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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

VALPROIK ASID ile OLUSTURULAN LENS HASARINA EDARAVON’UN
ETKILERI

Hatice ALABAK

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr.Refiye YANARDAG

Valproik asit (2-propil valerik asit), cocuklarda ve yetiskinlerde rastlanan migren,
bipolar rahatsizliklar ve epileptik hastaliklarin tedavilerinde tercih edilen bir ilagtir.
Yararli etkilerinin yani sira uzun siireli kullanimi sonucunda bir¢ok doku ve organda
hasar meydana getirdigi literatiirde belirtilmektedir. Valproik asidin serbest radikal
dretimini arttirmas1 doku ve organlarda meydana gelen hasarlarin sebeplerinden biri
olarak gosterilmektedir. Edaravon (3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-on), serbest radikal
yakalayic1 6zelligi sayesinde, bir¢ok oksidatif stres parametreleri lizerinde koruyucu etki
gosterebilen giiclii bir antioksidandir. Bu ¢alismanin amaci, valproik asit ile olusturulan
lens hasari lizerinde edaravonun koruyucu etkilerini arastirmaktir. Calismada, Sprague-
Dawley erkek siganlar kullanildi. Rastgele secilen siganlar dort gruba ayrildi. 1. grup
sicanlar kontrol grubu siganlar olarak belirlendi. II. grup siganlara giinde bir kez 0.5
g/kg valproik asidin intraperitoneal olarak, 7 giin siire ile verilmesiyle lens hasari
olusturuldu. III. grup siganlara giinde bir kez 30 mg/kg edaravon intraperitoneal olarak 7
giin siire ile verildi. IV. grup sicanlara giinde bir kez, intraperitoneal olarak, 0.5 g/kg
valproik asit verilmesinden 2 saat sonra 30 mg/kg edaravon intraperitoneal olarak 7 giin
siire ile verildi. Son valproik asit ve edaravon verilmesinden 16 saat sonra, a¢ birakilan
sicanlar anestezi altinda kesildi. Valproik asit verilmesiyle lens glutatyon degerinde ve

viil



siiperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon-S-transferaz
aktivitelerinde azalma, lipid peroksidasyonu ve protein karbonil seviyeleri ile aldoz
rediiktaz ve sorbitol dehidrojenaz aktivitelerinde artma meydana geldi. Edaravon
verilmesi bu etkileri tersine ¢evirdi. Elde edilen sonuglardan, valproik asit verilmesi ile
olusan lens doku hasarina kars1 edaravonun koruyucu etkileri oldugu ileri sitiriilebilir.

Aralik, 2016, 75, sayfa.

Anahtar kelimeler: Epilepsi, valproik asit, edaravon, lens.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

EFFECTS OF EDARAVONE ON LENS INJURY INDUCED BY
VALPROIC ACID

Hatice ALABAK

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Chemistry

Supervisor : Prof. Dr. Refiye YANARDAG

Valproic acid (2-propyl valeric acid) is a drug which is preferred in the treatments of
migraine, bipolar disorders and epileptic diseases that are seen in children and adults.
Besides its beneficial effects, it is reported that valproic acid damages many tissues and
organs at the end of long-term theraphy. The enhancement in free radical production
related toVPA administration is indicated as one of the reasons for tissue and organ
damage. Edaravone (3-methyl-1-phenyl-2-pyrazylone-5-one) is a powerful antioxidant
which can show its protective effect on many oxidative stress conditions via its free
radical scavenging property. The aim of the study was to investigate the protective
effects of edaravone against valproic acid-induced lens injury in rats. Male Sprague
Dawley rats were used in the study. The rats were randomly distributed into 4 groups.
Group [; control rats. Group II; rats receiving intraperitoneally 0.5 g/kg valproic acid,
daily for 7 days. Group III; rats receiving 30 mg/kg edaravone for 7 days,
intraperitoneally, daily. Group IV; rats receiving 0.5 g/kg valproic acid, 2 h prior to the
administration of 30 mg/kg edaravone for 7 days, intraperitoneally, daily. At thel6™
hour after valproic acid and edaravone administration, all the animals were sacrificed
under anesthesia. The administration of valproic acid caused a decrease in glutathione
levels, superoxide dismutase, glutathione peroxidase, glutathione reductase, glutathione-
S-transferase activities and an increase in the levels of lipid peroxidation and protein



carbonyl content, aldose reductase and sorbitol dehydrogenase activities.
Administration of edaravone reversed these effects. According to the results, the
protective effect of edaravone may be put forward against valporic acid induced lens

injury.
December, 2016,75,pages.

Keywords: Epilepsy, valproic acid, edaravone, lens.
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1. GIRIS

Epilepsi tekrarlayan nobetlerle karakterize olan ve sik goriilen kronik norolojik bir
hastaliktir. Nobetler beyindeki ndronlarin asir1 ve hipersenkron aktivitesi sonucu ortaya
cikar (Blume ve dig., 2001). Epileptik nobet gecici bir durum olup kesin bir baslangici
ve bitisi vardir (Alehan, 2010). Herhangi bir uyaran olmadan iki veya daha ¢ok sayida

tekrarlayan nobetler de epilepsi olarak tanimlanir (Forsgren, 2004).

Sekiz karbonlu bir bilesik olan valproik asit (2-propil-pentanoik asid, VPA), basit yapili
bir yag asididir (Grugler ve VonUnruh, 1980). VPA, epilepsi tedavisinde
kullanilmasimin yani sira duygu bozuklugu, bipolar ve sizofrenik diizensizliklerin
kontrol altina alinmasinda, noropatik acilarin yok edilmesinde ve migren tedavisinde de
kullanilir (Gram ve Bentsen, 1985; Silva ve dig., 2008). VPA karacigerde metabolize
olur ve bazi metabolitleri antiepileptik etki gosterir. Ana metabolizasyon yollari,
glukuronidasyon, mitokondride beta oksidasyonu ve sitokrom P450’de oksidasyondur
(Swaiman ve Ashwal, 1999). Sikca goriilen yan etkiler, mide bulantisi, anoreksi,
dispepsi, diyare, kilo artisi, deri dokiintiileri ve sa¢ dokiilmesidir (Wyllie, 2006). Ayrica
hepatotoksite, teratojenite, devranig bozuklugu ve pankreatit gibi ciddi yan etkiler de
goriilmektedir. VPA insan organizmasina yiiksek dozda alindiginda koma ve olim

meydana gelir.

Hiicrede i¢ ve dis etmenler sonucu serbest radikaller olusur. Ilaglar, metal iyonlar1 (Fe,
Cu, Cd, Ni), kirleticiler (O3, CO, NO, CIO’, baz1 ¢oziiciiler, toksinler, yangin) ve
radyasyon dis etmenlerdir (Mercan, 2004). Proteinler ve membran lipidleri gibi hiicre
bilesenleri serbest radikallerden etkilenen molekiillerdir (Jesberger ve Richardson,
1991). Protein, karbohidrat ve lipid molekiilleri serbest oksijen radikallerine maruz

kaldiklarinda oksidatif hasar meydana gelir.

Viicuttaki gorevleri, reaktif oksijen tiirevlerinin olusturdugu hasarlar1 6nleyen sistemlere
antioksidan savunma sistemleri denir (Halifeoglu ve dig., 2005). Antioksidanlar,
ksenobiyotiklerin, ilaglarin, karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin zararh

etkilerine kars1 direkt ve dolayli olarak hiicreleri koruyan maddelerdir (Mercan, 2004).



