin 6. Giin (yiiksek doz), Adriyamisin 6.Giin (diigiik doz), Melatonin
1. Giin, Melatonin 6. Giin, Melatonin + Adriyamisin 1. Giin, Melatonin + Adriyamisin
6. Gun (disik doz), Melatonin + Adriyamisin 6. Giin (yiiksek doz) olarak
belirlenmigtir. Olusturulan bu gruplarda oksidatif stres enzimlerinden olan nNOS
enzimi akﬁvitesi radyometrik olarak tayin edilmigtir. Caligmamizda ADR ile

indiiklenen oksidatif hasarin melatonin suplimentasyonu ile azalmasi halinde ilacin

kemoterapik degerinin artirilabilecegi gérilmiigtiir.
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ABSTRACT

Adriamicine (ADR), member of kinoid antitumor drug groups, is used for cancer
chemotherapy especially for the solid tumors. However its clinical use is not at large,
because of the potentiai cell toxicity. In vivo and in vitro studies showed that ADR
causes lipid peroxidation on the central nerveous system of a rat when ADR reaches
neural cells, it causes neuropatic sensitivity in rats.

The neuron is readily attached by free radicalic attack and this results in degenaration of
the neurons. The level of antioxidative enzymes decreases when ADR is applied,
therefore the oxidative cell destruction occurs. When in vitro oxidative radical
scavenger is applied, it is seen that the damage in brain due to the lipid peroxidation
decreases. Melathonine has many potential physiological functionalities, such as, the
effect against aging, immunolojic regulator, oncostatic and neuroendocrine effect. It
has been known that melathonine has regulatory effect on the electrical activity of the
brain. Furthermore, melathonine is being a lipophilic agent aganist - OH radical, that is
known to be very toxic, has an antioxidative effect.

For the last 10 years, NO is attracted much attention of many researcher, due to the role
of NO in physiology and neurobiology showed unespected behaviour. When nitric
oxide synthase react with L- arginine NO is formed as a main product. NO activate
qualinate cyclase formation and this results in vasolidation, cell adhesion and
neurotransmission. Three different forms of NOS have been isolated, cloned and
identified. Although it is known that NO has toxic effect on cells, it has not been stated
that which one of the reactive nitrogen oxide species is responsible for transporting,
storing of nitrosatine products ( NO, NO,, N;O3, NO;', NO3’, nitrosamines, nitrothiols).

For this reason the object of this study was forwarded to the oxidative damage and the
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cytological effect of NOS enzymes that is responsible for the appreance of nitrosatine
’ products.

The aim of this work is to study the preventive effect of melathonine against adriamicin
that induces free radical damage. In this study, 62 albuno wistar male rat were used and
10 experimental groups‘ were formed. The sub groups has chosen to be; the control,
placebo, ADR first day, ADR 6™ day (high dosage), ADR 6" day (low dosage),
Melathonine first day, Melathonine 6® day, Melathonine + ADR the first day,
Melathonine 6™ day (low dosage) , Melathonine + ADR 6™ day (high dosage). The
enzymatic activity of nNOS, one of the stress enzymes, is determined by radiometry.

As a result of this study, it has been found that the chemotherapical effect of the drug
would be increased, if oxidative damage inducused with ADR decreases with

melathonine supplementation.
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1. GIiRiS

1.1. Oksidatif Stres

“Oksidatif Stres” prooksidanlarin lehinde prooksidant-antioksidant dengesindeki
diizensizlikten meydana gelir.
Saglikhi insan metabolizmasinda bile serbest radikaller yapilir ve buna zaten ihtiyag
vardir. Sagilacak olan sey, bu aktif hasara sebep olan tirlerin metabolizmaya gok cesitli
faydalarinin da olmasidir. Son gahigmalarin ilging yani oksijen serbest radikallerinin
uyarici ve sinyal molekiillerin kontroliindeki ara metabolizmalarda ortaya ¢iktiginin
bulunmasidir. Saglikli bir insanin birgok hiicre tipinde oksidatif bir yaris oldugu
diigtiniilmiistiir, fakat bu yalniz bagina bir oksidatif stresi olusturamaz. O halde oksidatif
stres prooksidant-antioksidant dengesindeki, potansiyel hasara yol agan bir dengesizlik
olarak tanimlanabilir."

Aerobik yasamin normal bir tarzi olarak gok cesitli organik bilesiklerdeki (DNA,
proteinler, karbonhidratlar, lipidler) yapisal hasar, oksidatif reaksiyonlarin bir sonucu

olarak meydana gelebilir.2

1.2 Serbest Radikal Nedir?

Serbest radikaller dig orbitalleri {izerinde bir tane eslesmemis elektrona sahip olan atom
veya molekiillerdir. Serbest radikaller gok kararsizdir ve elektron almak veya vermek
suretiyle diger molekiillerle reaksiyona girebilir.® Radikallerin 5 temel karakteristik

reaksiyonlart vardir (Tablo 1.1).



" Tablo 1.1. Serbest radikal reaksiyonlari.

Hidrojen aynilmas1 |H' + RH - AH + R

Elekrontransferi |X*+Y > X+ Y

X>__\,

Katiima X + RCH=CHR — K R

Terminasyon A +A-> A

Disproporsiyon CH;CHy +CH3;CH; —>CH3;CH; + CHy=CH,

DNA, protein ve lipidler dahil biyolojik molekiilleri kapsayan bu reaksiyonlarin aerobik

gevrenin bir sonucu olarak siirekli meydana geldigi goriilir.*

Besin + 02

]

Enerji + Serbest Radikaller
(METABOLIZMA)

METABOLIZMA + Serbest Radikal Kaynag1 D1s Etkenler

y

OKSIDATIF HUCRE HASARI




| Canlilar igin oksijenin ©nemi iki temel fonksiyona sahip olmasindan kaynaklanir.
Bunlardan birincisi oksijenin yapisal bir molekil olup, canli organizmalari olugturan
molekiillerin yapisina katilmasi ve besin kayna8i olan maddelerin yapisinindaki ana
elementlerden biri olmasidir. Ikinci temel gorevi ise fonksiyonel nitelikte olup, bu
goérev oksijenin canlilarda meydana gelen oksidasyon tepkimeleri ile solunum
sisteminde rol almasidir. Anaerobik canlilar da dahil olmak tzere tim canlida toksik
etkili olan, dogrudan dogruya molekiiler oksijen degil, oksijenin tam olmayan
indirgenmesi sonucu olusan oksijen radikalleridir. Bu radikaller biyolojik sistemlerin
tanidiklann en reaktif ve toksik maddeler olup oksijenin toksik etkisinin gergek

nedenidirler.’

Tablo 1.2. Reaktif Oksijen Tiirleri.®

Superoksit radikali - 0~
Hidroksil radikali - ‘OH
Peroksil radikali — ROO
Singlet oksijen - o,
Perhidroksil radikali — HOO

Ferryl hem protein radikali — X-[Fe™=0]

Nitrik oksit - NO

Hidrojen peroksit - H0,




1.3. Serbest Radikaller Nasil Olusur?

Serbest radikaller viicutta devamli olarak dretilirler. Omegin:

- Cogukez, normal hiicre metabolizmasinin bir pargas: olarak meydana gelen, oksijen

kullanan biyokimyasal redoks reaksiyonlarindan,

- Fagositle, inflamasyon reaksiyonun kontroliiniin bir pargasi olarak,

- Bazen de radyasyon iyonizasyonuna, UV 15138a, gevre kirliligine, sigara dumanina,
hiperoksiye dayanan, fazla egzersiz ve de iskemiye maruz birakildifinda dokularda
olusan tepkiler sonucu ortaya gikarlar.’

Serbest radikallerin iiretiminde gegis metal iyonlann ¢ok Onemlidir. Toksik radikal

reaksiyonlarinin ¢ogunun iiremesi ve olusumu igin temel, bu iyonlarin gb¢ eden

elektronlara kars1 ilgi gostermesidir. Omegin stiperoksit anyonu, sulu g¢ozeltisinde
nisbeten reaktif degildir. Bununla birlikte demir gibi bir gegis metali ve hidrojen
peroksitin varlifinda agiri derecede reaktif hidroksil radikali meydana getirir. Bu yol,
demir katalizleyen Haber-Weiss reaksiyonu olarak bilinir >’

Fe¥ + 0, Fe** + O,

Fe** + H,0, » OH + OH (1)

Net: O +H;0, » 0, + OH + OH

Stiperoksit (027) ve hidroksil (OH) radikalleri ¢ok reaktiflerdir. Hiicre hasarina veya
sliimiine neden olabilirler.” Siiperoksit radikalinin birgok biyolojik reaksiyon esnasinda
tiretildigi saptanmigtir. Asin reaktif olusu nedeni ile direk toksik etkisi yaninda gesitli
organik bilesiklerle etkilesimi sonucu hidrojen peroksit (H,0,), singlet oksijen (‘O,) ve

agir1 reaktif hidroksil radikali (OH') gibi toksik etkisi bulunan diger oksidan ajanlara



doniigerek, dolayli yoldan da toksik etki gosterebilir. Siiperoksit radikal anyonunun
molekiiler oksijene ve daha az toksik olan hidrojen peroksite dismutasyonunu
katalizleyen siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi oksijeni metabolize eden hiicrelerde
genis bir dagilima sahiptir, ve canli hiicreleri bu radikalin toksik etkisinden korur."
Bu radikal NADPH oksidaz (fagositoz), mitokondriyal sitokrom oksidaz (hiicre
solunumu), karaciger sitokrom P-450 (ksenobiyotiklerin oksidatif metabolizmasi) ve
ksantin oksidaz (iskemi reperfiizyon) ile enzimatik olarak uretilir. Proton varliginda O~
"in dismutasyonu oksijen ve H,0?’i olusturur.

20;"+2H —» 0O, + HO;

Hidroksil radikali (OH') oksijen radikallerinin en reaktif ve toksik etkili olamdir.
O, ’den birkag kez reaktiftir ve kolaylikla yeni serbest radikallerin olusumuna yol agar.
Hidroksil radikalleri fenton reaksiyonuna gére OH, ‘OH ile sonuglanan Fe(II) iyonlan
varliginda hidrojen peroksitten olugabilir.

X-Fe** +H,0;, —X-Fe'* + OH + ‘OH
Hidrojen peroksit bir serbest radikal degildir. Ama yukarida éé’)sterilen reaksiyonda
onemli bir yiikseltgeme giiciine sahiptir. H,0; ,"OH serbest radikallerinin olusumuyla
sonuglanan fenton reaksiyonuyla hiicresel hasara yol agabilir ve biyolojik membranlar
qapraz}ayabilir.

Peroksil (ROO") ve alkoksil (RO’) serbest radikalleride esasen poli doymamig
yag asitlerinden ya direk ve kontrollii bir gekilde ya da indirek ve kontrolsuz bir sekilde

sentezlenir. >*



1.4. Serbest Oksijen Radikallerin in-vivo Olugumu

Yakin gegmiste serbest oksijen radikallerinin birkag 6zel hiicre tarafindan olusturuldugu
zannedilirdi. Beyaz kiireler , organizmada normal yollardan olugan yabanci maddelerin
pargalanmasinda kullanmak igin serbest radikaller olustururlar. Mitokondri ig
membraninda elektron transfer zinciri reaksiyonlarinda kiigiik kantitede serbest oksijen
radikalleri 6lu$turdugu gozlenmistir. Hemoglobin (Hb) tarafindan O, transportu, serbest
radikallerin olugmasina sebep olur.
O, igeren biitiin reaksiyonlar normalde siurli olarak serbest oksijen radikali olusumuna
yol agarlar. Bu oksijen radikallerinden yeniden O, olusumundan sorumlu mekanizmalar
vardir. Patalojik durumlarda, bu mekanizmalar asilir ve biitiin kontroller disinda Oy
olugur.

Serbest oksijen radikalleri olusturan spesiyalize hiicreler fagositer hiicrelerdir,
yani poliniikleer 16kositler ve makrofajlardir. Stiperoksit formasyonu bu hiicrelerin

plazma membraninda bulunan enzimatik bir sistem tarafindan gerceklesir.

NADPH-oksidaz
NADPH + 20, » NADP" + H' +20y

Siiperoksit olusumunun baglamas: ile beraber bu fagositer hiicrelerin fazla miktarda O,
kullandig: ortaya gikar. Buna solunumsal patlama denir. Bir kismi membranda bulunan
halojenlerle reaksiyona girerek tarnsforme olur.

Cl; + Oy> 2CIO

Br; + Oy—> 2BrO



Bu oksitler yabanci maddeleri degrade etmede Oy’ *den veya Cl,’den daha aktiftirler.

Fogasit hiicrelerin diginda farkli oranlarda biitiin hiicreler elektron transport
zinciri esnasinda Oy olustururlar. Cesitli flavoproteinler ve metaloproteinler bu
radikalleri libere eder gibi gériinmektedir. Mitokondri elektron transport zincirinde
NADH koenzim Q rediiktaz, koenzim Q, Sitokrom C rediiktaz ve stikrom C oksidaz
stiperoksit iyonu birakabilirler ve bunlardan H;0; olusur. -

Hiicre niikleusunda NADPH bagimli FAD monoksijenaz veya NADPH sitokrom
C rediiktaz gibi bazi oksijenasyon sistemleri ve mikrozomlarda sitokrom P450 sistemi

O; ve H,O;, olusturmaya muktedirler.!!

1.5. Serbest Radikal Saldirilarinin Hedefleri

Serbest radikal saldirilarinin hedefleri ii¢ grupta toplanir. Bunlar: Proteinler, niikleik

asitler ve lipidlerdir. |
1.5.1. Proteinler

Serbest oksijen radikalleri tarafindan bir proteinin modifikasyonu, o proteinin

karakteristik yapisina baghdir. Proteinlerde, serbest radikaller ¢ grupta

siniflandirilabilecek olan yapisal degisikliklere sebep olurlar. Bunlar:

1- Aminoasitlerin modifikasyonu,

2- Proteinlerin fragmentasyonu,

3- Proteinlerin gapraz baglanmasi veya agregasyonu.

Aromatik aminoasitlerden triptofan, triozin ve fenilalanin oksidatif saldirilara en gok

duyarh olanlardir. Ciinkii doymamis yapiya sahiptirler. Serbest oksijen radikallerinin

saldinsina duyarlt olan diger amino asitler siilfir igeren sistein  ve sistin



aminoasitleridir. Serbest radikal partikiillerinin yapist ve proteinin hiicredeki yeri
meydana gelen protein hasarinin derecesini tayin edecektir.

1.5.2. Niikleik asitler
DNA molekiilleri ¢ekirdekle bolmelere ayrilmigtir ve sikica bagli bir helikste
siralanmistir. Soyleki, serbest radikallerle temasi miimkiin oldugu kadar azaltilmgtir.
Ilaveten DNA molekiillerin ¢ogu histonlar tarafindan korunur ve hasar meydana gelirse
etkili DNA onarim enzim sistemleri tarafindan onarnlabilir. Hernekadar DNA’nin
serbest radikallere maruz kalma ihtimalinin az oldugu ifade edilirse de DNA’nmin
organik komponetleri hidroksil radikal saldirsina hassastir. Primidinler &zellikle
duyarhidir, bunu purinler ve deoksiriboz kisimlari takip eder. Siiperoksit radikalinin
DNA ipliklerindeki kirilmalar1 baglatmada alakali oldugu varsayilmugtir. Temel niikleik
asit modifikasyonlar1 ve geker-fosfat iskeleti ile serbest radikal reaksiyonlar1 sonucunda
meydana gelen ¢ift iplikli DNA’daki iplik boliinmesi, gen ekspresyonunda sapma veya
kromozomal delesyonlarla hiicre 6liimiine neden olabilir.