Sentetik bir antioksidan olan edaravon da kuvvetli bir serbest radikal tutucudur (Abe ve
dig., 1988). Hidroksi radikallerinin iyi bir tutucusu olan edaravon, demirden
kaynaklanan peroksidasyon hasarini azaltir (Nakamura ve dig., 2008). Lipooksijenaz ve
nonenzimatik lipid peroksidasyonunu engeller, bdylece endotel damar hasarini
azaltarak, noronal 6liimlii beyin 6demi ile buna eslik eden ndrolojik zararlar erteleyerek

ve iskemik yikim1 dnleyerek antioksidan 6zelliklerini gosterir (Watanabe ve dig., 1994).

Oksidatif stres pek c¢ok hastalikta rol oynar. Canli sistemlerinde oksidan antioksidan
sistemler denge halinde olup, antioksidan dengenin oksidan denge tarafina kaymasi ile
canli sistemde serbest radikaller artar. Insanlar cesitli hastaliklarin tedavisinde farkli
ilaglar kullanirlar. Bu ilaglarin olusturdugu yan etkiler organizmada c¢esitli dokularda
reaktif oksijen molekiillerinin olusmasina neden olur. Bu reaktif oksijen molekiilleri
sonucu olusan oksidatif hasar lensin yapisini bozar. Organizmada bulunan antioksidan
sistemler serbest radikallere kars1 lensi korurlar (Keklik¢i ve dig., 2008; Taysi ve dig.,
2011). Cesitli eksojen maddeler veya kimyasal bilesikler lenste olusan hasarlara karsi

koruyucu etki gosterirler (Tunali, 2014; Tunali ve dig., 2015).

Bu ¢alismada, valproik asit ile olusturulan lens hasarina karsi sentetik bir antioksidan
olan edaravonun koruyucu etkilerinin olup olmadigi biyokimyasal yontemler ile

arastirilmastir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. LENS

2.1.1. Lensin Yapisi

Korneadan sonra goziin en kirici ortami olan lens, irisin ve pupila agikliginin arkasi ile
vitreusun 6n kisminin arasinda yer alir (Sekil: 2.1). Bikonveks seklindedir ve yasam
siiresince insan viicudunda biiyiimeyi siirdiiren tek yapidir (Ozgetin, 2004; Karel, 2010).
Arka yiiziiniin egriliginin 6n yiiziine gére daha ¢ok olmas1 bikonveks seklinin 6zelligidir
(Saipi, 2013). Lensin 6n yiiziiniin tepe noktasina 6n kutup, arka yiiziiniin tepe noktasina
arka kutup, on ve arka yliziinii ¢evreleyen kismin birlesim yerine de ekvator denir
(Ozgetin, 2004; Karel, 2010). Lensin ekvatoral ¢apt dogumda diisiik iken eriskin
kisilerde bu oran artar, Ekvatoral ¢ap bu uzunluklara eristikten sonra sabit kalirken, 6n
arka uzunlukta artis olur (Demir, 2012). Dogumda 90 mg olan lens, ilerleyen yaslarda
255 mg agirliga ulasir (Karel ve Aslan, 2010). Fetal donemden sonra sinir donanimi ve
kan dolagimi olmayan lens, bu donemden sonra metabolik gereksinimlerinin tamamini
gozdeki hiimor akoz sivisindan saglar. Saydam bir doku olan lensin baglica gorevleri;
saydamlig1 korumak, 15181 kirmak ve akomodasyonu saglamaktir (O’Dwyer, 2008-

2009).
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Sekil 2.1: Goziin yapist (Koytak, A., 2006-2016).

2.1.1.1. Kapsiil
Lens epitel hiicreleri ve fibrilleri saran kapsiil ve bazal zardan olusur ve siirekli
kalinlagir. Dogumda 8 mikron kalinliginda olan 6n kapsiiliin kalinlig1 eriskinlerde 14
mikrona kadar ¢ikarken, epitel hiicrelerin uzantilar1 olan arka kapsiil, yasam boyu 4
mikron kalinliginda sabit kalir. Kapsiil elastiki ve seffaf bir yapiya sahiptir (Findik,
2009). Enfeksiyoz bakteri ve viriislere karsi lensi korur, buna ek olarak salgilanan
bliylime faktorleri i¢in depo goérevi goriir (Danysh ve Duncan, 2009). Kapsiil, lensin
seklinin korunmasini saglayan ve kiigiik molekiillerin gegisine izin veren elastik bir zar

ile sarilidir (Snell ve Lemp, 1989; Olivero ve Furcht, 1993).

2.1.1.2. Epitel
Epitel, on kapsiiliin altinda bulunan ve hekzagonal bir sekilde tek sira halinde dizili
hiicrelerin olusturdugu bir tabakadir. Bu hiicreler kiibik bir yapiya sahip olup, 10um
uzunlugunda ve 15um genisligindedirler. lem*de 5000 hiicre bulunur (Tamgelik ve
Ozgetin, 2004). Bu hiicreler metabolik olarak aktiftirler. Epitel, ATP sentezleyerek
DNA, RNA, protein, lipid sentezi ve lensin ihtiyacim1 karsilamak igin enerji iiretir. iki

cesit epitel hiicre vardir, merkezdekiler boliinmezler, bunun aksine ekvatordakiler dmiir



boyu boliinerek epitel hiicre iiretirler. Yeni hiicreler, ekvatora giderek lens liflerine
dondisiirler. Kiigiik molekiillii metabolitlerin ve iyonlarin giris ¢ikist desmozomlar ile

saglanir (O“Dwyer, 2008-2009).

2.1.1.3. Lens Lifleri
Lensin esas elamani olan fibriller, ekvator ¢evresindeki lens epitel hiicrelerinden olusur.
Bu hiicreler hayatin ilk 80 yil1 boyunca 200 milyon lens fibrili tiretir. Boliinerek uzayan
hiicreler U seklinde olmak iizere 180lik déniis yaparlar (Ozgetin, 2004). Geng lifler
ylizeyde yaslilar ise ortada yer alir. Hiicre sinirlar1 ve ¢ekirdekleri belirgin olan geng
liflerin kesitleri altigendir. Cekirdek ve sitoplazmalar1 kaybolan yasli liflerin ise amorf
bir maddeye doniismiistiir. Lifler 6nde diiz arkada ters olmak iizere Y harfi seklinde

baglanir (Bengisu, 1990; Uguz, 1993).

2.1.1.4. Lens Zoniilleri
Ekvator bolgesinin lens kapsiiliinde, 6n kisimda ve arka kisimda yapigmis halde lens
zoniilleri bulunur. Ekvatoral zoniil fibrilleri kirpiksi kas nedeniyle lensin ekvator
kismina yapisip ve uyum mekanizmasinda gorev alirken, on-arka zoniillerde destek

mekanizmasinda rol alir (Yilmaz Suyadal, 2007).

2.1.2. Lensin Biyokimyasi

2.1.2.1. Lens Elektrolitleri
Yetiskin bir insan ve hayvan lensinin hemen hemen % 66’s1 su, % 33’ii ise proteinden
meydana gelir. Lens dehidrate bir yapidir ancak korteks niikleustan daha hidratedir.
Lens, liflerdeki ve epitel zardaki Na-su pompasi sayesinde dehidrate olma 6zelligini
korur. Lensin, kamaralar sivisi ve vitreus ortamindan daha diisiik miktarda su igermesi
kiriciliginin yiiksek olmasini saglar. Elektrolitler lenste mevcut olan elektrik gradiyenti
sayesinde lensin icine girerler. I¢c bdlgesi elektrolit olan lensin, liflerinde -23mV’luk,
bozulmamis lens kapsiiliinde -64mV ile -74 mV arasinda ve lensin 6n-arka kutuplari

arasinda ise -23 mV’luk potansiyel fark bulunur (Cotlier, 1987; Uguz, 1993).

Yapisinda yiiksek miktarda potasyum, diisiik miktarda sodyum ve kloriir iyonlar1 ve su
iceren lensin bu degerleri kamaralar sivisindaki degerlerden diisiiktiir. Lensin sodyum-

potasyum dengesi Na'/ K'-ATPaz pompasi ile saglanir. Na'/ K'- ATPaz enzimi, hiicre



icindeki elektrolit dengesinin korunmasinda ¢ok 6nemli bir role sahiptir. Bu enzim
inhibe edildiginde lenste sodyum ve kloriir iyonlar1 birikir ve bunun sonucunda hiicreye
su girisi artarak osmotik dengeyi bozar ve lensin sismesine neden olur. Ayrica bu su
artist lens liflerinin zarmin kopmasina neden olur ve bunun sonucunda da lens
seffafligin1 kaybeder. Sodyum ve potasyum gibi katyonlar ve kloriir, bikarbonat, siilfat,
askorbat, glutatyon gibi anyonlar lensteki osmolariteye katki saglarlar (Amoore ve dig.,

1959; Cotlier, 1987; Calvin ve dig., 1992; Uguz, 1993).

Lenste kamaralar sivisina gére daha az miktarda bulunan kalsiyum, lensin ig¢ine 6zel
kalsiyum kanallari ile girer ancak disarrya atilimi Ca' -ATPaz pompast ile olur. En ¢ok
epitelde bulunan Ca "-ATPaz’in korteksteki miktar1 az olup niikleusta ise hig
bulunmamaktadir. Lensteki kalsiyum; zar gecirgenliginde, zar proteinlerinin

diizenlenmesinde, ¢6ziiniirliigiinde ve sentezinde rol oynar (Cotlier, 1987; Uguz, 1993).

2.1.2.2. Lens Proteinleri
Lens, insan viicudunda proteince en zengin olan yerdir ve agirlikca % 33’lik kismi
proteinlerden olusur. Proteinler suda c¢oziinebilen kristalin ve suda c¢oziinemeyen
albiiminoidler olmak iizere ikiye ayrilirlar. Suda ¢Oziinebilenler hiicre iginde,
¢oziinemeyenler ise lens liflerinin zarlarinda bulunurlar. Kristalin proteinler alfa, beta ve
gama olmak tiizere lice ayrilirlar. Lenste % 55 oranla en ¢ok beta kristalin bulunurken
suda c¢oziinebilen proteinlerin % 32’si alfa kristalinlerden meydana gelir, gama
kristalinler ise % 15 oraninda bulunurlar. En biiyiikk molekiil yapisina sahip olan,
dogumdan 6nce olusup hayat boyu bulunan ve embriyonik lens proteini olarak bilinen
alfa kristalin, albliminoidler ile yakin iliskilidir. Geng bireylerde en yiiksek alfa kristalin
miktar1 kortekste bulunurken, en yiiksek albiiminoid miktar1 ise niikleusta bulunur. Alfa
kristalin miktar1 yasla azalirken albliminoid miktar1 artar, bu da agregat olusumuna
neden olarak lens opasitesi meydana getirir ve sonug olarak 1sinin daha ¢ok sagilmasina
neden olur. Lensin toplam protein miktar1 zamanla azalir (O’Dwyer, 2008-2009; Karel
ve Aslan, 2010). Lens proteinleri korteksin derin tabakalar1 ve ¢ekirdekten ziyade, daha
cok epitel hiicrelerinde ve korteksin dis tabakalarinda sentezlenir. Lens proteinlerinin
yikimindan sorumlu enzimler ise proteaz ve aminopeptidazdir. Lens proteinleri, lensin

seffafligin1 ve kiriciligini saglamakla gorevlidir (Cotlier, 1987; Uguz, 1993).



2.1.2.3. Lens Lipidleri
Hiicre membrani ile baglantili olan lens lipidleri, protein kompleksinin i¢inde yer alirlar.
Lens, kolesterol, fosfolipid ve glikosfingolipidleri igerir. Lens hiicre zarinin en énemli
lipidi olan sfingomiyelinin, yiiksek miktarda kolesterol ile birlesmesi lens hiicre zarinin

daha stabil olmasini saglar (Borazan ve Doganay, 2003).

2.1.2.4. Lens Glukoz Metabolizmast
Lensteki enerjinin ¢ofu glukoz metabolizmast ile fdretilir. Hiimor akézden
kolaylastirilmis ve basit difiizyon ile lens i¢ine alman glukozun biiyiik bir kismi
heksokinaz enzimi sayesinde glukoz-6-fosfata ¢evrilir. Yasla azalan heksokinaz enzimi,
enerji liretiminin azalmasina neden olur ve sonug olarak elektrolit metabolizmasinin

kontrolii zorlasir. Glukoz-6-fosfat temel iki yol ile metabolize olur.

Anaerobik glikoliz yolu bunlardan biri olup glukozun % 78’1 bu yolda kullanilir. Bu
yolun son tiriinii laktat olup her bir glukoz molekiiliinden 2 ATP iiretilir. Lensin enerji
ithtiyacinin % 70’1 bu yol ile karsilanir. Lensteki oksijen basinct diisiikk oldugu i¢in
glukozun yalnizca % 3’1 sitrik asit dongiisiine gitmesine ragmen lensin ATP ihtiyacinin

% 25’1 bu yolla saglanir.

Diger temel yol ise pentoz fosfat yolu olarak da bilinen heksoz monofosfat yoludur.
Glukozun % 5’1 bu yolda kullanilir. Daha ¢ok artmis glukoz seviyelerinde uyarilan bu
yolun O6nemi, glutatyon ve aldoz rediiktaz enzimlerinin aktiviteleri i¢in gerekli olan
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) olusmasidir. Aldoz rediiktazin bir
baska gorevide glukoz metabolizmasimin diger bir yolu olan sorbitol yolunun anahtar

enzimi olmasidir.

% 5’1 sorbitol yolunda kullanilan glukoz, 6nce aldoz rediiktaz enzimi ile sorbitole
ardindan poliol dehidrojenaz enzimi ile hiimor akéze diffiize olabilen fruktoza cevrilir.
Heksokinaz enziminin glukoza karsi ilgisi aldoz rediiktaz enziminden ¢ok daha fazladir.
Glukoz seviyesinin lenste ¢ok fazla artti§i durumlarda glikoliz yoluna gére sorbitol
yolunun daha ¢ok aktive olmasi sonucunda sorbitol ve fruktoz olusumu oldukga artar.
Buna ek olarak heksoz monofosfat yolu uyarilarak sorbitol olusumu icin gerekli olan

aldoz rediiktaz enziminin aktivitesinin artmasina daha fazla katki saglar. Osmotik basing



artar, iceriye su girer ve sonug¢ olarak fibriller siserek lens yapisinda degisime ve

opaklasmaya neden olur (Weingeist ve dig., 2000-2001; O“Dwyer, 2008-2009).

2.1.2.5. Lenste Oksidan ve Antioksidan Faktorler
Oksidatif faktorlerden olan 151k ve oksijene siirekli maruz kalan lens, oksijeni kamaralar
stvisindan elde eder. Siiperoksit anyonu, hidroksil radikali, lipit peroksit benzeri toksik
oksijen radikalleri ve reaktif oksijen metabolitleri, oksijenin indirgenmesi esnasinda
meydana gelir (Cotlier, 1987; Southorn ve Powis, 1988; Bhuyan ve dig., 1991;
Devamanoharan ve dig., 1991; Lerman, 1992; Biobizhayev ve Costa, 1994).
Ksenobiyotikler, naftalin ve kinon benzeri maddeler de lenste serbest radikal olusumuna
neden olabilirler (Bhuyan ve dig., 1991; Lerman, 1992; Biobizhayev ve Costa, 1994).
Bu metabolitler membran fosfolipidlerini ve proteinlerini etkiler. Proteinlerdeki sistein
ve metioninin okside tiirevlerinin lenste birikmesi, enzim ve membran proteinlerinin
silthidril gruplarimin okside olmast ve kamaralar sivisinda veya lenste bulunan
lipidlerin LPO’na ugramasi, lensin opaklagmasina ve katarakt olusumuna yol acar

(Cotlier, 1987; Mizuno ve dig., 1992; Biobizhayev ve Costa, 1994).