1.5.3. Lipidler
Membran kolestoroliiniin ve serbest yag asitlerinin doymamis baglan serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girebilir ve peroksidasyona ugrayabilirler. Herbir lipid
peroksidi baglatilir baslatiimaz aym zamanda bir serbest radikaldir. Peroksidasyon
islemi otokatalitik hale gelebilir ve herbir lipid peroksiti ilave lipid peroksiti
olusturmak tizere komsu bir yag asidine saldirr.'?
Lipid hidroperoksitler, demir ve bakir gibi gegis metallerinin varhginda ozellikle

kararsizdirlar. Lipid peroksil radikalleri ve lipid alkoksit radikallerine bozunurlar.



? H  0-oH
J S VE e AR
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Malondialdehit Endoperoksit Hidroperoksit
ROOH

Sekil 1.1. Lipid peroksidasyonu'®
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LOOH + Fe** — LO + OH + F&*

LOOH + Fe¥ — LOO + H" + Fe*

1.6. Lipid Peroksidasyonu Canhda Serbest Radikallerin Kaynagidir

Lipid peroksidasyonu , hiicre hasarina dolayli olarak neden olan serbest radikallerde
dénemli bir mekanizmadir. Lipid peroksidasyonu bir zincir reaksiyonu olup daha ileri
peroksidasyonu baglatan serbest radikaller i¢in devamli bir kaynak saglar. Tim olay
agagidaki sekilde gosterilir.
1- Baslama: Bir 6n maddeden R’ ’nin olusumu
ROOH + metal® - ROO" + metal®™? + H
X + RH - R + XH
2- llerleme: R + O, - ROO
ROO" + RH - ROOH + R
3- Sonlanma: ROO° +ROO'—> ROOR + O,
ROO" + R — ROOR
R+ R - RR
Lipid hidroperoksit yikimi iki nedenle énemlidir:
a) Lipid peroksidasyonunu baglatan maddeler olusturur.
b) Birgogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler gibi radikal olmayan fragmentler
olusur.
Lipid peroksidasyonuna karg1 ¢ok spesifik savunmalar vardir. Bu savunmalar;
i) Ureyen radikallerin meydana gelmesini engelleyerek lipid hidroperoksitin
yikiminin 6nlenmesi

ii) Lipid peroksidasyon reaksiyonunun zincirlerini tagtyan serbest radikallerin
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siipritlmesini igerir."*

Oksidatif indirgenme, depolimerizasyon tepkimeleri olarak tamimlanan bir dizi
tepkime ile reaktif oksijen metabolitleri hiyaluronik asidi pargalamaktadir.
Hiyaluronik asit ve kollajenin yikimi, yasayan dokularin yapisal o6zellikleri ile
membran gegirgenliklerini belirgin olarak degistirmektedif.

Memeli hiicre membranlan peroksidatif hasara karsi ¢ok duyarli olan biyik
miktarda polidoymamis yag asiti ( PUFA ) igermektedir. Bu yag asitlerinin
peroksidasyonu en gok arastirilan radikal tepkimeleri arasinda yer almaktadur.

R + PUFA(LH)—»> RH +PUFA" [PUFA =L (karkonmerkezli radikal)] (2)
PUFA + O, — PUFAO; [PUFAO, = LOO" (peroksi radikal)] 3)
PUFAO,; +PUFAH— PUFAO,H + PUFA' [PUFAO,H = LOOH (lipid
hidroperoksit) (4)

PUFAO; , PUFAO;H —> alkanlar,alkenler, 4-hidroksi alkenler ;)

Yag asidi ile birlegen radikal, yukardaki tepkimeler dizisini baslatmaktadir (2). Radikal
yag asidinin oksijenle birlesmesi sonucu lipid peroksi radikali (ROO) olugmakatadir
(3). Lipid peroksit radikalleri, bagka yag asidinin yan zincirleri ile tepkimeye girerek
lipid hidroksi peroksitleri meydana getirmektedir (4). Metal iyonlar1 varhiginda bu
peroksit uriinleri’ bazi enzimatik tepkimeler ile etan, pentan, malondialdehit benzeri
yikim driinlerinin yamsira kemiliiminesans ve floresans veren bilegikler
olusturmaktadirlar (5).

1.6.1. Lipid Peroksidasyonunun Sonuclan
- Polidoymamig yag asitlerinin kaybi,
- Lipid akiskanliginda azalma,

- Membran permabilitesinde degisme,
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Memran iligkili enzimler tizerindeki etkileri,

Iyon transportunda degisme,

Lipid hidroperoksitlerinin sitotoksik metabolitlerinin jenerasyonu,

Subseluler baliimlerden materyallerin serbest birakilmasi.

Lipid peroksidasyonu ve kiikiirt igeren proteinlerin oksidasyonu sonucu membran
gegirgenligi ve kirilganhifinin artmasmna bagli olarak membran enzimlerinin
aktivitesi azalmakta ve hiicreye Ca’* girisi artmaktadir. Hiicre igi serbest Ca®*
miktaninin artmasi, fosfolipaz aktivitesi ile fosfolipid kaybinda arti, membran
gegirgenliginde degisiklik ve potansiyel kaybmna bagh toksik etkinin ¢ogalmasi,
proteaz aktivasyonu ile proteolitik etkinin giddetlenmesi, katabolik enzimlerin
aktivitesinde artiga ve endoniikleaz aktivitesi ile DNA kinlmalarinin olusumu gibi
pek ¢ok hasar yapici olay1 baglatmaktadirlar. 5%

Hasarlt dokularda lipid peroksidasyonu saglikli olanlardan daha hizl: ilerler. Bu
dokularda peroksidasyona yatkinliktaki artig antioksidanlarin inaktivasyonunun ve
metal iyonlarinin hiicre iginden serbestlesmesinin sonucudur. Metal iyonlan lipid
peroksitlerin sitotoksik tiriinlere dekompozisyonunu kolaylagtinir."?

Yaslanma, kas distrofileri, dejeneratif hastaliklar, yaniklar, akciger hastaliklari,
karsinojenez, diabet, ateroskleroz ve katarakt olusumunda serbest radikallerin ve
lipid peroksidasyonunun etkisi gesitli galigmalarla kamitlanmigtir, ¢

Lipid peroksidasyonunun dekompozisyon iriinii olan MDA, hiicre ve dokulardaki
oksidatif hasarm bir indikatorii gibidir.'” Dogal malondialdehit (MDA) bilesigi,
prostoglandin ve tromboksan biyosentezinin bir yan riinii gibi memeli dokularda
onemli miktarda iretilir. Mevcut analitik teknikler MDA-TBA katilma ariinii veren
tiyobarbiitirik asit (TBA) ile reaksiyonu tizerine kurulmustur ki spektrofotometr,

florometri ve yiiksek basing sivi kromotografisi ile tayin edilebilir.'5'%%
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Serbest radikaller/ Reaktif araiiriinler

(metaller, kovalent baglanma)

-

Lipidler Proteinler DNA

Tiyollerin oksidasyonu

Vitamin E’nin ’ (GSH, X-SH) DNA hasarn

oksidasyonu

Karbonil olusumu

Lipid peroksidasyonu ™ i
Ca”™" ve diger iyon transport

Poli ADP
ribogilasyon

sistemlerine hasar

embran hasan y

A 4

Siirdiiriilen normal iyon ve NAD(P)(H)

gradientlerinde yetersizlik — fin tiketimi

'

Cesitli enzim sistemlerinin

 aktivasyonu / deaktivasyonu

N v

Hiicre hasan

Sekil 1.2. Serbest radikallerle hiicre hasarinin mekanizmasi*
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Dokuda paraquat, adriyamisin, etanol, alloksan, asetaminofen ve karbontetrakloriir gibi
" madde ve ilaglarin  toksik etkisinin olugsmasindan serbest radikaller ve lipid
peroksidasyonu sorumlu tutulmugtur.">* Serbest radikaller ve lipid peroksidasyonu
sonucu vucutta olusan gesitli Griinler, lipidler, karbohidratlar, proteinler ve DNA gibi
biyolojik molekulleri etkileyerek membran hasarina, protein denatiirasyonuna, enzim
inaktivasyonuna, DNA sarmal kirikliklarina ve baz modifikasyonuna neden
olabilmekte, olusan bu degisiklikler de birgok patolojik olayla sonuglanabilmektedir.?*

Cesitli hastaliklarin pathogenesisinde ve g¢esitli kimyasallarin toksisitesinde serbest
radikallerin roli gesitli c¢aligmalarda aragtinnlmigtir. Serbest radikallere bagh olarak

ortaya ¢ikan klinik pozisyonlar agagida belirtilmigtir.

Serbest radikallere bagl: olarak ortaya gikan klinik pozisyonlar:
1) inflamatuar-immiin bozukluklar

Glomeriilonefritler

Vaskiilitler ( Hepatit B viriisi)

Otoimmiin hastaliklar

Romatoit artritler

2) Iskemi

- Konjesyon / Miyokard infarksiyonu

- Organ nakli

3) Ila¢ ve toksinlerin indiiksiyon reaksiyonlar:
4) Demir Siirsarj:

- Idiyopatik hemokromatozis

- Talasemi ve diger kronik anemiler

- Beslenme yetersizligi



5)
6

7

8)

10) Kalp ve Kardiyovaskiiler Sistem

Alkolizm

Radyasyon Hasan
Yaslanma

Erken yaglanma bozukluklari

Kirmiz kiireler
Fenilhidrazin
Primaquine, ilgili ilaglar
Kursun zehirlenmesi
Protoporfirin foto-oksidasyon
Malaria

Orak hiicreli anemi
Favizm
Anemi Fanconi

Akciger
Sigara igme etkisi
Amfizem
Hiperoksi
Bronkopiilmonerdisplazisi
Hava kirliligi oksidanlan (O3)
ADRS
Mineral tozu pnémokoniozisi
Bleomycin toksisitesi

SO, Toksisitesi

Alkol kardiyomiyopatisi

15
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Aterosklerozis

Adriyamisin kardiyotoksisitesi

11) Bobrek

Otoimmiin nefrotik sendromlar
Aminoglikozid nefrotoksisitesi

Eser element nefrotoksisitesi

12) Gastrointestinal traktus

KC endotoksin bozukluklart

KC hidrokarbon halojen bozukluklar
Alloksanin diyabetojenik etkisi

FF A pankreatit indiksiyonu

Oral demir zehirlenmesi

13) Beyin

Hiperbarik oksijen

Vitamin E yetmezIigi

Norotoksinler

Parkinson hastaligi

Hipertansif serebrovaskiiler bozukluklar

Noronalseroid lipofusinozis

Allerjik ansefalamiyelitis ve diger demiyelizasyon bozukluklar
Aliiminyum siirsarji

Travma

14) Gz

Katarakt

Okiiler hemorraji
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- Dejeneratif retinal hasarlar

" - Prematiir retinopati

- Fotik retinopati

15) Deri

- Giines 1ginlan

- Isi bozukluklan

- Porfiran

- Hypericin, diger fotosensitizerler

- Kontrakt dermatitis™' "

1.7. Antioksidan Savunma

Antioksidanlar serbest radikallere karsi savunma saglayan kiigik molekiiller ve
enzimlerden olusurlar. Bunlar, dokuda serbest radikalleri ¢esitli biyomolekiiller
iizerinde hasar olusturmadan yok eden veya oksidatif hasarin yayilmasini engelleyen

maddelerdir.2*
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ANTIOKSIDANLAR
Enzimatik olmayan Enzimatik olan
* Vitamin E * Siiperoksit dismutaz
* Vitamin C * Glutatyon peroksidaz
* B-karoten * Peroksidaz
* Urik asit * Katalaz
* Ubikinon
Serbest radikaller _ Oksidanlar
Serbest radikaller
Proteinler R Oksidatif hiicre
Lipidler < hasarinin unsurlan
RNA, DNA 7
Karbohidratlar Direk onarim l
N *Peroksidaz (DNA, lipidler) / Sitotoksisite
; * Disiilfitlerin rediiksiyonu

i
3 7
y /
kY §
y £
y &
3, &
kY
%
kY

_._,.s'f)egredasyon ve eliminasyon
/] * Makroproteinaz
Fosfolipaz A, ve C

* Endo ve ekzoniikieazlar

* Aminoasitler * DNA glikozilazlar

1 Yag asitleri

* Niikleotitler

Sekil 1.3. Serbest radikaller ve biyomekiiller igin savunma ve onarim sistemleri.?
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Antioksidanlar dort farkli mekanizma ile oksidanlar1 inaktif hale getirirler.
Bunlar:
Temizleme etkisi: Oksidanlari tutma ve zayif molekiile doniistirme seklinde
gergeklestirilen bu etki, enzimler tarafindan gergeklestirilmektedir.
Baskilama etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getiren vitaminler
ve ﬂavﬁnoidler bu sekilde etki etmektedirler.
Onarma etkisi: Biyomolekiillerdeki hasar baglangig sathasinda onarmaktadirlar.

Zincir koparma _etkisi: Oksidanlari baglayarak fonksiyonlarini 6nleyen agir

metaller, hemeglobin, seruplazmin, E vitamini bu yolla etkili olmaktadir.®
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SOD
'0, H,0; ¢ Or HO R
Vitamin E Vitamin C Uik asit B-Karoten
Proteazlar / Lipazlar
I Katalaz
Gegis metal iyonlari — 3 HO0+ O
Toksisite
Niikleik asitler
Proteinl
roteinler - 3G
Polisakkaritler
lutatyon-S-transferaz
Lipidl
ipidler Veya
, Enzimatik olmayan
reaksiyonla
ROOH \/ YNADP
Glutatyon Glutatyon Glukoz-6-fosfat
peroksidaz reduktaz dehidrogenaz
ROH GSSG NADPH,/

H,0
Sekil 1.4. Biyolojik anticksidan savunma sistemleri: Biitiin aerobik hiicreler kimyasal

ve enzimatik antioksidan dagilmina sahiptir. Bunlar da oksidatif reaksiyonlarin hiicre
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icinde sebep oldugu istenmeyen reaksiyonlart minumum diizeye indirgerler. (SOD :
+ Stiperoksit dismutaz, GSH: Rediikte glutatyon, GSSG: Glutatyon disiilfit).*

Serbest radikallerin etkisinden dokuyu koruyan antioksidan sistemdir. Antioksidan
sistemi olugturan antioksidanlar {i¢ gruba ayrlir.

i) Primer antioksidanlar,
ii) Sekonder antioksidanlar,

iif) Tersiyer antioksidanlar

i)Primer ahtioksidanlar: Primer antioksidanlar yeni serbest radikal tiirlerin olusumunu
engelleyerek gorev yaparlar. Diger molekiillerden serbest radikallerin olusumunu
engeller veya var olan serbest radikalleri daha az zararli molekiillere g¢evirmeyi
bagarirlar. Hiicreyi reaktif oksijen triinlerinin olugturdugu hasara karst koruyan en
onemli G¢ antioksidan enzim, SOD, GPX ve CAT dur.
Suiperoksit dismutaz (SOD): Siiperoksit radikal anyonunun molekiiler oksijene ve daha
az toksik olan hidrojen peroksite dismutasyonunu katalizleyen SOD enzimidir. Oksijeni
metabolize eden hiicrelerde iki tip SOD bulur. Bunlardan biri bakir ve ginko igeren,
siyanide direngli olan ve hiicre sitozoliinde bulunan CuZn-SOD, digeri ise mangan
iceren, siyanide duyarli olan ve hiicre mitokondrisinde bulunan Mn-SOD’dir,71%11:26:27

Oz +62' +2H - H0, + O,
Katalaz (CAT) ve Glutatyon peroksidaz (GPX): Intraseliiler gevreden H,0: ’yi H;0 ve
0O;’ye indirgeyerek uzaklagtirir.