Serbest radikallerce baslatilan ve zardaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna
sebep olan lipit peroksidasyonu (LPO), hiicre 6liimii ile biten patofizyolojik bir olay
olup bunun sonucunda meydana gelen irilinlerin, hiicredeki pek c¢ok bilesigin
fonksiyonel gruplar ile reaksiyona girerek zar hasar1 ve enzim inaktivasyonuna sebep

oldugu diisiiniiliir (Yarat ve Emekli, 1989; Biobizhayev ve Costa, 1994; Tunali, 1996).

Glutatyonun oksidatif hasardan korunmadaki rolii ¢cok biiyiiktiir. Lensteki glutatyonun
neredeyse tamami indirgenmis formda (GSH) bulunur. Glutatyonun baglica gorevleri;
proteinin tiyol gruplarim1 korumak, disiilfid baglar1 arasindaki protein kiimelesmesini
onlemek ve normal katyon transportu i¢in gerekli olan siilthidril gruplarini korumaktir.
Glutatyon seviyesi insan ve deneysel katarakt modellerinde belirgin bir sekilde azalir ve

oksidatif hasara kars1 lens, savunmasiz kalmis olur.

Lensteki en 6nemli antioksidanlardan biri de glutatyondur. Antioksidan etkisini H,O, ve
organik peroksitleri, glutatyon peroksidaz enziminin kofaktoér olarak rol aldig
reaksiyonlarla detoksifiye ederek gosterir. Lenste bulunan bir diger enzim de siiperoksit

dismutaz (SOD) enzimidir (Borazan ve Doganay, 2003).



2.2. EPILEPSI

2.2.1. Epilepsinin Tanimi

Epilepsinin kelime anlam1 kavramak, yakalamak ve ele ge¢irmektir. Yunanca bir kelime
olan epilepsi ‘epi’ iistiinden, ‘lipsis’ tutmak, tutup sarmak anlamina gelen kelimelerden

tiiremistir (Aktin,1965).

Epilepsi tekrarlayan ndobetlerle karakterize olan, sik goriilen kronik noérolojik bir
hastaliktir. Nobetler beyindeki noronlarin asir1 ve hipersenkron aktivitesinin sonucunda
ortaya ¢ikar (Blume ve dig., 2001). Epileptik ndbet gecici bir durum olup kesin bir
baslangic1 ve bitisi vardir (Alehan, 2010). Herhangi bir uyaran olmadan iki veya daha

cok tekrarlayan nobet epilepsi olarak tanimlanir (Comission, 1981; Forsgren, 2004).

2.2.2. Epilepsinin Tarihgesi

Insanligin tarihi kadar eski olan epilepsi hastalig1, diinyanin birgok yerinde hala sihitler,
dinsel ayinler ve bilimsel olmayan yontemlerle tedavi edilmektedir. Epilepsi hastaligi
ile ilgili ilk tarihi bilgiye M.O. 2080°de bildirilen Hammurabi Kanunlari’nda rastlanr.
Hammurabi Kanunlari’nda ates ile konviilsiyon arasinda bir iliski oldugu belirtilir
(Yazici, 2010). Epilepsi hastaliginin ilk gergek tanimini ise M.O. 460 yilinda Hipokrat
yapmustir. Yazdigi ‘Kutsal Hastalik® kitabinda epilepsi hastaliinin  beyinden
kaynaklandigin1 ve baska hastaliklar gibi dogadan geldigini, kutsal olmadigini ileri
stirmiistiir. Epilepsi ile depresyonun birbiri ile iliskili oldugunu da ileri siirmiistiir
(Swinkels ve dig., 2005; Yazici, 2010). Epilepsi hakkinda ilk bilimsel tanim da 19.
yiizyilda Huglings Jackson tarafindan yapilmistir. Jackson’a gore epilepsi hastaligi,
ozellikle beynin gri cevherinde olusan desarjlardir (Janz, 1987). Epilepsi hastaligin ilk
kez simiflandiran ise Gowers’tir (Yazici, 2010). 1875'te Caton maymun ve tavsanlarin
kafalarina yerlestirdigi elektrotlar sayesine beyindeki elektriksel hareketliligi kesfetmis
ve elektroensefalografi (EEG)’yi meydana getiren potansiyelleri bulmustur. Alman
psikiyatrist Hans Berger 1929 yilinda insanlara ilk kez EEG’yi uygulamistir. Adrian ve
Matthews ise 1934°te EEG’yi giiclendirmis ve kayit edilmesine olanak saglamislardir.

Gibbses’de 6zel EEG degerlerini kesfederek, epilepsi hastaliginin tam1 ve tedavisinde
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onemli bir yol katetmistir (O’Leary ve Goldring, 1976; Lowestein, 1998). Sir Charles
Locock 1857’de epilepsi hastalarina potasyum bromiir uygulayarak ilk kez sistemetik
tedavi calismalar1 yapmustir. Bromiirler fenobarbital sentezlenene kadar tek
antikoviilsan ila¢ olarak kullanilmistir. 1912 yilinda fenobarbital sentezi ile birlikte
etkin tedavi donemi baslamustir. Ilerleyen yillarda epilepsi hastaliginin tedavisi igin
daha bagka ilaglar da gelistirilmistir. Giiniimiizde modern antikoviilsan ilaglar ile
epilepsi ndbetlerinin % 75-80’1 kontrol edilebilmektedir (O’Leary ve Goldring, 1976;
Lowestein, 1998).

2.2.3. Epilepsinin Patafizyolojisi

Elektriksel yapili serebral kortekste ani ve gecici krizler halinde gergeklesen olaya ndbet
denir (Cavazos ve Lum, 2004). Nobetin olusmasina neden olan desarj, normal ileti
yollarii kullanarak santral sinir sisiteminde yayilir, siddeti eksitator sistemler ile artar

engellenmesi ise inhibitdr mekanizmalar ile olur (Swaiman, 1994).

Epilepsi farkli anatomik, fizyolojik ve patalojik substratlar sayesinde meydana gelir ve
gelisir (Swaiman,1994). Kortikal néron ag1 i¢inde bulunan inhibitdr ve eksitatorler
arasinda birden meydana gelen uyumsuzluk nobete neden olur. Beyindeki ana inhibitor
norotransmitteri gama amino-butirik asit (GABA)’tir. GABA, A ve B (GABA-A ve
GABA-B) reseptorlerine baglanarak islev goriir. Beyindeki ana eksitator
norotransmitter ise glutamattir. Eksitasyonun artmasi ya da inhibisyonun azalmasi

ndbete neden olur (Cavazos ve Lum, 2004).

2.2.4. Epilepsinin Insidansi

Az gelismis iilkelerin insidans degeri gelismis iilkelere kiyasla belirgin bir sekilde
yiiksektir. Sayisal verilere bakacak olursak gelismis iilkelerin insidanst 40-70/100.000,
gelismekte olan {ilkelerin ise insidanst bu orandan daha yiiksektir (Walter ve dig.,
2000). Az gelismis iilkelerde insidansin yiiksek olmasinin nedeni tam bilinmesede
dogum oncesi ve dogum esnasinda yasanan olumsuzluklarin ve kafa tramvalarinin daha
sik goriilmesi iizerinde durulmaktadir. Insan yasammm ilk 20 yilinda epilepsi

hastaliginin ortaya ¢ikma riski yaklasik olarak % 1 civarindadir, bu oran 75 yasinda %
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3’e kadar yiikselir. Buna gore kiiciik yaglarda ve 60’1 yaslardan sonra epilepsi insidansi
yiiksek seviyelere cikar (Charles ve Shorvon, 1996; Walter ve dig., 2000). Kadinlara
gore erkeklerde, yasin ilerlemesi ile birlikte insidans degerlerindeki artis 10 yil 6nce
baslar. Bunun da erkeklerdeki inme riski ile alakali oldugu diistiniilmektedir. Kadinlarda
inme riski 75 yasindan sonra artar bununla beraber de epilepsi insidanslarinda belirgin
bir artis oldugu dikkat ceker (Forsgren ve dig., 1996). Ileri yasta artan epilepsi
insidansi, aratan yasam siiresi ve semptomatik epilepsi olgularinin daha uzun siire

yasanmasina baglidir (ILAE komisyonu,1997).

2.2.5. Epilepsinin Tedavisi

Antiepileptik ilaglar (AEI), epilepsiyi engellemezler, yalnizca kullanildiklar1 siire
boyunca ndbetleri azaltabilir ya da ortadan kaldirabilirler, bunun bilinmesi tedaviyi
belirleme agisindan dnemlidir (Giin, 2006). Genel olarak en az iki ve daha ¢ok ndbetten
sonra AEI tedavisine baslanmasi tavsiye edilir (Consensus statements: medical
management of epilepsy, 1998; Hirtz ve dig., 2003). Fakat daha 6ncesinden beyin hasari
ya da noérolojik bozuklugu olanlar ve ilerleyici ndrolojik hastaligi bulunanlar gibi
epilepsi nobetinin tekrarlama riski yliksek olan hastalarda, ikinci nobet beklenmeden
ilaca baglanabilir. Tedavi planlanirken olabilecek ikinci nobetin 6nlenmesinin faydasi ve
kullanilacak ilacin olas1 yan etkileri géz oniline alinmalidir (Shinnar ve dig., 2000;
Ozmen ve Aydinli, 2003). Tedaviye baslamadan hastalikla ilgili belirtiler ayrintilari ile
kayit edilmelidir (Kutt, 1984).

Antiepileptik tedavinin amaci, ndbet siklik ve siddetini minimum seviyelere indirmek,
olabildigince tam nobet kontrolii saglamak ve tekrarlayan ndbetlerin verecegi zararlarin
Online gegmek, hastanin yasam kalitesini ylikselterek sosyal hayatininin devamini

saglamaktir (Comission, 1981; Walker ve Sander, 1994; Glasuer, 2002).

Antiepileptik tedavide monoterapi esastir. Ilaca dnce diisiik dozla baslanir. ilacin dozu,
ndbetler kontrol altinda tutuluncaya ya da toksisite olusuncaya kadar arttirilir. Eger
toksisite gozlenirse doz azaltilir. Bir ilagla, toksisite meydana gelmeden nébetler kontrol
altinda tutulamiyorsa baska bir antiepileptik ilag denenir. Yeni ilag da monoterapi olarak
uygulanirken, diger ilacin dozu azaltilarak kesilir. Aynmi1 sekilde yeni ilacin dozu da

nobetler kontrol altinda tutuluncaya ya da toksisite olusuncaya kadar arttirilir.
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Monoterapinin yetersiz kaldigi durumlarda ilag etkilesimleri de goz Oniinde
bulundurularak ikinci bir ila¢ tedaviye eklenir. Bazi hastalarda ilac etkilesimleri sebebi
ile ikili ilag kullaniminda nébet artis1 goriiliir. Serumdaki ilag¢ seviyeleri kesin bilgi
vermemekle birlikte tedavi siirecinde yol gostericidir. Hastalarin bazilarinda nobetler
tyilestirici seviyeden daha diisiik dozlarda, bazilarmin ise iyilestirici seviyeden daha
yiiksek dozlarda toksisite meydana gelmeden kontrol altina alinabilir. Antiepileptik
ilaglarin metabolize olmasi yasa bagli olmakla birlikte hamilelerde, karaciger ve kronik
bobrek hastalarinda degisiklik gosterir. Tedavide ndbet tipine uygun ilag verilmesi de

cok onemlidir (Yurttas, 2003-2005; Kurt ve ark., 2008; Yazici, 2010).

Nobetler monoterapi ile %70, kombine tedavi ile % 15 oraninda kontrol altina alinabilir,
kalan kisim ise direngli epilepsiler grubundadir (Sander, 2004). Hasta tedaviye
basladiktan sonra 2-4 y1l ndbet gecirmezse ilacin dozu azaltilarak kesilir. ilag en az 3 ay
olmak iizere, ortalama 6-12 ayda kesilmelidir. Ila¢ kesidikten sonra nébet % 20-25

oraninda tekrarlar, bu tekrarin % 70-80°1 ilk bir yilda olur (Conway ve dig., 2006).

2.2.6. Epilepsinin Tedavisinde Kullamlan flaclar

Epilepsi tedavisinde pek ¢ok ila¢ kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari; fenobarbital,
fenitoin, pirimidon, etosiiksimit, karbamazepin, oksikarbazepin, benzodiazepinler,
diazepam, klorazepam, klobazam, lamotrijin, vigabatrin, topiramat, levetirasetam,
tiagabin, felbamat, zonisamid ve gabapentindir. Calismamizda kullandigimiz valproik

asit de bu ilaclardan biridir.

2.3. VALPROIK ASIT

1981°de kimyact Burton tarafindan organik bir ¢oziicii olarak sentezlenen valproik asit
(VPA)’in antikonviilsan 6zelligini Meunier tammlamistir (Bowden, 2003). Ik kez
absans nobetlerin tedavisinde kullanilmistir (Bourgeois, 1995). Kimyasal ismi; sodyum
di-n-propil asetik asit olan VPA’nin kimyasal formiilii: CsH;50,Na olup sekiz karbonlu

bir yag asididir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Valproik asidin kimyasal formiilii (Altun, 2008).

VPA, GABA’y1 yikan enzimleri inhibe edip beyindeki GABA konsantrasyonunu
arttirarak, sodyum kanallarini bloke ederek ve yiiksek dozdaki T-Tip kalsiyum akimini
inhibe ederek etki gosterir (Taylor ve Ghose, 1986).

2.3.1. Valproik Asidin Farmakokinetik Ozellikleri

Agiz yoluyla alinan VPA’nin hemen hemen tamami hizlica emilir. Yemekten sonra
alinmas1 emilimini yavaslatsa da etkisini azaltmaz. Sodyum tuzu 1,5 ve asit sekli 2 saat
sonra plazma tepe konsantrasyonuna erisir. Plazma proteinlerine baglanma orani
yaklasik olarak % 90°dir. Yaklasik olarak % 3-4’1 idrarla degismeden atilan VPA’nin
kalan kismi metabolize olduktan sonra atilir. Tedaviye bagladiktan yaklasik olarak dort
giin sonra kararli hale gelir. % 95’inin metabolizasyonu hepatik uridin difosfat
glukuronozil transferaz (UGT) enzimi ile olur. Giinliik kullanim dozu, eriskinlerde 500-
3000 mg olup cocuklarda ise 10-40 mg/kg’dir. Plasenta araciligiyla yiiksek miktarda
fotiisa gegen VPA’nin anne siitii ile de % 2-5 oraninda bebege gegtigi bulunmustur.
Karaciger hastaligi olan kisilerde VPA kullanimi1 6nerilmez (Simsek, 2014).