CAT

H,0, — 3 H,0 + %0,

Peroksidaz
H,0, ———» H,0 + %0,

TCYDKS: ™™ 0 arITLy
DOKUMAN A4S Y Ul Disl{EZE
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Metal baglayici proteinler (ferritin, seruplasmin):; ‘OH radikallerinin olusumu igin
gerekli Fe’*’nin mevcudiyetini sinirlar,

ii) Sekonder antioksidanlar: Zincir reaksiyonlarini durduran radikaller sekonder
antioksidanlardir. Ornegin Vitamin E (a-tokoferol), vitamin C (askorbat), B-karoten,
urik asit, bilurubin ve almumin.

Ornegin, E vitamini oksitlenebilmesi sayesinde “antioksidan” olarak etki eder, yani agir1
doymamig maddelerin kendiliginden oksidasyonunu ve 6zellikle membran lipidlerinde

bulunan yiiksek oranda doymamus yag asitlerinin peroksit olusturmasini engeller.”**>*

Oksidan maddeler
LH —» L' Bagslangig
L +0; » LOO Zincirleme
LOO +LH » LOOH + L'—] Reaksiyon
R + TocOH p RH + TocO Zincirin kisalmasi
T\ =
Vitamin E

LH — Lipid

L' — Lipid radikali

LOO" — Lipid peroksit radikali
LOOH — Lipid peroksit

R =L' veya LOO

TocOH — Tokoferol ( Vit. E)

TocO — Tokoferril rakikali **

iii)Tersiyer antioksidanlar: Tresiyer antioksidanlar, serbest radikaller tarafindan hasar
goren biyomolekiilleri onarirlar. Bunlar, DNA onarim enzimlerini ve methionin

siilfoksit rediiktaz: igerirler.”
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1.8. Beyin

Beyin ii¢ bélgeden olusur.
1) On beyin
2) Orta beyin

3) Beyin kokii

1.8.1. On beyin

On beyinin kraniyal kismu serebral korteks (biiylik beyin) ve kavdal kismi talamus ve
hipotalamus olmak iizere iki ayr1 bolge halinde ¢ok gelismis ve bitylimiigtir.

- Serebral korteks, dis diinyay: idrak etme, dig ortamdaki degisikliklere kars1 gerekli
reaksiyonldr gosterebilmeyi saglayan esas yapidir.

- Hipotalamus, insan ya da hayvan viicudunun esas fonksiyonlarinin viicudun ihtiyacina
gore yapilmasimi saglar. Viicut suyunun, viicut agiriinin ve viicut sicakligimin normal
durumda muhafazasim1 kontrol eder. Streslere karsi reaksiyon gosterir. Kisaca bitiin
organlarin yahut organlar sisteminin fonksiyonlarinda dizenleyici gorevleri vardir ve
homeostasis’i saglar.

- Talamus, beyinin tginci ventric;ulusu boyunca yer almig gri cevher kitlesidir.
Periferden gelen biitiin impulslart almakta, bunlari degerlendirmekte ve viicudun

ihtiyacina gore beyin korteksinin gesitli merkezlerini uyarmaktadir.
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1.8.2. Orta beyin

| En ilkel omurgalilarda beyinin olduk¢a genis bir bolgesini iggal eden gorme merkezi
halinde ise de evrimi ilerlemis omurgalilarda orta beyin kiigiilmiy fakat arka ve on

beyin bolgeleri gittikge buytimiistiir. '

1.8.3. Beyin kokii

Beyin kokii, santral sinir sisteminin (CNS) en 6nemli kisimlarini tagir. Anatomik olarak

beyin koku ti¢ kisimdan olusur.

a) Beyin sogan

b) Beyin kopriisii

¢) Orta beyin

Ozellikle beyin sogami solunum, sindirim, dolagim ve metabolizma gibi vejetatif

fonksiyonlarin merkezlerinin bulundugu yerdir. Serebellum (kiigik beyin) bolgesi

beyinin diger merkezlerinin kontrol6rii ve koordinatorudiir.*

Beyin ve sinir sistemi agagidaki nedenlerden dolay: radikal hasara yatkindir:

1) Membran lipidlerinde polidoymamus ye.lgasiti yan zincirleri gok fazladir.

2) Beyin; katalaz, sﬁperol{sif dismutaz ve glutatyon peroksidazdan fakirdir.

3) Insan beyninin baz1 bolgeleri (globus pallidus ve substantia nigra) demirden
zengindir.

4) Askorbik asit konsantrasyonu CNS’ nin beyaz ve gri maddesinde yiiksektir. 2%’

1.9. Beyinde Serbest Radikallerin Neden Oldugu Hasarin Sonug¢lan

1) Lipid peroksidasyonu tarafindan membranlarin yikimi

2) Membran proteinlerinin fonksiyonlarinin degismesi
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3) Kapiller gegirgenligin artigi

" 4) Seliiler enziﬁ ve yapilarin faydalarinin yok olmasi

5) Litik enzimlerin aktivasyonu (elastaz, fosfolipaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz)

6) Mitokondrial oksidatif fosforilasyonda hasar

7) Mitokondrial ve nitkleer DNA’ nin bozulmasi

8) Glutamin sentetazin inhibisyonu

9) Poli(ADP-riboz) sentetazin aktivasyonu

10) inflamasyon ve 16kosit kemotaksis

11) Trombosit aktivasyon ve adhesyon

12) Ekstraseliiler anti-proteolitik enzimlerin ve norotransmiterlerin bozulmasi

13) intraseliiler K* azalmasr®’

Yukarida belirtilen hasarlar beyinde, 6nemli bir radikal kaynagi olan nitrik oksit
aracihigr ile gergeklesir. Normalde beyinde nitrik oksit toksik olmadigt halde,
reperflizyon sirasinda potansiyel olarak hidroksil radikali benzeri reaktif iiriinlerin
olugmasina neden olur."’

Serbest radikal saldirisindan néronlar Ozellikle etkilenir ve asiuri serbest radikallere
maruz kalma ya da bozulan savunma mekanizmalari nedeniyle néronal oSliimler
baglayabilir. Serbest radikaller serebral iskemide, kanamalarda néronlarda hasara yol
agar ve Alzheimer hastaligi, Parkinson hastalii, normal yaslanma belirtileri, sizofreni
ve sara gibi hastaliklarda noronlarin dejenerasyonuna neden olabilir. Bu sartlarda
noronlar lizerinde serbest radikallerin saldirisint énleyen yada sinirlayan ilaglarin tespit

edilerek gelistirilmesi tedavide 6nemli bir ilerlemeye neden olacaktir.'?
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1.10. NO’ in Kesfi Ve Kullanim

~ NO ilk kegfedilen gazlardan biridir. 1772’de Priestley tarafindan kegfedilen NO,
fizyoloji ve norobiyolojideki beklenmeyen rollerinin ortaya ¢ikmasi ile gincellik
kazanmugtir.>®

Makromolekiiler polimerlerde goriilen sekansa bagli spesifik 6zellik gostermeyen
inorganik radikal bir gazin ( NO ) ¢ok 6nemli biyolojik olaylarda rol almas: alisiimigin
diginda bir olaydir. Gergekte NO, biyoaktif memeli salg: hiicrelerinin salgiladig: en ufak
molekiiler agirligt olan kimyasaldir. NO’ in yiiksek kimyasal aktivitesinin manasi NO’
in 6mriiniin kisa olmasi ve spesifik reaksiyonlara girmesini minimal hale getirmesidir.*
1.10.1. NO’in hazirlanmasi

NO renksiz bir gazdir ve nitrikasitin rediiksiyonu sonucu olugur.

8HNO; + 3Cu —» 3 Cu(NOs); + 4H,0 + 2NO

NO’ in ticari eldesi NH;’ 1n HNOs’ e ¢evrildigi Oswald prosesi olarak bilinen iig
basamakl1 bir prosesin ilk adimidir.*®

1.10.2. NO’ in fiziksel 6zellikleri

NO Kkiigtik bir dipol momente sahiptir. Birgok solventte az ama esit miktarda ¢oziiniir.
O gibi sudan, biyolojik membran ve proteinlerin hidrofobik kisimlar1 gibi organik
solventlere kolayca difiize olur. Bununla birlikte suda ¢éziinirliigiiniin dioksijen ve CO
gibi ¢ok diisiik olmast nedeni ile suda fazla miktarda bulunmaz.®

1.10.3. NO’ in kimyasal ozellikleri

NO oda sicakhiginda renksiz bir gazdir. Elektronik konfigrasyonu: (o2s)® (62s)*
(02pz)® (2p)* (n2p")! dir. Ciftlesmemis elektron NO’ in radikal oldugunu ve bu
molekiiliin nadir 6zelliklerinin oldugunu gosterir. NO paramanyetiktir.*' NO lipidde

¢oziiniir. Yan émrii ok kisadir. NO iig redoks formunda bulunur:*’
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1) Nitrosonyum ( NO")

" 2) Nitrik oksit (NO")

3) Nitroksil anyonu (NO™)

NO ¢ok reaktif olup gaz fazinda oksijen ile reaksiyona girerek NO, meydana getirir.
2NO + 0, *—3 2NO,

Su ile NOy nitrit ve nitratt meydana getirir, fakat NO ile nitratin rediiksiyonu amonyak
kaynag1 olarak hem insan hem de bakteriler tarafindan kullamlir.

Metal-nitrosil kompleksleri epeydir bilinmekle birlikte gok detayli galigtlamamustir.
Bunun bir nedeni M-NO baginin ¢ok stabil olusudur.

NO metallerle g gesit kompleks yapar:

1) Lineer, terminal M-N gruplan

2) Egimli, terminal M-N gruplan

3) NO gruplan ile képriileme

Johnson Matthey’ deki Biomedikal Teknoloji Grubunun ézellikle platinyumlu
antikanser ilaglar1 sahasinda metal bazli ilaglarin arastirma ve gelistirilmesinde temel
katkilan oﬁnustur. Biyoloji bilimindeki yeni gelismeler NO ve gecis metallerine farklt
agidan bakilmasi geregini ortaya koyar. 1995° de S. P. Frisker’ in yaptif: ¢aligmada
ozellikle Rutenyum (III) poliamino karboksilat olmak tlizere rutenyum bilesiklerinin
potansiyel tedavi edici 6zellikleri tizerinde durulmugtur.*!

NO, siiperoksit anyonu ile direkt olarak reaksiyona girer ve peroksinitrit meydana
getirir. Bu biyolojik sistemlerde énemli ve hizh bir reaksiyondur. Burada agiga ¢ikan -

OH oldukga fazla giiglii belirteg oldugundan organizmayi riske sokar.
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Oy + NO 5 ONOO-
Peroksinitrit anyonu
ONOO~ + H' %—, ONOOH

ONOOH —— °"OH + NO;

]

NOs + H'

Bu reaksiyon sonunda nitrit ve nitratlar iiretilir.5*®

Esit miktarda NO ve NO; etkilesimi digiik sicaklikta mavi renkli kararsiz bir sivi olan
N;Os bilesigini verir.

-20°C
NO + NO —p N;0;

Esit miktardaki NO ve NO; kangimi, soguk sudan gegirilirse nitréz asidi ( HNO,)
olusur.

Soguk ¢ozeltilerde HNO;’ in disproporsiyonu sonucunda HNOs; , NO-ve su olusur.
Nitroz asitlerinin tuzu olan nitritler ise, bir metal hidroksit ¢ozeltisinden NO ve NO, gaz
karigtminin gegirilmesi ile elde edilirler.*®

NO + NO, + KOH —» 2KNO; + H;0

1.10.4. NO’ in diger non-metaller ile reaksiyonu
NO, bir ¢ok non-metal ile katalizorler olmaksizin hizlica reaksiyona girmez. NO, tiolat
ve siilfitlerle bile reaksiyona girer fakat bu reaksiyonlar savunma mekanizmasi harig

biyolojik sistemler igin gok biiyiik 6neme sahip degildirler.
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1.10.5. NO’ in koordinasyon kimyas:

" NO, oldukga giigli bir liganttir ve hem serbest hem de kompleks halde metal iyonlarina

( Fe, Cu, Co, Mn ) yiksek baglanma sabiti degerinde baglamir. Bu metal iyonlari

stokrom oksidazin aktivitesi igin gereklidir.

Metallerin diisiik oksidasyon durumlan M' NO verirken, yitksek oksidasyon durumlart

M: NO* verirler. Omegin [ Fe (CN)s (NO)]* tipta nitroprussid olarak kullanilir.*
1.10.6. Toksikolojik acidan 6nemli olan azot oksitleri

a) Nitroz oksit ( N2O ) : Giildiiriicii gaz olarak da bilinir. Genel anestezide kullamlir.
Diger azot oksitlerinden daha az toksiktir.

b) Nitrik oksit ( NO ) : Renksiz bir gaz olup hemen azot dioksite oksitlenir.

c) Azot dioksit ( NO; ) : Agir, kirmizi bir gazdir. Kalici kokudadir ve toksikoloji
bakimindan 6nemlidir.*?

1.10.7. NO’in biyolojisi

1.5 Ht

NH, C=NH | 5NADPH NH, =0
H—(|I—(CH2)3NH » H—(I:—(CH2)3NH + NO + 2H0 + 1.5NAD:
COOH NO sentaz COOH

L- arjinin L- sitrulin

Sekil 1.5. Nitrik oksit sentaz (NOS) ile L-arjininden NO sentezi.

NO, nitrik oksit sentaz tarafinda molekuler oksijen ve L-arjininin guanido azotundan
sentez edilir (gekil 1.5). NOS, stokrom p-450 gibi demir-protoporfirin IX ihtiva
etmektedir. Arjininin terminal guanidin azotunun bes elektronluk yiikseltgenmesi,

indirgenmis nikotin amid adenindiniikleotid fosfat (NADPH) ve diger kofaktorler
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sayesinde gergeklesir. Bir oksijen molekilii Fe(ll)’ye baglamr. NADPH’dan hem
-grubuna bir elektron transferinin ardindan O-O bag: ayrilmakta, oksijen atomlarindan
biri arjininin terminal N-H baglarindan birine baglanmaktadir. Demirin Fe(II)’ye
indirgenmesinin ardindan ikinci bir oksijen molekili baglanir. Bu molekiller, N-
hidroksi arjininden bir elektronun uzaklagtiriimasi sonucunda, bir perokso-demir ve N-
hidroksi-arjinin katyon radikali olugtururken, bir oksidant gibi davranabilmektedirler.
Guanidin karbonundaki katyon radikaline perokso-demir molekiilti tarafindan yapilan
saldint sonucunda, L-sitrulin ve NO olusur. Arta kalan oksijen su olusturur.’’~%

NO’in bazi memeli hiicrelerden sentez edilmesi ve ayrnlmasindan sonra biyoloji
biliminde kokli degisiklikler olmustur. Kiigiik, dinamik ve inorganik bir molekiilin
biyolojik sinyal ajani olduunun kegfi, birgok hayati viicut fonksiyonlarin1 diizenleyici
mekanizmalar hakkindaki digiinceleri tamamen degistirmigtir. Kardiyovaskiiler
fonksiyonun regiilasyonu, merkezi ve u¢ sinirler arasindaki _ etkilegim,
mikroorganizmalar ve tiimér hiicrelerine kargt savunma mekanizmalar1 gibi bir ¢ok
fizyolojik metodun en temel elemaninin NO oldugu belirlenmigtir. NO’ in biyolojik
aktivitesinin demir igeren proteinlerin nitrosilasyonu ile ilgisi oldugu gosterilmigtir. Kan
basincinin regiilasyonu, 6grenme ve hafiza, mikroorganizmalara ve tiimérlere karsi
miidafaa gibi bazi teme! biyclojik proseslerin metal-nitrosil kompleksierinin olusumu
ile oldugu bilinmektedir.

NO metabolizmasinin regiilasyonundaki bir aksama hipertansiyon, epilepsi, seker, artirit
ve septik sok gibi bazi hastaliklara neden olabilir.*!

1980 yilinda Furchgott, asetilkolinin vasodilator olarak gérev yapmast igin atar damarin
bozulmamis endotelyuma sahip olmas: gerektigini ortaya koymustur. Bu, asetilkolinin
endotel hiicreler tizerinde etkin oldugunu ve sonugta ikinci bir kimyasal sinyal meydana

getirdigini | gostermektedir. Bu kimyasala endotelyumdan tiireyen relaksing faktor
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(EDRF) denilmistir. 1ki ayri grup (Furchgott ve Ignarro) EDRF’ nin gergekte NO
" oldugunu iddia etmigler ve daha sonra 1987’ de Ignarro’ nun laboratuvari ve Welcome
laboratuvarindaki bir ¢alisma grubu bu hipotezi doérulamxsﬂr.”"“”41 EDREF, arter ve
venden serbest birakilan kararsiz bir maddedir. Bu da endotelyuma bagiml
vazodilatblilerin davraniglarini ortaya gikarir.
NO ise, gliseriltrinitrat ve nitropurussid gibi vasodilator ilaglardan serbest birakilan
kararsiz, endotelyuma bagimsiz bir vazodilatérdiir. 1987’ de Lois J. Ignarro’nun
yapmis oldugu g¢aligma sonucu vaskiler diiz kas tizerine NO’ in etkisinin EDRF’ nin
etkisine benzerligi gozlenmigtir.®

1.10.8. Viicutta NO’ in fonksiyonlan
Nitrik oksit, biyolojik sistemlerde medyatoér olarak tamimlanmaktadir. NO bir
trasmitterdir, trombosit agregasyonunu 6nler ve makrofaj fonksiyonunda 6nemli bir roli
vardir. Iskemi sirasinda hiicre igi kalsiyumun agin miktarda artmasi birgok zararh
sonuglar verir. Omegin, hiicre i¢i kalsiyumun agin artis1 nitrik oksit sentaz1 aktive eder,
arjininden NO’ in olugumunu saglar. NO guanilat siklazin aktivasyonu ile cGMP {iretir.
cGMP’ nin anti-oksidant, anti-agregant ve anti-inflamatuar etkisi vardir. NO, Fe-S
proteinlerinden demiri ¢ikararak yerine kendisi baglanir. Boylece, Fenton tepkimesini
uyarir ve bu mekanizma ile karsinogenezisde rol oyanar.
NO’ in kan basincini diizenlemede anahtar bir rol oynadig: bilinmektedir. 1988 yilinda
NO’ in transmitter olarak fonksiyon yaptig1 belirlenmigtir. Perifer sinir sistemindeki iki
major transmitter asetil kolin ve noradrenalindir. Bu kimyasallar sinir / sinir ve sinir /
kas bilesim yerlerinde mesajci olarak etki yaparlar. Bununla beraber bazi perifer
sinirlerin poradrenalin (NA) ve norasetilkolin (NC) kullanmadig: bilinmektedir. Bunlar
bunlar NANC sinirleri olarak adlandirilir. NANC sinirleri gastrointestinal bolge,

solunum bélgesi, kardiyovaskiiler kas ve urogenital sistemler gibi dokularda bulunurlar.
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NO’ in NANC sinirlerinin norotransmitteri oldugu belirlenmigtir. NO ayrica beyinde de
. bir nérotransmitterdir, uzun vadeli deneyim ve hafiza olayinda etkilidir.

Immun cevap (viicudun bakteri, virus, timérler gibi yabanci hiicrelere kars: savunmasi)

konusundaki galigmalar NO’ in yeni bir fonksiyonunun bulunmasina yol agmstir. Diger

baz1 caligmalar makrofajlarin intraseliller demiri hedef alarak hiicreleri 6ldiirdiiklerini

ortaya ko.ymustur. Makrofajlarin  NO kullanarak hedef hiicreleri yok ettigi

belirlenmistir 354!

NO sadece vasodilasyon ve norotransmisyon gibi gesitli fizyolojik fonksiyonlar
diizenleyen sinyal molekiilii degil ayn1 zamanda inflamatuar olusumlarda &nemli rol
oynayan makofajlarin mediatorii gibidir.**  Peroksinitrat patofizyolojik sartlarin
degisiminde dretilir. Iskemik organlarin reperfiizyonu, akut ve kronik inflamasyona
tipik 6rnektir.*

Inflame dokularda, nitrik oksit ve siiperoksit hizlica peroksinitrit anyon formuna
doniistir ve en giiglii bir oksidanttir. Hidroksil radikali (HO") nitronyum iyonu (NO;")
ve nitrojen dioksit radikali (NOy)’nin karakteristik reaksiyonlarim baglatabilir.*
Bundan dolay: peroksinitrit DNA yada doku hasarina neden olabilir. Peroksinitrit
stulfidril gruplarinin in vitro olarak DNA’ da zincir kirilmasina neden oldugu rapor
edilmistir.*

1997°de Yumiko Yoshie ve arkadaslar b'i‘r katekolamin (6regin, L-DOPA) ve NO-
serbest birakan bir bilesik (6rnegin sodyum nitroprussid) varliginda plazmid DNA’ s ile
inkiibe edildigi zaman DNA ipligi kirilmasinin sinerjik olarak arttigini1 gostermislerdir.
DNA ipligini kirmada sorumlu olan oksidantin ise peroksinitrit olabilecegini ifade

etmislerdir.*’” Peroksinitrit silfidril gruplanmi okside eder ve membran lipid

peroksidasyonuna neden olur.*
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Peroksinitrit, siilfidril gruplarinin oksidasyonu, aromatik bilesiklerin hidrosilasyonu ve
" nitrolanmas: gibi durumlarda yiiksek reaktif bir tiirdiir.*’
Yine 1997°de Yumiko Yoshie ve arkadaglar1 aynt konuyu sigara dumaninda
incelemiglerdir. Gaz fazinda azot oksitleri, nitrik oksit, katranda kinon/hidrokinon
kompleksi mevcuttur. Katrandaki polihidrokinon aromatik bilegiklerin otooksidasyonu
ile O meydana gelir. Boylece peroksinitrit igeren giiglii reaktif tiirler sigara
katranindaki interaksiyon ile olusur. Caligmada NO’in sigara iligkili akciger kanseri
hastaliklarinda 6nemli rol oynayabilecegi belirtilmigtir.*®

Hiicre sinyal yollarinin bazilarindaki anahtar adim ikinci bir mesajc1 molekiiliin
olugmasidir. Omnegin, GTP’den c¢GMP olugmas.. cGMP daha sonra sinyal
siralamasindaki diger kimyasal aksiyonlari aktive eder. Bu biyokimyasal reaksiyon
(GTP’den cGMP olusmasi) guanilat siklaz (GC) enzimi ile katalize edilir. NO ile ilgili
galigmalardaki onemli go6zlemlerden birtanesi de, NO’in arterlerin  diiz kas
hiicrelerindeki guanilat siklazin aktivitesini artirdigi gergegidir. Guanilat siklaz hem

grubu igeren bir enzimdir.*!



Tablo 1.3. NO’in molekiiler hedefleri.”’

Molekiiler simf

34

Aktivite artig1

Aktivite azalig1

Hem proteinler

Fe-S proteinler

Diger non-heme Fe proteinler
Tirozil radikal protein
Protein tioller

DNA

Siiperoksit anyonu

Céziilebilir guanilil siklaz

EDRF-benzeri aktivite

Mutasyon fonksiyonlarimin artis1

Hidroksil radikallerinin olusumu

Hemoglobin, miyoglobin

NADH: Ubikinon oksidorediiktaz,
NADH: siiksinat oksidorediiktaz,
Cis-akanitaz

Ferritin, riboniikleotit rediiktaz
Riboniikleotit rediiktaz
Dehidrogenaz

Mutasyon fonsiyonlarinin azalisi

Siiperoksit radikallerinin azali1
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1.10.9. NO’ in uzun siireli hafiza ( long-term memory) iizerine etkisi

" Uzun siireli hafizamin temelini olusturan diizenlemeler, hafizanin sinapsis denilen
kisminda yer alip, sinyaller buradan bir sinir hiicresinden digerine iletilirler. Degigimin
sinyali gonderen hiicrede mi veya sinapta bulunup mesaji alan hiicrede mi oldugu
aragtirilmaktadir. En son modelde aragtiricilar, mesajin alindig: sinir hiicresinin, mesaji
geri gotiiriicii haberciler aracilifiyla sinyali gonderen hiicreye geri gonderildigi seklinde
olup, bu ikili arasindaki baglantinin kuvvetlendirilmesinin uzun siireli hafizaya yardim
edecegi gorigiini savunmaktadirlar. NO’ in beyinde bilgi depolamada anahtar rolii
oynayan bir kimyasal molekiil olduguna iligkin bazi kanitlar vardir. Bu, geri gétiiriicii
haberci molekiil oldugu anlamina gelebilir. Eger bu dogru ise, bu molekiil hiicreler
tarafindan kullamlan beklenmedik  molekiillerden biridir. Hiicre membranlarini
gecebilme ve ortaya gikiglan: ile birlikte goriinmeme kabiliyetleri vardir. NO kolayca
hiicre membramindan gecer ve yapildiktan 1-2 sn. sonra yok olur. NO, presinaptik
hiicrelerde guanilat siklaz veya ADP riboziltransferaz enzimleri iizerinden etkili olur..
Noron, birkag ard arda uyarici aldifinda LTP (uzun dénem potensiasyonu) faaliyet.
gosterir. Sinyaller, kalsiyumun hiicre igine gonderilmesine yarayan bir grup L-glutamat
reseptorlerini  harekete gecirmektedir. Kalsiyum, sinapslardan yayilan sinyalleri
guclendirmektedir. Bu durum, potensiasyon denilen ve alic1 hiicrenin mesajin bir daha
gonderilmesi halinde daha giiglii tepki vermesine neden olur. NO, postsinaptik (alici)
hiicre ile presinaptik (gonderici) hiicre arasi haberci gérevi yapip, presinaptik hiicrenin
sinyali artirmasim saglar.*®

1.10.10. NO, beyin ve diger organlar

Santral nevroz sistem (CNS)’de NO norotoksik ve néromodiilatér etkilerin herikisine
de sahip bir noronal mesajct ve EDRF salimminin 6énemli bir mediatéridir. Bununla
birlikte reperflizyon boyunca siiperoksitin mevcudiyetinde, nitrik oksit peroksinitrit

anyonunun olugmasina yol agabilir.>’
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Beyinde gok sayida norotransmitter vardir. Major transmitter aminoasit
- glutamattir ve direkt olarak elektrik sinyallerine cevap verir. Bununla birlikte, donér
sinir hiicresine geri doniim sirasinda serbest birakilan NO" tarafindan kavranan bir sinir
hiicresi lizerinde glutamatin rol oynadifi gorilir, Bu glutamat aktivitesinin
diizenlenmesinde bir feed-back gibi diigiiniilebilir. Glutamat ve NO’in bilesik etkisinin
potansiyel hafizada bir rol oynayabilecegi fikri vardir.*®

NO keza major noéronal hasar ve norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
kullanilir. Sinir harabiyeti agirn miktarda glutamat agiga gikmast ile meydana gelir.
Lipton ve arkadaslarnt NO’in norotoksik etkilerinin, NO’in stperoksit ile reaksiyonu
sonucu olugan peroksonitrit nedeni ile oldugunu ortaya koymuglardir.*®

Bazi g¢aligmalarda bununla beraber NO sinir koruyucu gibi goriinmektedir.
Lipton ve arkadaslan NO’in nitrozonyum iyonu (NO") seklinde NMDA (N-metil-D-
aspartat) reseptorii tiyol grubu ile reaksiyona girerek norotrasmisyonu engelledigini
gostermiglerdir.
NO, felg esnasinda olusan sinirsel harabiyet ve buna bagli olarak olugan rahatsizliklarda
etkili olur. Aginn heyacanlanma sonucu olusan sinirsel 6liimlerin olustugu durumlarda,
NMDA reseptor alt tipi boyunca glutamat agir1 miktarda salinmaktadir ki bu durum
noronal hasarin etkisiyle olugan felg durumu ile izah edilir.®
NO’in serabral iskemide rol oynadifi konusunda tezat sonuglar rapor edilmektedir.
Nowicki ve arkadaglar1 NO’in farelerde fokal iskemiyi artirdigi belirtilirken, Yamamota
ve arkadaglan aksini iddia etmektedirler. Soyle ki NO’e bagli patofizyolojiyi anlamak
i¢in in vivo beyin iskemisinde NO’in iretimini 6lgmenin 6nemini vurgularlar. Teiji
Tominoga 1993’de iskemik beyin tahribatimin olusumu ve gelismesinde NO’in
biyokimyasal roliiniin tesbiti konulu ¢aligmasinda EPR (elektron paramanyetik
rezonans) teknigini kullanarak in vivo NO uretimini direkt olarak tayin etmeyi

basarmugtir,”
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Fazla aktif néronlar asin miktarda NO meydana getirirler ve bu da beyin
" hastaliklart ile NO arasinda iligki kurulmasina neden olmustur.®

NO endotel hiicrelerde c-NOS benzeri aktiviteyi vaskiller sistemde artirir. Son
zamanlarda NO’in i-NOS benzeri aktiviteyi hem endotelyumda, hem de vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde indiikledigi gorilmigtir. Vaskiler oginli NO’in etkileri diiz kas
kasilmasi, plakalarin birlesmesi ve yapigmasinin inhibisyonu olarak belirtilmigtir ki bu
etkilerin herbiri patofizyolojide nemli rol oynar.

Bazi periferal noronlar igin NO’in nérotransmitter olarak roli bilinmektedir.
Farmakolojik kanitlar NO’in O6zafagus, mide, onikiparmak bagirsaginda noronal
uyarima cevap verdigini de gostermigtir.

Tavsanlarda, endogenus NO’in ventilasyon-perfiizyonunun diizenlenmesine
katkida bulundugu ve hipoksi yoluyla indiiklenen pulmonari vaskiiler rezistansta artist
sagladig: belirtilmigtir. 3

1.10.11. NO metabolizmasi bozukluklarmmn neden oldugu hastahklar

NO’in viicutta ¢ok fonksiyonlu iglevi oldugu bilindigine gore, NO
metabolizmasindaki aksakliklarin bazi hastaliklara yol agmasi da sasirtici degildir.
Ornegin, endotel hiicrelerde c-NOS aktivitesinin bozulmasinin esasiyel hipertansiyona
neden oldugu iddia edilmektedir. Hipertansiyon, organonitralar gibi NO ilaglar ile
tedavi edilmektedir. Inorganik NO ilaci olan sodyum nitroprusside acil hallerde
kullanulir. Bununla beraber NO’in fazla olusumu viicuda toksik etki yapar. Toksik
miktarda NO olusumu seker, arthritis, inflamasyon, sara, ve septik soka neden olur.