2.3.2. Valproik Asidin Yan Etkileri

Bilinssel fonksiyonlar: Ozellikle diger ilaclar ile birlikte kullaniminda sedasyon sikga
rastlanan bir yan etkidir. VPA seviyesi yliksek olan hastalarda ise hafizada zayiflama,
algilamada azalma ve muhakemede yavaslama goriiliir (Herranz ve dig., 1988; Swaiman

ve Ashwal, 1999).
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Davranig tarzi: Uyku hali, daha iyi ve uzun uyku ya da huzursuz ve kisa uyku, uykuya
geciste zorluk, hiperaktivite, agresiflik, yorgunluk ve mutsuzluk gibi yan etkiler

gozlenir (Herranz ve dig., 1988).
Gastrointestinal sistem:

Kilo artisi; kilo artist en stk VPA kullaniminda goézlenir. Bu artig erigkinlerde % 26,
cocuklarda ve ergenlikte % 15°tir. Agirlik artis1 kadinlarda daha sik gozlenir (Swaiman
ve Ashwal, 1999; Bowden, 2003; Herranz ve dig., 1988). Bulanti, kusma, istahsizlik,

karin agris1 ve istah artis1 (Herranz ve dig., 1988) da goriilen yan etkilerdendir.

Gastrik iritasyon (Swaiman ve Ashwal, 1999), hepatatoksite ve pankreatit (Swaiman ve

Ashwal, 1999; Bowden, 2003) gibi yan etkiler goriilmektedir.

Hematolojik: Hastalarin % 9’unda fibrinojen, % 36’sinda protrombin zamaninin
anormallesmesi ve % 5’inde ise trombositopeni goriiliir. Cerrahi miidahale Oncesi
kanama ve pihtilagma testleri yapilmalidir. Trombositopenili kanama bozuklugu olan
hastalara VPA verilmesi uygun degildir. Pelger-Huet anomalisi ve makrositik kirmizi
hiicreler VPA tedavisi siiresince gézlenebilen yan etkilerdir (Swaiman ve Ashwal, 1999;

Bowden, 2003).

Titreme ve hareket bozukluklari: Doza bagimli olarak VPA tedavisine baslandiktan

sonra ilk ay igerisinde ortaya ¢ikar ve doz azaltildiginda titreme de azalir (Herranz ve

dig., 1988).

2.4. SERBEST RADIKALLER VE ANTIiOKSIiDANLAR

2.4.1. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Dis yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunan, organik ve inorganik molekiillerle
reaksiyon verme 0zelligi olan, aktif ve yarilanma Omiirleri kisa olan bilesiklere serbest
radikaller denir. Normal fizyolojik olaylar ve patalojik durumlarda meydana gelebilirler

(Halliwell, 1991; Cheeseman ve Slater, 1993).
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En Onemli serbest radikaller oksijen tiirevleridir ve bunlardan da en Onemlileri;
stiperoksit radikalleri (O?), hidroksil radikalleri (HO’), hidrojen peroksit (H202),
hiperklorik asit (HOCI) ve singlet O2(0O21})’dir (Kurt, 2012).

2.4.2. Oksidatif Hasarin Sonuclari

Serbest radikaller; proteinler, niikleik asitler ve lipidler tizerine etki ederek hiicrede

hasar olusumuna neden olurlar (Sentiirk, 2004).

2.4.3. Hastaliklarda Serbest Radikallerin Rolii

Oksidatif stres, ¢ogu hastalik i¢in sebep mi yoksa bu hastaliklarin bir sonucu mu tam
olarak bilinmese de kesin olan tek sey enzim ve yap1 proteinlerindeki degisimlerin

hastaliklar i¢in ¢ok dnemli oldugudur (Cakatay ve Kayali, 2004).

2.4.4. Antioksidanlar

Canli organizmada meydana gelen serbest radikallerin metabolize olmasimi ve
olugsmasint Onleyen ve olusan bu radikallerin temizlenmesini saglayan savunma

sistemlerine antioksidan denir (Ghiselli ve dig., 2000; Erel, 2004).

Antioksidanlar, direkt ve dolayli yoldan ksenobiyotiklerin, ilaglarin, karsinojenlerin ve

toksik radikal reaksiyonlarin zararl etkilerine kars1 hiicreyi korurlar (Mercan, 2004).

Antioksidan sistemin ana elemanlari; endojen enzim sistemleri, suda ¢dziinen radikal
tutucular (GSH, C vitamini, {irik asit, glukoz, sistein), yagda ¢oziinen radikal tutucular
(E vitamini, karotenoidler ve retinoidler, bilirubin, ubikinonlar, flavonoidler) ve metal
iyonlarin1  baglayan proteinler (ferritin, transferrin, haptoglobin, hemopeksin,

seruloplazmin, albiimin)’dir (Uysal, 1998; Yalg¢in, 1998).
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2.5. EDARAVON

Edaravon, 3-metil-1-fenil-2- pirazolin-5-on sistematik adi ile bilinen gii¢lii bir radikal

tutucu olup antioksidan 6zellige sahip bir maddedir (Abe ve dig., 1988) (Sekil 2.3).

Sekil 2.3: Edaravon’un kimyasal formiilii (Higashi ve dig., 2006).

Hidroksi radikalleri i¢in iyi bir toplayict olan ve demirden kaynaklanan peroksidasyon
hasarin1 azaltan edaravon karacigerde zehirsizlestirilerek konjuge bir bigimde hizlica

organizmadan atilir (Higashi ve dig., 2006; Nakamura ve dig., 2008).

Edaravon, lipooksijenaz ve nonenzimatik lipid peroksidasyonunu engeller, bdylece
endotel damar hasarin1 azaltarak, ndronal 6limli beyin 6demi ile buna eslik eden
norolojik zararlari erteleyerek ve iskemik yikimi Onleyerek antioksidan o6zelliklerini
gosterir (Watanabe ve dig., 1994). Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu doku hasarin
onaran edaravon, damar tikaniklig1 ve gecici beyin iskemisi iizerinde koruyucu etki
yapmasi nedeniyle akut beyin enfarktiisiiniin tedavisinde kullanilir (Watanabe ve dig.,
1994; Kwai ve dig., 1997; Wu ve dig., 2000). Peroksi radikali iizerinde inhibitor etki
yaratan edaravon, E ve C vitaminlerine benzer etkiler yapar (Yamamoto ve dig., 1996).
Edaravonun oksidatif stres kaynakli CCly’lin neden oldugu akut akciger hasarinda
koruyucu etki gosterdigi bildirilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Hensley ve
dig., 2000). Edaravon, serumda artan alanin transaminaz (ALT) ve laktat dehidrojenaz
(LDH) aktivitelerini azaltir (Nakamoto ve dig., 2003). Malondialdehit {iretimini azaltan
edaravon, hiicre ve mitokondri zarlarin1 peroksidasyona karsi korur (Nakamura ve dig.,

2008).