Septik sok olarak bilinen hastalik, kanda sirkiile olan yiiksek oranda bakteridir.
Bu immun cavab: harekete gegirir ve NO konsantrasyonunda artisa neden olur. Bunun
iki etkisi vardir. Birincisi NO’in toksik seviyesi doku harabiyetine neden olur. ikinci ve
en 6nemlisi ise NO’in vasodilasyona neden olmasidir. Bu da kan basincinin diismesine

yol agar.3®4!
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" 1.11. Nitrik Oksit Sentetaz ( NOS ) Enzimi

NOS’1n iig farkli izoformu izole edilmis, sualamrils, klonlanmig ve tamimlanmugtir.

i) Izoform I: Néronal izoform (nc-NOS) néronlarda ve epitel hiicrelerde bulunur.
Ca’*-kalmodulin bagimlidir.

i) Izoform II: iIndiiklenebilir izoform (i-NOS) makrofajlarda ve glial hiicrelerde
bulunur.

iii) Izoform III: Endotelial izoform (ec-NOS) endotel hiicrelerde bulunur. Aktivitesi
Ca*'-kalmodulin tarafindan diizenlenir.

Tiim izoformlar L-arjinin ve molekiler oksijen gibi substratlar ve NADPH,

tetrahidrobioptein, FAD, FMN gibi kofaktérleri kullanir. Tamami kalmudilin baglidir

ve hem igerir. i-NOS Kkalsiyum duyarsizdir ve endotoksinler, interferon y ve

lipopolisakkaritler tarafindan uyarilirlar. i-NOS kalmodulini sikica baglar bu sebepten

dolay1 Ca®"’nin bulunmasina gerek duymaz. nc-NOS kalmodulini gevsek olarak baglar.

Sitozolde Ca®" arttikga kalmodulin sikica baglanir ve NOS, NO iiretir, 413747-92:53.54

NOS, organizmada bir tek biyokimyasal reaksiyon ile NO agida ¢ikaran bir mono

oksijenazdir. Bu enzimin sistematik ismi ise, L-arjininn NADPH: oksijen

oksidorediiktaz [EC 1.14.13.39]dur. Katalitik aktif formda NOS, iki 6zdes altiinite igerir.

Herbiri CaM molekiliine ¢apraz baglanir. Bu enzim bir flavohem proteini olup

okaryotik enzimler arasinda nadir bir tirdir. Her bir alt iinite 4 prostatik grup igerir:

hem (demir-protoporfirin IX), flavin mononiikleotid (FMN), flavin diniikleotid (FDN)

ve tetrahidrobiopterin.*!
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DHFR: dihidrofolat redtiktaz
DHPR: dihidropiteridin rediiktaz
NOS : nitrikoksit sentaz
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Sekil 1.6. Nitrik oksitin biyosentezi®®
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1.11.1 Nitrik oksit sentaz ( NOS)’ 1n fonksiyonlar

1) Endotel hiicreler yolu ile diiz kasin gevsemesi. Kan akiginin diizeni (mesajci
olarak NO).
ii) Merkezi sinir sisteminin yanit1: hafiza? (mesajc1 olarak NO).

iif) Daha diigiik organizmalarda ve bakteriye direng kazandirma ( NO" ile O’ birlikte
zehir gibidir).*
NOS makrofajlarda bulunur.Ug farkli fakat birbirine benzeyen NOS enzimi farkhi
dokularda bulunmaktadir.
1.11.2, Nitrik oksit sentazin izoformlan
Ug¢ NOS izoenzimi bilinmektedir. Bunlar spesifik oldugu dokuya, indiiklenebilirligine
ve kalsiyuma bagimhligina goére birbirinden aynlir. NOS izoenzimleri farkli
kromozomlardaki ( kromozom 12, 17 ve 7 ) genlerden kodlamir. Ekzon-intron
organizasyonu, promotor bolgelerinin  yapisi  belirlenmigtir.  Kemirgenlerin
~ma,krofajlarmda ilk olarak kalsiyuma bagimsiz indiiklenebilen i-NOS izoenzimi
bulunmugtur. Insanlarda iNOS geni hepatositlerde, respiratér endotelyumda,
kondrositlerde, notrofillerde, astrositlerde ve baz1 diger hiicre tiplerinde bulunmaktadir.
Iki devamli salgilanan enzim nc-NOS ve ec-NOS izole edildikleri dokulara gore
isimlendirilmislerdir. ec-NOS kan damarlarinin epitel hiicrelerine spesifiktir. nc-NOS
izoenzimi ise degisik dokularda sentezlenir: Iskelet kaslarinda, miyokardiyumda,
notrofillerde, pankreatik adacik hiicrelerinde, endometriumda, respirator ve gastirik

epitelyumda vardir.”!
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ecNOS
M Heme CaM FMN FDN NADPH

Ng, 1 HH [ N % Bl - coon

ncNOS
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N 4 B B | N 4 [ — COOH

Sekil 1.7. NOS izoenziminin polipeptid zincirindeki katalitik ve regiilator bolgeler.
( PDZ: Protein-protein etkilesimi i¢in sorumlu bolge, M: ec-NOS izoenziminin

myristoylation bolgesi) >*

Bitiin NOS izoenzimleri yapisal olarak homologdur. Bunlarin C- terminal oksidaz
bolgeleri hem grubu, tetrahidrobiopterin ve kalmodulin (CaM) igin baglayic1 bélgeler
igerir. N- terminal rediiktaz bolgeleri, flavinler ve NADPH igin baglayici bélgeler igerir.
Sadece nc-NOS ’1n N- terminali PDZ ‘bélgesi igeri.r.ki bu bolge membran glikoprotein
komplekslerinin enzimin sinirlerdeki sinaptik kompartmanlar igin gerekli membran
glikoproteinlerine baglanmasindan sorumludur. Iskelet ve kardiyak hiicrelerde nc-NOS
bu yonle l:;aglamr. ec-NOS N- terminal bolgesinde ( Gly 2 ) hidrofobik bir bolgeye
sahiptir ki bu htcrelerin epitel plazma membraninin i¢ kismina enzimin baglanmasim
saglar. Kalsiyumun hiicre ig¢i konsatrasyonunun yaklagtk 100 nM olmas1 aktif
holoenzimin olusumunu saglar. i-NOS’ 1n aktivitesi diger izoenzim tiplerinden daha gok
tetrahidrobiopterinin  yitksek konsantrasyonundan etkilenmektedir. i-NOS’ 1n
- dimerlesmesi igin bu faktor -gereklidir. Proteinkinazlar NOS aktivitesinin

regiilasyonunda rol oynarlar. NOS izoenzimlerinin fosforilasyonu ile proteinkinaz C,
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geri doniigiimlii olarak bu enzimin aktivitesini inhibe eder. Buna ragmen hiicrelerde
kalsiyuma bagimsiz i-NOS izoenziminin ekspresyonunun ortaya ¢ikmasi, NO’ in
olusumu tamamiyla i-NOS mRNA’ sinin transkripsiyonu seviyesinde olur.”!

Endotelial NOS (ec-NOS) biitiin trombositlerin inhibisyonu, vasodilasyon veya l6kosit
adhesyonunda NO’i endotelyumdan serbest birakir. ec-NOS serebral kan akigim
sirdirmede dnemli bir rol oynar. Indiiklenebilir NOS (i-NOS) makrofajlarda bulunur ve
indirgendigi zaman viicudun immun cevabinin bir kism1 gibi NO’in buyiik bir miktarim
uretir. i-NOS nérodejenerasyonda anahtar rol oynar. Noral NOS (nc-NOS)’dan iretilen
NO merkezi ve periferal nevroz sistemlerde noérotransmisyona kangir. nc-NOS da
nérqdejenerasyonda anahtar rol oynar ve indiiklenebilir.*’

nc-NOS siiperoksit radikalini L-arjinin konsantrasyonu disiikken yapar. Arjinin
seviyesini kontrol etmek, hiicre hasarinin O,' */ NO tarafindan ortaya g¢ikarilan hastalik
cesitlerinde tedaviye yonelik bir yaklagim olabilir. Néronlardan, glial hiicrelerden ve
CNS’ in vaskiiler endotelyumundan NO iretilir. Uretildigi dokuya spesifik olarak
etkileri de farklldlr. Noral NO akut iskemik hasar: artinir. Halbuki vaskiiler NO iskemik
hasar1 serebral kan akimini artirarak azaltir. Serebral iskemi bolgesel inflamatuar bir
cevap ile karsilagtifinda postiskemik periyodun siiresine bagli olarak doku hasarim

artirmada rol oynar.”’
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Tablo 1.4, Nitrik oksit sentazin inhibitérleri.>’

Simif | nc-NOS . i~-NOS

Substrat analoglarinin N"-nitro-L-arjinin (L-NA) N¥-amnio-Larjinin

Inhibitorleri N"-iminoetil-L-ornitin N"-metil-L-arjinin
N"-amino-L-arjinin “-nitro-L-arjinin

N“-metil-L-arjinin (L-NMMA)
“-nitro-L-arjinin metilester (L-NAME)

Flavoprotein baglayicilar Difenileniodonyum Difenilen iodonyum
Todonyum difenil
Di-2-thieniliodonyum
Kalmodulin baglayicilar Kalsinérin Tammlanmamgtir
Trifloroprazin

N-(4-aminobutil)-5-kloro-2-naftolen stilfonamit
Z-Am-w&mno:mwumcL -naftalen siilfonamit
Hem baglayicilar Karbon monoksit Karbonmonoksit
2-4-Diamino-6-hidroksiprimidin
Uyarilmay: 6nleyiciler Tanimlanmamugtir . Kortikokosteroidler
TGF-$°-1,2,3
Interlokin-4
Interlokin-10
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1.12. NO élgiim yontemleri
NO’in yan 6mrii ¢ok az (4 sn.) oldugu igin degisime ugramadan tayini ve miktarinin
belirlenmesi zordur. Eldeki mevcut metodlara gore:
i) NO segici elektrotlari igeren gesitli potansiyometrik aletler ile,
if) Spin-trapping / ESR (elektron spin rezonans) veya EPR (elektron paramanyetik
rezonans) tayini ile,
iii) Os ile head space reaksiyonundan dolayr NO gazimin reaksiyonu ile olusan
NO2’nin kemiliiminesans tayini ile,
iv) Fe(IT) oksihemoglobin tarafindan NO’in tutuklanmast ile tayin edilebilir. >
NO, Fe(Il) hem ve Fe(Ill) hem’i ile kompleks olugturur. Hemoglobinde (Hb)
normal oksidasyon basamag Fe(Il) (d°)’dir ve bu durumda NO, Hb[Fe(ll)] NO’i
olusturmak igin elektron donérii gibi hareket ederek iki elektron verir. Arta kalan -
ciftlegmemis elektron, molekiilii paramanyetik konuma getirir ki bu da NO’ in EPR ile
tayininin esasini saglar. HbNO daha sonra oksijenin varliginda biraz daha oksitlenerek
methhemoglobinine doniigiir. Bu durumda NO Griess reaksiyonuna gére nitrat olarak

arastirilir, "3
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1.13. Adriyamisin ( doksorubisin )

Adriyamisin (ADR) , kanser kemoterapi alaninda ¢ok yaygin kullanilan kinoid

antrasiklin grubu antitimér ilaglarindandir.*®

R3
NH,
ADR (Doksorubisin) Daunomisin Epirubisin Idarubisin
R, = OCH; OCH; OCH; H
Ry= H H OH H
R3 = OH OH H OH
Ry= OH H OH H

Sekil 1.8. Klinik kullanimda gegerli olan dort antrasiklinin yapis1 .*’

ADR, Streptomyces Peucetius’ tan izole edilmistir ve antineoplastik etkilidir. Akut ve
kronik 16semi, lenfoma, yumusak doku sarkomu, noroblastoma ile akciger ve gogiis

kanserinde etkilidir.*®
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Antrasiklinlerin tiimor ve organ toksisiteleri igin ti¢ bilyiik etkisi vardir. Bunlar:

1) DNA ve RNA sentezinin interkelasyonla bloklanmasinda DNA’ ya baglanmada
yiiksek bir ilgi gosterirler ve DNA iplik¢iginin bolinmesi topoizomeraz II iizerine
etki eder.

2) Membranlara baglanarak akiciligi ve iyon transferini degigtirir.

3) Enzim aracilifi ile indirgenme iglemi boyuca oksijen ve semikinon serbest
radikallerini olusturabilir.

Oksijen radikalleri ile membranlarda meydana gelen zarar kardiyak toksisitesine yol

agar .*

ADR molekiilleri DNA ¢ift heliksinde birbirine komsu baz ¢iftleri arasina enine

yerlesmek suretiyle (intercalation) DNA zincirlerini uzatir ve de stabilize eder. Boylece

DNA’nin replikasyonunu ve transkripsiyonunu bozar. Transkripsiyonun bozulmasi

RNA larin sentezinin durmasina sebep olur .%

Ilacin “aglycone” kism1 DNA ve RNA ile interkelat olusturur. Molekiiliin iyonik seker

kismu interkelat: kararli kilmak igin.iyonik olarak baglanir.Sonug olarak DNA ve RNA’

nin sentez boyunca yapisi bozulur. Bu davramig faz spesifiktir. Doku stotoksisitesinde

6nemli bir rol oynayan bazi serbest radikal iiriinleri olugabilir. ADR beyinde bulunan

bazi hiicreler tarafindan hizlica tutulur. Plazma yan omiirlerinden sorumlu hiicresel

bilegenlere baglamr. ADR 6zellikle hidroksillenmis ve konjiige olmus tﬁrlere

metabolize olur.®'

ADR mide — barsak kanalindan absorbe edilmez, sadece intravenéz infiizyon yoluyla

verilir %2
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ADR ozellikle kat1 timérlere kargi insan neoplasmlarnin  genis bir
'spektmmuﬁda aktivite sergilemistir. Ne yazik ki klinik kullamm: potansiyel toksik
etkilerinden dolayr simirlanmistir > Diger antineoplastik ilaglar gibi 6nemli toksik
etkilerinden biri kalp {izerinedir. Miyokard hiicrelerinin DNA molekulleri ile
interkelasyon yoluyla baglandigi igin kalpte i)atalojik ve fonksiyonel bozukluklar
yapar.®® Kardiyotoksisite, doksorubisin ve daunorubisin kullaniminin sinirlanmasinda
temel faktor olmugtur .5
Hem in vivo hem de in vitro galiymalarda ADR’ nin sigan merkezi sinir sistemi lipid
peroksidasyonunu uyardigi kanitlanmigtir. ADR’ nin neural hiicrelere ulasti§inda
siganlarda “sensory neuropathy” e neden oldugu gosterilmistir. Izotop etiketleme ve
florometrik teknikler kullamilarak ADR’ nin beyinde uzun siiren bir etkisi oldugu
goriilmistiir.  Cogu hayvanlar ( 6rmegin siganlar ) ADR uygulandiktan sonra 2.5 saat
icinde titreme nobetine ya da komaya girmektedirler. Histopatolojik incelemeler
sonucunda bu hayvanlarin beyinlerinde nekros ve hemoraja ugramig alanlarin
bulundugu gorilmagtiir. Siganlarda periferal ganglion hucrelerinde yiiksek doz ADR
verildikten sonra nekroz goériilmektedir. Diigiik doz ADR verilirse nekroz 2 giin sonra
ortaya ¢ikmaktadir. ADR bir kinon halkasina sahip oldugundan ilag biyolojik
sistemlerde redoks dongiisiine ugrayabilir. Bu reaksiyon ajanin bir semikinon radikaline
indirgenmesini igerir ki bu da daha sonra O,, siiperoksit anyonunun (O, - ) bu esnada
olusumu ve ondan tiireyen aktif tiirler H,O, ve HO" ile ana ilaca (ADR) yeniden
yikseltgenir.
Oksijenin bu reaktif formlar normal olarak hiicresel defans sistemiyle detoksifiye edilir.
Baz sartlar altinda bu reaktif oksijen tiirlerinin tiretiminin artirilmasi defans sistemlerini

e
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bozar ve DNA yapisi, proteinler ve karbohidratlarin hasar gormesiyle hatta lipid
~ peroksidasyonuna neden olmastyla hiicresel hasar olusur ki bu da giderek membran
biitiinligiini sonugta degistirir. Bu tip reaksiyonlar ADR kemoterapisi sirasinda beyinin
rejehere olmayan hiicreleri iizerinde dramatik sonuglara neden olabilir. Clinkii, rejenere
olmayan hiicrelerde lipid miktari, oksijen tiiketimi yiksektir ve antioksidan
konsantrasyonu diigiiktiir .>

1977’ de Lown ve arkadaslari ADR toksisitesinin serbest radikal gibi etkisi olup
olmadig1 konusunda ¢alisan ilk kisilerdir. Etidyum bromir florasans yontemi
kullanarak igaretlenmis DNA’ ya ADR’ nin kovalent olarak baglandigin1 bulmuslardir.

1977’ de Thayer ve arkadaglarnn submitokondrial kisim igeren bir sistemde ADR
caligmiglardir. ADR kemoterapisinde Oy’ = ve H;O; olusmasinin ve kalp dokusunun
diigiik katalaz igermesinin kardiyotoksisite artigina neden oldugunu belirtmislerdir.

Yine 19777 de Goodman ve Hochstein ADR ile serbest radikal olusumu_nu_
incelemiglerdir. ADR kardiyotoksik etkisinin temelini lipid peroksidasyonuyla agiga
¢ikan oksijen radikallerinin olugturdugunu 6ne stirmisglerdir.

1978’ de Handerson ve arkadaglari ise eritrositler tizerinde ADR’ nin etkilerini
¢alismiglardir. ADR’ nin insan eritrosit siispansiyonlarina katilmas: hekzoz monofosfat
aktivitesinin uyarilmasina neden oldugu gozlenmistir. ADR ile H,O, olugmasina iligkin
deliller rediikte glutatyonun yiikseltgenmesi, '*C- format oksidasyonu ve katalaz-
aminotriazol tuzaklama teknigi ile elde edilmistir.

1979’da Someya ve arkadaglart ADR ile uyarilan DNA iplik¢iginin bolinmesini

calismislardir. ADR’ nin PM2 DNA’ sina baglanmast ve sonra DNA’nin boliinmesi
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agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromiir yontemi kullanilarak agiklanmugtir. DNA
. degredasyonuna ADR’ nin neden oldugunu savunmuslardir.

1980’ de Kalyanaraman ve arkadaglari1 ADR igeren mikrozomal inkiibasyonla tretilen
serbest radikallerle ilgili ¢alismada elektronsipin rezonanst kullanmiglardir. Oksijen
konsantrasyonunun yiiksek oldugu zaman O, ~ radikali 6l¢iilmiis ve bu da SOD ile
inhibe edilmigtir. Oksijen konsantrasyonu digitk oldugu zaman semikinon radikallerini
incelemiglerdir. Semikinonun hava oksidasyonunun O;' — olusumuna neden oldugunu
belirtmislerdir .*

Bertelli ve arkadaglan tarafindan 1991’ de kultiir hiicrelerinde rat glamerular epitel
hiicrelerinin ADR’ ne direnci ve belirlenen toksisitede serbest radikallerin rola
incelenmigti. Bu metod ile ratlardaki ADR deneysel nefroz igin sorumlu
mekanizmalann. analizinde iyi bir model saglanmigtir. Bobrekleri kapsayan
aragtirmalarda, ADR toksisitesinin potansiyel mediatorleri iizerinde ve ADR baglanmig
makroporos yataklarda ¢aligilmigtir W

ADR’ nin hiicre toksisitesini 6nleme galigmalar: serbest radikal hasarini indiikleyen
ADR’ ni azaltan bilesiklerin olusturulmasim igermektedir. Serbest radikal
reaksiyonlarin1 bloklayan serbest radikal siipiiriiciiler ADR’ nin hiicre toksisitesini
azaltir. Eugenia Jumbolana ve Ocimum Sanctum’ dan izole edilen Oleanolik asit (OA)
ve Ursolik asit (UA) ‘in serbest radikal hasam iizerine potansiyel bir inhibisyon
sergiledigi 1991°de S. Balanehru ve arkadaslan tarafindan rapor edilmistir. Yine serbest
radikal hasarini indiikleyen ADR’ ne kargi bu iki bilesigin koruyucu etkisi S. Balanehru

ve B. Nagarajan tarafindan 1992’ de rapor edilmigtir .%%¢
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1.14, Melatonin

1958’de Amerikali dermatalog Aaron B. Lerner binlerce sigirin pineal bezinden
amfibian denilen, aydinlatict faktor olarak da bilinen potent bir madde tammlamigtir. Bu N-
asetil-5- metoksitriptamin (sekil 1.9) yapisindaki maddeye, amfibian pigmentindeki

melanoforlan kontrakte ettigi i¢in melatonin adin1 vermigtir.

CH;0 CH,CH,NH- ﬁ- CH;

0
N

Sekil 1.9. N-asetil-5-metoksitriptamin ( Melatonin )

Melatoninin ilk dikkat geken &zelligi néroendokrin-reprodiiktif aksis tizerine olan etkisidir.®®
Melatonin néroendokrin sistem iizerinde pinal bezin etkilerine aracilik eden ¢ok énemli bir
hormondur.®’ Daha sonra immiin sistem tizerine olan etkileri fark edilmistir. 80’1 yillarin
sonunda ise onkostatik ve yaglanmay: geciktirici 6zelligi ortaya konan melatoninin son 5
yildir serbest radikal yakalama 6zelligi tizerinde durulmaktadir. Aslinda melatoninin tiim bu
ozellikleri, serbest radikal yakalayic1 bir 6zelliginin sonucudur. Melatonin, iyi bilinen bir

diger serbest radikal tutucu olan glutatyondan 5 kez, mannitolden ise 14 kez daha efektiftir.

70,71

1.14.1.Melatonin metabolizmas:
Melatoninin baslangi¢ prekiirsérii olan triptofan bir indol aminoasiti olup, pineal bez
tarafindan plazmadan konsantrasyon gradientine kars1 aktif transport mekanizmas: ile alinir.

Triptofan pinealosit iginde triptofan hidroksilaz enzimi ile hidroksile edilip, 5-
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hidroksitriptofan  olugur.  5-hidroksitriptofanaromatik  L-aminoasit

dekarboksile edilerek 5-hidroksitriptamin ( = seretonin ) haline gelir.®®

CH;0 CH,CH,NH- ﬁ- CH;
0
N

|
H Melatonin

Coor

CH;0—% CHZCHZNH-(F CH;
+
1}1
H

indol katyon radikali
07}

9 Q
cmo—@-o CH,CH,NH - C- CH;

N1-asetil-szormiI-5-metoksikinuramin

dekarboksilaz

ile

Sekil 1.10. Melatonin tarafindan serbest radikal tutuklanmasinin tahmin edilen mekanizmas:”®

Melatonin, memelilerin reprodiiksiyon olaylarim koordine eden bir sinyal

gorevi de yapar. Melatonin iki enzim etkisi ile serotoninden sentezlenir. Enzimlerden birisi N-

asetil transferazdir, ve seretoninin asetile edilmesini saglar. Digeri hidroksiindol-o-

metiltransferazdir ve indol halkasimin metile edilmesi ile gorevlidir.”?

enjeksiyonu takiben kandan, intrasisternal enjeksiyonu takiben

Melatonin intravenéz
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beyinden siiratle kaybolur. Baglangigta yari émrii birkag dakika iken, bu atilim daha uzun bir
siireg alir. Melatoninin gogu karacigerde 6-hidroksimelatoninne konjlige olur ve sonradan
idrarla atilir. Ancak siganda melatonin, N-asetilserotonine de metabolize olabilir. Beyinde
metabolik yol periferden farkhidir. insanda da melatoninin verilmesini takiben plazma
melatonin diizeyi hizla azalir.

Melatonin igin efektif bir kan-beyin bariyeri yoktur ve dolasimdaki melatonin
tim organlar tarafindan alinir. Melatoninin % 70’1 albiimine baglidir. Gerek bagl, gerek
serbest melatonin kan ile beyin omurilik stvist (BOS) arasinda gapraz gegis halindedir.®®
Melatonin salgilanmasi biiyiik bir olasilikla birgok fizyolojik fonksiyonlar igin 6nemli olan bir
gece-giindiiz ritmini izler. Ayrica mevsimsel bir ritmi de saptanmigtir.” Melatonin yapimi
karanlikta artar, 1gikta inhibe edilir. Kisaca, memeli pinal bezi 1515in devamina, evresine ve
siddetine gore giinliik melatonin saliimi meydana getirmektedir.”> Melatonin sentezi ve

salinimi gece en yitksek diizeydedir .5

1.14.2, Melatoninin etkileri

1958’de tammlanan melatoninin yaslanma kargiti etkisi, immiin diizenleyici, onkostatik ve
noroendokrin etkileri gibi pekgok fizyolojik fonksiyonlar vardir. Son yillarda melatoninin
potent bir serbest hidroksil ve peroksil radikal tutucusu oldugu bildirilmektedir.”

Melatonin immiin yetmezlik durumlarinda uygulandiginda belirgin immiin aktivasyona yol
agmaktadir. Kanserin, azalmig melatonin salinimi ve azalmig immiin reaktivite ile birlikte
seyretmesi kanser immiinoterapisinde melatoninin énemli bir terapétik ajan olabilecegini
disiindirmektedir. Siganlarda pinealektomi sonucunda yumurtalik kanseri ve 7,12-
dimetilbenzantrasen (DMBA) ile olusan meme kanseri insidansinda dnemli derecede artma
oldugu ve melatonin verilmesiyle dramatik olarak gerileme oldugu belirtilmistir.®

Porfirinlerin neden oldugu hiicre hasarim 6nleyebilen bu hormonun antioksidan enzimler igin
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mRNA seviyelerini artirma ve porfirin sentezini azaltma yetenegine sahip oldugu
gosterilmigtir .7*

Melatonin en ilkelinden en geligmigine biitiin aerobik organizmalarda bulunan, evrim boyunca
korunmus bir molekiildiir. Alg ve insanlar gibi farkli organizmalarda bulunur.
Omurgalilarda, pineal bez bu indol aminin ana kaynagidir ancak retinay1 da igeren diger
gesitli dokular tarafindan da tretilebilir .”

Melatonin gok yiiksek derecede lipofilik bir ajandir. Buna kargin sanildigi gibi hidrofobik
degildir. Sudaki ¢oziinirliigia 5.10° M olarak tespit edilmistir. Melatonin bu ozelligi
sayesinde kan-beyin bariyeri, kan-CSF bariyeri gibi biitiin morfofizyolojik bariyerleri kolayca
geger ve tim subseliiler kompartmanlarda siiratle difiize olur.%

Reaksiyon mekanizmasi melatoninin 6nemli bir 6zelliginin aydinlatilmasinda kullanilir. Yani
uc radikal reaksiyon zincirleri ile etkilegir ve askorbat, a-D-tokoferol ve glutatyon igeren

diger siipiiriiciiler gibi redoks ¢eviriminde yer almaz.
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Zincir kiran antoksidanlar askorbat, trolox ve GSH etkin radikal
siipiiriicii ve elektron donérleridir. Bu antioksidanlarin birlikte galisabildigi
bilinir. Keza, melatoninin serbest radikal sipiiriicii ve antioksidanlarin randiman
oranim artirmada askorbat ve GSH ile birlikte caligabildigi de gosterilmigtir.””
Serbest radikal siipiiriicii aktiviteye sahip oldugu kabul edilmesine ilaveten
melatoninin glutatyon sentaz aktivasyonu sayesinde glutatyon sentezini
dizenleyebilirligi Onerilmigtir. Diger taraftan melatoninin agiz yoluyla
verilmesinin rat beyninde GSH-Px aktivasyonunu iki kat arttirdifi rapor
edilmigtir.”

Yiiksek konsantrasyonlarda melatoninin varligi 6zellikle néronal dokularda ve
kismen de hiicre gekirdeginde daha ileriki yaglarin saghii ve uzun émiirliliigi
igin dnemli 6n sart gosterir.”®

Princ ve arkadaglarinin 1998’de yaptiklar1 galigmada S-aminolevulinik asit
(ALA) ile indiiklenen oksidatif hasara karsi melatonin ile in vivo korunmé
incelenmis ve melatoninin farmakolojik dozunun etkisiyle serebral korteks ve
serebellumun herikisindeki lipid peroksidasyonunun ALA ile indiklenmesini
onledigi veya azalttig1 gozlenmistir.”®

Cesitli toksinlerin neden oldugu oksidatif hasara karsi melatoninin koruyucu

etkisi in vitro ve in vivo galismalarda gézlenmigtir .57
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1.15. Radyoaktiflik

Radyoaktiflik, Henri Becquerel tarafindan 1896’ da kesfedilmigtir. Radyoaktiflik,
radyoaktif cisimlerin kendiliinden bir pargalanma sonucu fotograf plaklarina etki
edebilmeleri ve/veya gazlan iyonlagtirip elektirige iletken kilarak ve gesitli olaylarla
radyasyon yayabilme ozelligidir.”
o Parcaciklan: Alfa (o) pargaciklari helyum-4 atomlarinin g¢ekirdegidir. Alfa
pargaciklar1 yayilmasini radyoaktif gekirdekten iki proton ve iki nétron atilmast sonucu
enerji bakimindan daha kararli yeni bir ¢ekirdek meydana gelmesi siireci olarak
dagtnilir.
B Pargaciklan : Beta (B°) parcaciklar, alfa par¢aciklarindan daha az iyonlagtirma
etkisine ragmen daha fazla delicilige sahiptirler. Beta pargaciklari negatif olarak
yiklenmiglerdir. Elektrik ve manyetik alanda alfa pargaciklarina gére zit yonde ve
kiitleleri daha kiigiik oldugu icin daha fazla saparlar. B iginlarim primer ve sekonder
olmak tzere iki gruba ayirmak miimkiindiir. Bir primer B 1511 gekirdekte bir nétronun
bir protona doniigmesi sirasinda meydana gelir.
‘onl —> p+ B +v

Cekirdek disindan gelen 1ginlara ise sekonder 1sinlar denir.
y Isinlan : éama 1sinlan ('y)‘, o ve B pargaciklar1 olusturan bazi radyoaktif bozunma
tepkimeleri sonunda gekirdegin enerjili halde kalmasidir. Cekirdek daha sonra
elektromanyetik 151ma seklinde enerji kaybeder yani gama (y) iim1 yaymlanir. Gama

isinlarinin etki giicii gok yiiksektir. %52
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1.15.1 Radyoaktif 1sinin doz birimleri

Bir radyoaktif numunenin radyoaktifligini gostermek igin birim zamanda pargalanan
atom sayisi alimir. Herhangi bir radyoaktif cisim saniyede 3,7. 10'° pargalanma verirse
bu cismin radyoaktiflifine / Curie (Ci) denir. Bu, 1 gram Radyum’un 1 saniyede
verdigi o tanecigi sayisidir. 1 kg. madde bagina 1.107 J. Enerji depolayabilen 151n dozu
Rad olarak verilir. Rem ise Rad ile ilgili bir birimdir. Fakat aym enerjili farkli tipteki
iginlarin biyolojik maddeler iizerine etkisini goz oniine alir. Rad, 15in tiiriine gore bir
faktor ile garpilarak Rem’e gevrilir. SI birimler sisteminde radyoaktiflik birimi
Becquerel (Bg) olup, saniyede 1 dezentasyona kargiliktir.