Bu caligmada, valproik asit ile meydana getirilen lens doku harabiyetine karsi

edaravonun koruyucu etkisinin olup olmadig1 biyokimyasal yontemler ile arastirildi.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEYLERDE KULLANILAN CIHAZLAR

Buzdolabi

Derin Dondurucular
Distile Su Cihazi
Etiv
Homojenizator

pH Metre:

Santrifiij Cihaz1:
Sogutmal1 Santrifiij
Sonikator
Spektrofotometre
Su Banyolari

Teraziler

Vorteks

:Argelik

:New-Brunswick Scientific -76 °C, Beko -20 °C
:Brand MonoDest 3000
:Memmert

:Cam Homojenizator

:Beckman pH Meter HS HANNA
:Denley BS400

:Sigma 3K30

:Bandelin Sonorex

:Shimadzu UV- Vis 1240
:Cliffton, Memmert

:Mettler HI10, Radwag AS220/C/2 terazi,
XA60/220/X terazi, Gec Avery Terazi

:Fisons

Radwag
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3.2. CALISMAMIZDA KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Glutatyon (GSH) miktar tayininde, metafosforik asit (Carlo Erba 407465),
etilendiamintetraasetik asit sodyum tuzu (EDTA C;oH4N;Na,03.2H,0; Merck
2604134), sodyum kloriir (NaCl; Merck 6400), trisodyum sitrat dihidrat
(C¢HsNa307.2H,0; Merck 6432), 5°5’- ditiyobis-2-nitro benzoik asid (DTNB; Fluka
43760), sekonder sodyum fosfat (Na,HPO,4; Merck 106586), glutatyon (GSH; Fluka
49750) maddeler kullanildi.

Lipid peroksidasyonu (LPO) miktar tayininde, triklorasetik asit (TCA; Riedel de Héaen
27242), sodyum hidroksit (NaOH; Merck 6462), 2-tiyobarbitiirik asit (TBA: Merck
108180), 1,1,3,3-tetra etoksi propan (Sigma T9889) ve n-butanol (Merck 101990)
kullanildi.

Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi tayininde, tampon ¢6zelti i¢in sekonder sodyum
fosfat (Na,HPO4; Merck 106586), potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4 Merck
105101), etilendiamintetraasetik asit (EDTA C;oH4N;Na,03.2H,0; Merck 2604134),
riboflavin (Sigma 47861) ve o-dianisidin hidrokloriir (Fluka 33430) kullanildi.

Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi tayininde, tampon c¢ozelti i¢in dipotasyum
hidrojen fosfat (K;HPO4; Merck A116773847), potasyum dihidrojen fosfat (KH,POy;
Merck 105101) kullanildi. Etilendiamintetraasetik asit (EDTA C;oH;4N;Na,03.2H,0;
Merck 2604134), sodyum azid (NaNs, Sigma 71289), glutatyon (GSH; Fluka 49750),
indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid 2' fosfat tetrasodyum tuzu (NADPH; Sigma
N1630), glutatyon rediiktaz (GR; Sigma G3664) ve H,O, (Merck 1080600) kullanildi.

Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi tayininde, tampon ¢ozelti i¢in Tris-HCI
(C4H1NOsHCI; Merck 108387), etilendiamintetraasetik asit (EDTA
Ci10H14N2Na,05.2H,0; Merck 2604134), indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid
2'fosfat tetrasodyum tuzu (NADPH; Sigma N1630) ve okside glutatyon (GSSG; Sigma
G45776) kullanilda.
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Glutatyon-S-transferaz aktivitesi tayininde, tampon ¢ozelti i¢in sekonder sodyum fosfat
(Na,HPOy4; Merck 106586), potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,; Merck 105101),
glutatyon (GSH; Fluka 49750) ve 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB; Fluka 24440)

kimyasal maddeler kullanildi.

Protein karbonil (PC) miktar tayininde, 2,4-dinitrofenil hidrazin (DNPH; Merck 3081),
hidroklorik asit (HCl; Merck 100314), triklorasetik asit (TCA; Riedel de Hien 27242),
guanidin hidrokloriir (Fluka 50940), etanol (Riedel de Hien 32221) ve etilasetat (Merck
822277) kullanild.

Aldoz rediiktaz miktar tayininde, tampon ¢0Ozelti i¢in sekonder sodyum fosfat
(Na,HPO4; Merck 106586), potasyum dihidrojen fosfat (KH,POs; Merck 105101)
kullanildi. Indirgenmis nikotin amid adenin diniikleotid 2’ fosfat tetrasodyum tuzu
(NADPH; Sigma N1630), DL-Gliseraldehid (Sigma G5001), sorbitol dehidrojenaz
miktar tayininde, tampon ¢dzelti i¢cin Tris-HCI (C4H;;NOsHCI; Merck 108387), B-
NAD" (Sigma 43410), MgCl, ( Fluka 63065) ve Sorbitol (Merck 7758) gibi kimyasal
maddeler kullanildi.

Total protein tayininde, sodyum karbonat (Na,COs; Riedel de Héen 13418), sodyum
hidroksit (NaOH; Merck 6462), dipotasyum tartarat (C4H4K704.0,5.H,0; Merck 5160),
bakir siilfat (CuSO4.5H,0; Panreac), sodyum tungstat (Merck 106673), sodyum
molibdat (Merck 6521), fosfat asidi (H;POg4; Merck 4967293), hidroklorik asit (HCI;
Merck 100314), lityum fosfat (LiSO4.H,O; Merck 5695), brom (Merck 1945) ve
sodyum kloriir (NaCl; Merck 6400) kullanildi.

3.3. DENEY HAYVANLARI

Bu calisma Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 25.03.2010 tarihli
ve 54 sayili izni ile yapilmistir. Calismada 38 adet; agirliklart 169,53-371,28 gram
araliginda olan 2,5-3 aylik Sprague Dawley tiirli erkek siganlar kullanildi. Calismada
siganlar rastgele secilerek 4 sinifa ayrildi. Kontrol grubu 8 adet, deney gruplari ise 10’ar

hayvandan olusturuldu.
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3.4. LENS HASARI OLUSTURULMASI

Sigcanlar dort gruba ayrildi. 1. grup kontrol grubu siganlara 7 giin siire ile tek doz
intraperitonal olarak serum fizyolojik verildi. 2. grup sicanlara lens hasar1 olusturmak
icin 7 giin siire ile 500 mg/kg valproik asit verildi. 3. grup sigcanlara 7 giin siire ile
intraperitonal olarak 30 mg/kg edaravon verildi. 4. grup siganlara ise 7 giin siire ile
valproik asit verilmesinden 2 saat sonra intraperitoneal olarak 30 mg/kg edaravon 7 giin

sure ile verildi.

3.5.LENS DOKUSU ORNEKLERININ ALINMASI

Deneyin 8. giiniinde 16 saat a¢ birakilan siganlarin anestezi altinda her iki goziinden

lens doku 6rnekleri ¢ikarildi.

3.6. SICANLARDAN LENS HOMOJENIZATININ HAZIRLANMASI

Tartilan lens doku oOrnekleri cam homojenizatorde % 0.9’luk serum fizyolojik ile
homojenize edildi ve % 10’luk (w/v) lens dokusu homojenizatlar1 hazirlandi.
Homojenizat 10.000 rpm’de +4° C’de 20 dakika santrifiije edildi. Elde edilen lens doku
homojenizatlar1 eppendorf tiiplerine konularak -76°C’de deney giiniinde kullanilmak

uzere saklandi.

3.7. LENS DOKUSUNDA GLUTATYON MiKTARI TAYINi

Lens dokusunda glutatyon (GSH), Ellman metoduna gore tayin edildi. (Beutler, 1975).
Ellman ayirac1 5°-5” ditiyo-bis-2 nitro benzoik asid ile siilfhidril gruplarinin reaksiyonu

sonucu olusan iiriiniin absorbansi spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okunur.
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Cozeltiler
Coktiirme Cozeltisi

Metafosforik asit, EDTANa, veya EDTAK, ve NaCl belirtilen oranlarda tartilarak

distile suda ¢oziildii.
Sodyum Sitrat Cozeltisi (% 1)

1 g sitrik asidin sodyum tuzu tartildi. Beherde az miktarda distile suda ¢oziildi. Cozelti
balon jojeye aktarildi ve ¢Ozeltinin hacmi 100 mL’ye distile su ile tamamlandi. Bu

¢Ozelti belirtme reaktifi hazirlanirken kullanildi.
Belirtme Reaktifi (Ellman Ayiraci) (%40 mg DTNB)

20 mg DTNB % [I’lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziildii. Hacmi sodyum sitrat

cozeltisi ile balon jojede 50 mL’ye tamamlandi.
Na,HPO4Cozeltisi (0.3 M)

10.65 g Na,HPO, biraz distile suda ¢oziildii ve balon jojede hacmi 250 mL’ye

tamamlandi.
Glutatyon Standart Cozeltisi

100 mg glutatyon (GSH) distile suda ¢6ziildii. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden glutatyon
standartlar1 hazirlandi. Hazirlanan standart c¢ozeltiler yardimi ile glutatyon standart
egrisi ¢izildi.