1 Becquerel, saniyede bir bozunmaya esit olan radyoaktivite olup 3,7. 10'® becquerel =

1 Curie ve 1 Bq=2,70.10™" Ci dir.?"*2

1.15.2. Radyoaktif diziler

Bugiin dogada rastlanan 56 kadar radyoelementin, atom numarasi1 Z= 8 ile Z= 92
arasindadir. Biitiin radyoelementler dort radyoaktif degisim dizisi olugtururiar. Bunlar:
a) Thoryum Dizisi

b) Uranyum dizisi

c) Aktinyum dizisi

d) Neptinyum dizisi

Bu dizilerden higbirine girmeyen bagka radyoelementler de bulunmustur. Bunlarin

¢ogunun yarilanma siiresi ¢ok uzun ve izotop sayis1 ¢ok diigiiktiir.

1.15.3. Radyoizotoplarin kullaniimasi
Tip ve biyolojide radyoizotoplarin su iki niteliginden yararlanilir:
1) Kolayca izlenerek, yerlerinin kolay tayin edilebilmesi,

2) Fazla miktarda verildiklerinde dokuyu tahrip ve hatta imha edebilme nitelikleri.
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Birinci niteliginden teghiste, ikincisinden ise tedavide yararlamilir.

" Kimyasal aragtirmalarda radyoizotoplarin kullanilmasi su varsayima dayanir: Aym bir
elementin radyoaktif olmayan izotoplarinin, izotopik etki diginda, kimyasal ozelligi
aynidir. Radyoaktif cisimler verdikleri radyasyonlarla izlenirler ve gok az miktarda dahi
olsalar tayin edilmeye elveriglidirler. Genellikle su hususlara dikkat edilir:

a) Uygun radyoizotopun eldesi ve karakterizasyonu

b) Radyoizotopun ayrilmast

¢) Radyosentez

) Orneklerin uygun bir sayicida incelenmesi.*

Radyoizotoplar tarfindan salinan 1sinlar Geiger-Miiller sayicis1 ve Sintilasyon sayicisi

gibi 6zel olarak gelistirilmis aygitlar kullamlarak saptanmaktadir.®

1.15.4. Sintilasyon sayicilan (sintillation counters)

Son yillarda radyasyon olgilmesinde en hizli bir gelisme gosteren alet sintilasyon
sayicilandir. Sintilasyon sayicilar, yiksek enerjili taneciklerin ya da gama iginlarinin
flor veya fosfor iizerine génderilmeleri suretiyle meydana gelen radyasyonlan énce bir
fotokatot (izerine gonderip burada meydana gelen fotoelektronlar1 fotomiiltiplikatérden
gegirmek suretiyle sayilarim artirarak ve sonunda bunlari bir kaydedici cihazda tespit
ederek sayim yaparlar. Bir sintilasyon sayici sistemi Kristal-fotokatod-fotomuiltiplikator
sistemi, yiksek voltaj redresori, amplifikator, diskriminator ve sayic1 devre denilen

cihaz pargalarindan kuruludur.®
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2. DENEYSEL BOLUM

2.1. Materyal ve Yontem

2.1.1. Deneylerde kullanilan kimyasal malzemeler

Deneysel ¢aligmalarda kullamlan NADPH (8- Nikotinamid adenin diniikleotid), DTT
(Dithiothreitol), Antipain, Pepstatin A, Leupeptin, EGTA (Etilenglikol-bis (- aminoetileter)-
N, N,N!, N'- tetraasetik asit), L- sitrulin, NaCl, NaN;, BSA (Bovine serum albumin),
Sintilasyon kokteyli, Melatonin, Folin —fenol belirteci, Hepes (N- ( 2- hidroksietil) piperazin-
N'- ( 2- etansiilfonik asit)), Pipes ( piperazin — N, N'- bis ( 2- etan siilfonik asit)) Sigma’dan
alinmigtir. NADP-Na; (nikotinamid), CaCl,, EDTA (Etilen diamin tetraasetik asit), PMSF
(Fenil metan stlfonid florid), Tris (hidroksimetil aminometan), NaOH, HCl, Na,CQO3, CuSQ,,
Na, K — tartarat Merck’ten, L- arjinin Fluka’dan, N - nitro -L — arjinin (Narg) Indofine’dan,
L-(2,3,45- 3I-I)- arjinin Amersham’dan, Dowex AG 50 W — X8 regine Bio—Rad’dan,
NOS (Rekombinat Rat Noral NOS) Stratagen’ den, Doksorubisin Hidrokloriir (ADR) Carlo

Erba’dan temin edilmisgtir.

2.1.2. Materyal

Bu ¢aligmada deney materyali olarak Ankara Hifzisihha Enstitiisii Hayvan laboratuvarindan
temin edilen 62 adet erkek Albino Wistar tirii sigan kullanilarak 10 ayr1 deney grubu
olusturulmustur.

Gruplar; Kontrol, Plasebo, Adriyamisin 1. giin, Adriyamisin 6. Giin (yiksek doz),
Adriyamisin 6.Giin (disik doz) Melatonin 1. giin, Melatonin 6. giin, Melatonin +
Adriyamisin 1. giin, Melatonin + Adriyamisin 6. giin ( diisiik doz), Melatonin + Adriyamisin

6. giin ( yiiksek doz) olarak belirlenmistir.
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2.1.3. Metod

Kontrol grubu olarak belirlenen siganlara higbir islem uygulanmadi ve hayvanlar 7. giinde
sakrifiye edildi. Plasebo grubundaki siganlara ise alti giin boyunca hergiin tek doz
intraperitonal olarak serum fizyolojik verildi ve hayvanlar 7.giinde sakrifiye edildi.
Adriyamisin 1. giin grubundaki siganlara ise bir giin tek doz Adriyamisin yiiksek doz olarak
(15 mg / kg) intraperitonal olarak verildi ve hayvanlar 7.giinde sakrifiye edildi.?* Adriyamisin
6.giin yiiksek doz grubundaki siganlara ise alt1 giin boyunca hergiin tek doz (15 mg / kg)
intraperitonal olarak Adriyamisin verildi. Bu gruptaki hayvanlar besinci ve altinc1 giinlerde
oldiiler. Adriyamisin 6. giin diisik doz grubundaki siganlara ise alt1 giin boyunca hergiin tek
doz (5 mg / kg) intraperitonal olarak Adriyamisin verildi ve hayvanlar 7. giinde sakrifiye
edildi. Melatonin 1. giin grubundaki siganlara ise bir giin tek doz (5 mg / kg) intraperitonal
olarak Melatonin verildi ve hayvanlar 7. giinde sakrifiye edildi.***"*® Melatonin 6. giin
grubundaki siganlara ise alt1 giin boyunca hergiin tek doz (5 mg / kg) intraperitonal olarak
Melatonin verildi ve hayvanlar 7.giinde sakrifiye edildi. Melatonin + Adriyamisin 1. giin
grubundaki siganlara Melatonin bir giin tek doz (5mg / kg) ve Adriyamisin bir giin tek doz
(15 mg / kg) seklinde ayn1 anda intraperitonal olarak verildi ve hayvanlar 7. giinde sakrifiye
edildi. . Melatonin + Adriyamisin 6. giin (disiik doz) grubundaki siganlara Melatonin alt: giin
boyunca hergiin tek doz (Smg / kg) ve Adriyamisin alt1 giin boyunca hergiin tek doz (5 mg /
kg) seklinde aym anda intraperitonal olarak verildi ve hayvanlar 7. giinde sakrifiye edildi.
Melatonin + Adriyamisin 6. giin (yilkksek doz) grubundaki siganlara Melatonin alt1 giin
boyunca hergiin tek doz (5mg / kg) ve Adriyamisin alt1 glin boyunca hergiin tek doz (15 mg /
kg) seklinde ayn: anda intraperitonal olarak verildi ve hayvanlar 7. giinde sakrifiye edildi.

Sakrifiye edilen ratlarda organlar PBS (fosfat tamponu pH 7.4) ile perflize edildi. Elde edilen
beyin dokular siv1 nitrojende donduruldu. Beyin dokularinin homojenizasyon islemi asagida

belirtildigi sira ile yapildi.
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Homojenizasyonda kullanilan ¢ozeltiler:

1) 100 mL 50 mM Tris- HCl igcinde 1mM EDTA ve 1 mM DTT

2) 0.1 mM PMSF iginde 10 pg / mL Antipain, Leupeptin ve Pepstatin A

Rat beyin dokusu bu iki ¢6zelti karigiminda % 10’ luk (W / V) seklinde PVC, Kinematica,
Status homojenizatori ile tim doku pargalanana kadar homojenize edildi. Elde edilen
homojenatlar, VWR Branson Scientific sonifikatoérde 30 sn’ lik araliklarla ti¢ defa 30 sn stireli
sonifiye edildi. Homojenizasyon ve sonifikasyon iglemlerinin ardindan 1 saat stre ile 10.000
g. ’de + 5 °C de Ole Dish 157 MP mikrosantrifiij aleti ile santrifiij edildi. Bes beyin
dokusundan elde edilen siipernatantlar birlestirildi.

Siipernatantlarda Lowry yontemine gore protein tayini yapildi. Daha sonra Dowex AG- 50
WX-8 Na" formundaki kolondan gegirilen siipernatantlar arjininden arindirildi. Tekrar
protein tayini ve radyometrik NOS enzimi aktivitesi 6l¢timleri yapilmak iizere stipernatantlar

—80°C de donduruldu.

2.2. Protein Tayini

Beyin dokusundan elde edilen siipernatantlara kolon kromotografisi 6ncesi ve sonrasinda
olmak tizere Lowry yénteﬁli uyguland:.®

Lowry yontemi igin hazirlanan ¢ozeltiler sunlardir:

A Cozeltisi

% 2’ lik Na;CO3’ 1n 0.1 N NaOH deki ¢ozeltisi: 100 hacim

% 2’ lik Na, K- Tartarat ¢ozeltisi: 1 hacim

% 1’ lik CuSOy ¢ozeltisi: 1 hacim

A ¢ozeltisi yukarida belirtilen hacim oranlarinda giinliik olarak hazirland.

B Cozeltisi

Folin — Fenol belirteci: 1 hacim

Bidistile su: 1 hacim
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BSA Cozeltisi

1 mg / mL konsantrasyonundaki stok standart protein ¢ozeltisinden (BSA) caligma araligina

gore 10, 20, 30, 40, 50, 60,..... , 100 ug/ mL’ lik gozeltiler hazirlandi. Protein tayini ise

asagidaki sira ile yapild::

1) Kor, degisik konsantrasyonlarda hazirlanan BSA’lar ve numuneler igin ayr tiipler
kullanilarak, her tiipe 2.5 mL A ¢6zeltisinden eklendi.

2) BSA tiiplerine belirtilen hacimlerde BSA ¢ozeltisinden, numune tiiplerine ise deney
sartlarina bagh olarak 2 veya 4 pL’lik 6rek gozeltileri eklendi.

3) Tiipler vortekste karigtirilarak 10 dk. bekletildi.

4) Hazirlanan folin belirtecinden tiim tiiplere 250 pL eklendi. Tupler vortekste tekrar
kangtirilarak, renk olusumunun sonuglanmasi i¢in 45 dk. karanlkta bekletildi.

5) Karanlik ortamdan ¢ikanlan gozeltilerdeki protein tayinleri Shimadzu UV-1601 UV-
Visible Spektrometresi kullamlarak 695 nm’deki absorbans degisimi kullanilarak
hesapland:.

6) Standart BSA ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan kalibrasyon grafiginden yararlamlarak

her tiipteki siipernatamin 1 mL’ sindeki protein miktar: hesapland.

2.3. Kolon Hazirlanisi

A- 50 Tamponu ve Dowex AG 50 W-X8 recinesi kullanilarak kolon dolgu maddesi
hazirland:.

A- 50 Tamponunun Hazirlamsi:

-Trizma baz 50 mM

-NaCl 500 mM

-EDTA 1ImM
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-NaN; 1 M

- Der. HCl ile pH ayarlanarak distile su ile litreye tamamland.

Protokol:

1) Her bir gradient tiip igin bir kolona Dowex AG 50 W-X8 reginesinin yaklasik 1.5 mL’si
kullanild:.

2) Regine hacimce 2.3 mL fazlasi kadar A- 50 tamponuna eklendi ve kolona bir defada
dolduruldu.

3) Kolon 20 mL A- 50 tamponu ile yikandi.

4) Ornekler A-50 tamponuyla esit hacimde seyreltilerek kolona alind1 ve akig hiz1 ayarland:

5) 1.5 mL A- 50 tamponu kolona ilave edilerek kolon yikand1.”

Her bir numune igin ayn ayn kolon hazirlandi. Siipernatanlar kolona tatbik edildikten sonra

tekrar Lowry yontemi uygulanarak baglanan protein miktan belirlendi.

2.4. Standart NOS Ol¢iimii

2.4.1. Reaksiyon kansimlarimin hazirlanis

A Reaksiyon Kansimi:

100 mM Pipes NaOH
- 100 uM Arjinin

- 15 uyM NADPH

- 1.25 mM CaCl,

. 1 ug. Kalmodulin / mL

- 1mMDTT
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- 1 mMEDTA
- 3.0 mM Nikotinamid
- 10 pg./ mL Antipain, Pepstatin A ve Leupeptin

- 0.1 mM PMSF igerecek sekilde hazirland.

B Reaksiyon Karigimi;

A reaksiyon kangimimna ilaveten 500 uM N°- nitro-L- arinin (NArg) icerecek sekilde

hazirland:.

A ve B reaksiyon karisim1 arasindaki fark NOS aktivitesini temsil eder.”’*

2.4.2. NOS’ in radyometrik dl¢iimii

2.4.2.1. A Reaksiyon karngiminin dl¢iimii
Radyometrik 6lgimde kullanilan reaksiyon karigimi A reaksiyon karigimina ilaveten L- (2, 3,
4, 5- 3H) arjinin (92.5 kBq / mL) igerir. A reaksiyon karigimindan 100 pL disposible payrex
tiipe eklenerek 25 ° C de 5 dk. inkiibe edildi. Reaksiyonu baglatmak i¢in 2 pl siipernatan

reaksiyon karigimina ilave edildi ve 25 ° C de 30 dk. inkiibe edildi

100 mM Hepes- NaOH

- 2mMEDTA

- 2mMEGTA

- 1 mM Sitrulin oraminda hazirlanan reaksiyonu durdurma g¢oézeltisinden 4 mL ilave
edilerek 38 ° C de 90 dk. inkiibasyona birakildi. Ornekler, Dowex AG- 50 WX 8
kolonundan gegirildi. Kolon iki kez ikiger mililitre distile su ile yikandt.

2 mL akigtak. radyoaktivite siv1 sintilasyon sayact ('Becl‘cman LS 5000 TD / TA) ile olgiildii.

Sadece sintilasyon kokteyli kullanilarak 6lgiilen kor degerden ¢ikarildi.”"*
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2.4.2.2. B Reaksiyon karisiminin l¢iimii
2.4.2.1> de oldugu gibi A reaksiyon karigimi L- ( 2, 3, 4, 5- *H) arjinin icermektedir. Bu
reaksiyon karigimina 500 pM N nitro- L arjinin (Narg) ilave edilerek B reaksiyon karigimi
hazirlandi ve 2.4.2.1° de uygulanan iglemler sirasiyla tekrarlanarak, 2 mL akistaki
radyoaktivite siv1 sintilasyon sayaci ile 6l¢ildii ve kor degerinden gikarildi. A ve B reaksiyon
karigim arasindaki farktan NOS aktivitesi hesapland.”*
k= cmp-background
dpm= k/ efficient
F= 1/ (2.22 x spesifik aktivite)
Pikomol=F x dpm
IU; 1mikromol substrat 1 dakikada iiriine ¢eviren enzim miktari olduguna gére,
Spesifik aktivite; 1 mg. proteindeki enzim iinite sayist oldugundan deneylerimizde
kullandigimiz L -(2,3,4,5- *H) Arjinin monohidrokloritin spesifik aktivitesinden yola g¢ikarak

yukaridaki formiillere gore degerlerimiz IU olarak hesaplanmistr.

2.5. Istatistik Hesaplamalar

Yapilan tiim enzim aktivite ve protein tayini deneylerinden elde edilen sonuglar istatistiksel
olarak degerlendirilmis ve Mann Withney-U testi uygulanarak sonuglar arasindaki farklar

onem derecesiyle kiyaslanmigtir.
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3. SONUC VE TARTISMA

Adriyamisin kullanilarak sigan beyninde ortaya g¢ikanlan noéral oksidatif hasara
melatoninin etkisini incelemek iizere olusturdugumuz kontrol ve plasebo gruplarinda,
olgiillen NOS aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamad: (p >
0.05). Bu nedenle gruplar istatistiksel olarak sadece kontrol grubu ile karsilagtirildi.
Kontrol grubu ( 0.06 = 0.1 IU) ile dier biitiin gruplar arasinda yapilan bu
kargilagtirmanin sonucunda istatistiksel olarak 6nemli farklar bulundu (p < 0.05).
Melatonin + ADR 1. Giin (yiiksek doz) grubu (69.92 + 4.25 IU) ile Melatonin + ADR 6.
Giin (yiksek doz) grubu (672 + 10.9 IU) arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu (p < 0.05). Melatonin + ADR 6. Giin (diigiik doz) grubu (975.8 * 8.6 IU) ile
Melatonin + ADR 1. Giin (yiiksek doz) grubu (69.92 + 4.25 IU) arasinda yapilan
istatistiksel karsilagtirmada , bu iki grup arasinda anlamli fark bulundu (p < 0.05).
Melatonin 1. giin (348 + 4.4 IU) ile Melatonin 6.giin (1412.4 + 14.4 TU) gruplan
arasindaki istatistiksel kargilagtirmada da gruplar arasinda yine anlamli fark elde edildi

(p <0.05) (Tablo 3.1-3.3).
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Tablo 3.1. Sican beyin dokusunda NOS n:uma aktivitesinin ADR 1. Giin (yiiksek doz), ADR 6 giin (diisitk doz), kontrol ve plasebo gruplan

arasindaki istatistiksel degerler.

Adr 1. Giin (yiiksek doz) | ADR 6 Giin (digiik doz) Kontrol Plasebo
2220+ 1410 545419510 0.06 £0.1 IU 0.07+0.11U
ADR 1. Giin - - o -
ADR 6. Giin - - - -
Kontrol P <0.05 P <0.05 e P>0.05
Plasebo - - P> 0.05 -
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Tablo 3.2. Sigan beyin dokusunda NOS enzim aktivitesinin Melatonin 1. Giin, Melatonin 6. Giin, kontrol ve plasebo gruplan arasindaki

istatistiksel degerler.

Melatonin 1. Giin Melatonin 6. Giin Kontrol Plasebo
348+4.41U 1412.4 £ 144U 0.06 £0.11U 0.07 £0.1IU
Melatonin 1. Giin - - - -
Melatonin 6. Giin P <005 - - -

Kontrol P <0.05 P <0.05 - P>0.05
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Tablo 3.3. Sigan beyin dokusunda NOS enzim aktivitesinin ADR + Melatonin 1. Giin (yitksek doz), ADR + Melatonin 6. Giin (yitksek doz),

ADR + Melatonin 6.giin diigitk doz, kontrol ve plasebo gruplar arasindaki istatistiksel degerler.

ADR + Melatonin

ADR + Melatonin 6.

ADR + Melatonin 6.

1. Guin (yiiksek doz) | Giin (yiiksek doz) Giin (dusik doz) Kontrol Plasebo
6992 + 425IU |672 £ 1091IU 975.8 + 8.6 IU 0.06 +0.1IU 0.07 £0.11IU
ADR + Melatonin 1. Giin | - P <0.05 P <0.05 - -
(yiiksek doz)
ADR + Melatonin 6. Giin |- - P <0.05 - -
(yiiksek doz)
ADR + Melatonin 6. Giin |- - - - -
(diigitk doz)
Kontrol P<0.05 P <0.05 P <0.05 - P> 0.05
Plasebo - - - P> 0.05 -




. Caligmamizda, literatiirde belirtildigi gibi sigan total beyin dokusu homojenatlarinda
kontrol ( 0.06 £0.1 IU ) ve plasebo ( 0.07 = 0.1 IU ) gruplarinda NOS aktivitesi diigiik

bulundu (tablo 3.4).”

Tablo 3.4. Sitrulin olusum aktivitesinin nonspesifik NADP® olusum (NArg)

aktivitesinden ¢ikarildiktan sonra IU olarak bulunan NOS degerleri.

Gruplar NOS Aktivitesi (IU)
ADR 1. Giin (yiiksek doz) 2220+ 14
ADR 6. Giin (distiik doz) 545.4£9.5
Melatonin 1. Giin 348 £44
Melatonin 6. Giin 14124 £ 144
Melatonin + ADR 1. Giin (yiiksek doz) 69.92 +4.25
Melatonin + ADR 6. Giin (yiiksek doz) 1 672+£10.9
Melatonin + ADR 6. Giin (diisiik doz) . 975.8-8.6
Kontrol 0.06 £0.1
Plasebo 4 0.07=0.1

Caligma gruplannmizda, ADR bir giin yiiksek dozda verildiginde hiicrede g¢ok ¢abuk
hasara sebep oldugundan NOS mRNA transkripsiyonu ve NOS sentezi artmaktadir.
ADR bir giin yiiksek dozda verildiginde hayvanin buna tahammiil edebildigi gozlendi (

2220 + 14 IU ) . Ancak, ADR 6 giin boyunca yiksek dozda verildiginde 5. ve 6.

giinlerde siganlar 6ldii. Otopsi sonuglan ve histopatoloji sonuglarina gére kalpte spazm



ve bunu takiben karacifer ve bobrek dokularinda hiicre membrani tahribiyeti
* gorildi. Yiiksek dozda uzun siireli ADR uygulamasinin kilo kaybina yol agtig1 ve 6liime
sebebiyet verdigi tesbit edildi. ADR 6 giin disiik dozda verildiginde, dozun disik
olmasina ragmen uzun siireli verilmesi nedeniyle hayvanin etkilendigi gézlendi. ADR 6
giin sitireyle diisiik dozda verildiginde hiicre hasari, yiiksek dozlu bir giinlik ADR’nin
dértte biri kadardir ( 545.4 = 9.5 IU ). ADR 6 giin boyunca diigiik dozda verildiginde
yiiksek dozdan daha az da olsa hiicrede toksik etki gostermektedir. Melatonin 1. giin (
348 + 4.4 1U) ve 6. giinde (14124 *1441IU) NOS’ u sinerjik ve zamana bagh
olarak aktive ettigi diisiniilmektedir. Melatonin bir giin bir doz verildiinde ADR’ nin
hiicre toksik etkisini giderebilmektedir. Melatonin 6. giindeki NOS aktivitesi
sitimulasyonu 6 giin yiiksek doz ADR verildiginde yar yariya diigmektedir. Hiicre
hasarinin olmadig: yerlerde normal NOS aktivitesi azdir (Sekil 3.1-3.3). Melatonin +
Adriyamisin 1. giin yiiksek doz grubu (69.92 + 4.25 IU) ile Melatonin + Adriyamisin 6.
gun ytiksek doz grubu (672 + 10.9 IU) karsilagtirildiginda; 6. giindeki aktivitenin daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Yiiksek dozda melatonin hergiin veﬁldigiﬁden kiimiilatif
etki gostermektedir ve koruyucu etkisi daha fazladir. Melatonin + Adriyamisin 6. giin
yiiksek doz grubu (672 + 1019 IU) ile Melatonin + Adriyamisin 6. giin diisitk doz grubu
(975.8 + 8.6 IU) kargilastirildiginda ise yiiksek doz grubunda melatoninin koruyucu
etkisinin daha az oidugu gorilmektedir. Bu nedenle adriyamisinin diisitk dozdaki

etkisine karst melatoninin tam koruyucu etkisi ile oksidatif hasar 6nlenebilmektedir.
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" ADR 6. giin (disiik doz) grubu ile ADR 6. giin (yiiksek doz) gruplari otopsi yapilarak
makroskopik olarak kargilagtinldifinda disiik doz grubunda makroskopik olarak
dokularda hasar (yapigiklik, nekroz) gozlenmedi. Ayrica, Melatonin + ADR 6. giin
(yitksek doz) grubu ( 672 £ 10.9 IU ) ile Melatonin + ADR 6. giin (diistik doz) grubu
(975.8 £ 8.6 IU) makroskopik olarak kargilastirildiginda yine disiikk doz Melatonin +
ADR 6. gin grubunda, yiiksek doz grubuna gore dokularda belirgin bir hasar
gozlenmedi.

Son yillarda insanlarda yol agtif: tahribatla ¢esitli hastaliklara neden olan oksidatif
stres birgok aragtirmaya konu olmustur. Oksidatif stres reaktif oksijen tiirlerinin artmast
ve/veya antioksidan savunma sisteminin tam etkili ¢alijmamasi sonucu ortaya gikabilir.
Antioksidan savunma ayrica antioksidan alimindaki azalma neticesinde ( ornegin,
vitamin C ve E ) veya antioksidanlarin fazla kullanim1 sonucu gelisebilir. Santral nevroz
sistemde NO norotoksik ve néromodiilator etkilerin herikisine de sahip bir noronal
mesajcidir.’” Fazla aktif noronlar agin miktarda NO meydana getirir ve bu da beyin
hastaliklar1 ile NO arasinda iligki kurulmasina neden olur*” NO iretildigi dokuya
spesifik olarak farkli etki gosterir. Noral NOS (nc-NOS)’ dan i;retilen NO merkezi ve
periferal nevroz sistemlerde nérotransmisyona karigtr, .‘nt')rodejenerasyonda anahtar rol
oynar.>® Literatiirde graniiler ve molekiiler tabakalarin dondurulmug kuru orneklerinin
dusiik NOS aktivitesi gosterdii, beyaz maddenin ise ¢ok dusiik NOS aktivitesi igerdigi
belirtilmistir. Ayrica belirtilen yénteme gore analiz edilen sigan organlari arasinda
serebellumun en yiiksek NOS aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Serebrum ve beyin
govdesi dier organlara gore daha yiiksek aktivite gosterir. Adrenal bez, kalp ve dalak
beyinden daha ytiksek aktivite gosterir. Disi seks organlarinda (uterus, ovidak, overi)
higbir aktivite 6lgiilememistir. Testis ve prostat gibi erkek seks organlarinda ise ¢ok
dusik akti(fite tespit edilmigtir. Benzer sonuglar ayn1 dokulardan immiinohistokimyasal

olarak da elde edilmigtir.”*
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Normalde beyindeki NOS aktiviteleri disiik olmasina ragmen radyometrik olgtim
" yontemi ile NOS aktivitesi daha duyarh olarak olgiilebilmektedir. Bu ¢alismada NOS
aktivitesini radyometrik yontem ile belirleyerek, sigan beyin dokusunda ADR ile
indiiklenen noral oksidatif hasara kargi melatoninin koruyucu etkisini gozledik. Cesitli

toksinlerin neden oldugu oksidatif hasara kars1 melatoninin koruyucu etkisi in vivo ve in

vitro galigmalarda gozlenmistir. 7

NO biitiin memeli hiicreleri tarafindan tiretilen reaktif radikal bir gazdir. Hiicreye toksik
etkisi ve de serokontrol etkisi vardir. NO biyosentezi kompleks bir yapiya sahiptir.
Soyle ki L-arjinin , O; ve NADPH kosubstrat; FMN, FAD, hem ve tetrahidrobiopterin
kofaktor ve NO ile sitrulin ise ortak iirtin olarak NOS (bir dioksigenaz) tarafindan
katalize edilen reaksiyon iiriinii olarak ortaya ¢ikar. Beyinde Ca*? arttigi durumlarda
kalmodulin NOS ’a baglanir ve onu aktive eder, boylece 6zellikle serebellumda NOS’
lar devamli olarak sentezlenir. Ca*?az ise bazal seviye diisiiktiir.”

ADR rat CNS lipid peroksidasyonunun artigina sebep olur. Bunu da tiobarbitirik asit
reaktantlarimin NADPH bagimh artigina sebep olarak yaptig: gosterilmigtir.’® ADR
devamli kullamimda kardiyak hiicrelerde birikiminden olugan toksik etkiye sahiptir. Bu
da tedavide kullanilmasini kisitlar. ADR’in bu etkisini azaltma galigmalar1 arasindaki en
onemli ¢aligma serbest radikal siipiiriiciileri ile serbest radikal reaksiyonunu bloke
etmektir. Antioksidan enzimlerin ( SOD, CAT, GPX ), ADR’ in sitotoksik etkisini
azalttigi gorilmistir.’® Bulgulanmiz literatiirle uyumludur. Séyle ki siganlarin ADRO
uygulandiktan sonra 2.5 saat iginde titreme nobetine ya da komaya girdikleri
belirtilmigstir. Siganlarda periferal ganglion hiicrelerinde yiikksek doz ADR verildikten
sonra nekroz gorildagi, disik doz ADR verildiginde ise nekrozun 2 giin sonra ortaya
¢iktig1 belirtilmistir.’” Son yillarda melatoninin potent bir serbest hidroksil ve peroksil
radikal tutucusu oldugu bildirilmektedir.”* Kanserin, azalmis melatonin salinmi ve

azalmig immiin reaktivite ile birlikte seyretmesi kanser immiinoterapisinde melatoninin
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onemli bir terapétik ajan olabilecegini dugtindirmektedir.
 antioksidan etki gosterir.”*”*¥ Daha 6nce yapmis oldugumuz “Deneysel Subaraknoid
Kanama Modeline Kan Antioksidan Enzimlerinde Degisiklikler ve Melatoninin Etkisi”
ve “Deneysel Subaraknoid Kanama Modeline Beyin Sapt Antioksidan Enzimlerinde
Degisiklikler ve Melatoninin Etkisi” konulu galigmalarimizda da yine melatoninin
koruyucu etkisini gozlemistik.*”*® Bu ¢aligmanm orjinalligi, ADR’ nin sitotoksisitesi
nedeniyle beyinde ortaya g¢ikan noérodejeneratif etkinin, oksidatif hasar siiplriiciisi
olarak kabul edilen melatonin tarafindan azaltilabileceginin gosterilmis olmasidir. Bu

etki ADR’ nin dozu ile ters orantilidir.

Melatoninin antioksidan olarak ADR ile birlikte verilisi deneylerimizden de gortldiigu
gibi ADR’ in tedavideki kullanimindan doZan serbest radikal artigim yavaslatarak,

ADR’ li terapide yeni bir gelismeye yol agacagi kanisindayiz.
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