Deneyin Yapihisi

0.5 mL lens doku homojenizati alindi. Homojenizat iizerine ¢oktlirme ¢ozeltisinden 0.75
mL eklenerek karistirildi. Daha sonra 4000 rpm’de 5 dakika santrifiije edildi.

Stipernatantlar ayrildi ve olusan ¢okelti atildi. Deneye asagidaki tabloda mL olarak

belirtilen ¢ozeltilerden alinarak islemlere devam edildi.
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Cozeltiler Numune Standart Kor
Siipernatant 0.5 mL - ---
Distile Su - - 0.5 mL
Caliyma Standart | --- 0.5 mL ---
Cozeltisi

Na,HPO, 2 mL 2 mL 2 mL
Belirtme Reaktifi | 0.25 mL 0.25 mL 0.25mL
(DTNB)

Tiipler karistirildi, 5 dakika sonra absorbanslar 412 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okundu. Lens dokusunda glutatyon miktart grafik ve formiil yardimi

ile hesaplandi.

3.8. LENS DOKUSUNDA LiPiD PEROKSIDASYONU TAYINi

Lens dokusunda lipid peroksidasyonu (LPO) Ledwozyw metoduna gore
spektrofotometrik olarak tayin edildi (Ledwozyw ve dig., 1986).

Kullanilan Cozeltiler
HCI Cozeltisi (0.6M)

250 mL’lik ¢ozelti icin balon jojenin igerisine bir miktar distile su konularak iizerine
12.43 mL derisik HCI ilave edildi. Bu ¢o6zelti triklorasetik asit ¢ozeltisi hazirlanmasinda

kullanildi.
Triklorasetik Asit Cozeltisi (1.22 M) (0.6 M HCI’de)

49.83 g triklor asetik asit (TCA) tartildi. 0.6 M HCI’de ¢6ziildii ve balon jojede hacmi
250 mL’ye 0.6 M HCI ile tamamland.
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NaOH Cozeltisi (1 M)

1 g NaOH bir miktar distile suda ¢6ziildii ve hacmi balon jojede distile su ile 25 mL’ye

tamamlandi.

Tiyobarbitiirik Asit Cozeltisi (0.047 M)

666.66 mg tiyobarbitiirik asit (TBA) 8 mL 1 M NaOH ve 92 mL distile suda ¢6ziildii.
Standart Cozeltisi (4.4 nmol/mL 1,1,3,3-tetra etoksi propan)

Pipetle 0.1 mL 1,1,3,3-tetra etoksi propan alindi. Balon jojeye konuldu distile su ile

hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
n-Butanol

Direkt orijinal sisesinden kullanildu.
Deneyin Yapihisi

Numune, standart ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

Cozeltiler Numune Standart Kor
Doku 0.5 mL --- -—-
Homojenizati

Triklorasetik Asit | 2.5 mL 2.5mL 2.5mL
Cozeltisi

Tiipler vortekste karistirilip 15 dakika oda temparatiiriinde bekletildi.

Standart Cozeltisi | --- 0.5 mL -
Distile Su --- --- 0.5 mL
Tiyobarbitiirik 0.75 mL 0.75 mL 0.75 mL

Asit Cozeltisi
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Numune, standart ve kor tiipleri yukaridaki deney prosediiriine gore hazirlandi.
Cozeltiler vorteksle iyice karistirildi. Kaynar su banyosunda agizlarina bilye kapatilarak
30 dakika kaynatildi. Tiipler sogutuldu, tiiplere 2 mL n-butanol ilave edilip tliplerin
agizlan1 kapatilip 40-50 kez alt iist edildi ve daha sonra 10 dakika 4000 rpm’de
santrifiije edildi. Butanol fazi alinarak 532 nm’deki absorbans degeri kore karsi
spektrofotometrede okundu. Lens dokusundaki LPO miktar1 asagidaki formiil

yardimiyla hesaplandi.

LPO miktar1 (nmol MDA/mg protein) = (Naps/Staps) x 4.4/P x 100
4.4= Standart ¢ozeltisi (nmol/mL TEP)

P= % mg cinsinden doku protein miktar1

N= Numunenin absorbans degeri

St= Standardin absorbans degeri

3.9. LENS DOKUSUNDA SUPEROKSIT DiISMUTAZ AKTIiVITESI TAYINi

Lens dokusunda siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin tayininde Mylorie ve dig.

(1986) tarafindan gelistirilen yontem kullanildi.
Kullanilan Cozeltiler
Sodyum-Potasyum Fosfat Deney Tamponu (50 mM) (pH 7.8)

0.708 g Na,HPO, bir miktar distile suda ¢oziildii, 100 mL’ye distile su ile tamamlandi.
0.680 g KH,POy4 bir miktar distile suda ¢oziilerek balon jojede hacmi 100 mL’ye distile
su ile tamamlandi. pH 7.8 olan tampon ¢6zeltiyi hazirlamak i¢in 9 hacim Na,HPO4 ve 1

hacim KH,POy alinarak karistirildi.
Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) (0.1 mM)

0.0037 g EDTA tartildi ve 50 mM pH 7.8 olan 100 mL sodyum-potasyum fosfat

tamponu i¢inde ¢oziilerek istenilen hacme tamamlandi.
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Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (10 mM) (pH 7.8)

0.142 g Na,HPO, bir miktar distile suda ¢oziildli, son hacim 100 mL’ye distile su ile
tamamlandi. 0.136 g KH,PO,4 bir miktar distile suda ¢oziild{i, son hacim 100 mL’ye
distile su ile tamamlandi. pH 7.8 olan tampon ¢6zelti hazirlamak i¢in 9 hacim Na,HPO4

ve 1 hacim KH,PO,alinarak karistirildi.
Riboflavin Cozeltisi (0.2 mM)

7.3 mg riboflavin tartildi ve hazirlanan 10 mM pH 7.8 olan sodyum-potasyum fosfat

tamponu ile ¢oziildii ve hacmil100 mL’ye tamamlanda.
o-Dianisidin Hidrokloriir Cozeltisi

19 mg o-dianisidin, 10 mL distile suda ¢oziildii.

SOD (120 IU /mL ) Stok Standardi

Liyofilize SOD standard1 120 IU/mL olacak sekilde soguk distile su ile ¢oziildii. Daha
sonra bu stok standarttan uygun hacimler alinarak deney ortaminda 2, 4, 6, 8, 10 iinite
olacak sekilde SOD standart ¢ozeltileri hazirlandi. Asagida tabloda belirtilen sekilde
standartlarin spektrofotometrede 460 nm’de absorbans degerleri okundu. Absorbans ve

konsantrasyon arasinda standart grafik egrisi ¢izildi.
Deneyin Yapihisi

Numune, kor ve standart tiipleri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Reaktifler Kor Standart Numune

50 mM pH 7.8|2.7mL 2.6 mL 2.6 mL
Sodyum-Potasyum
Fosfat Tampon
Cozeltisi

o-Dianisidin 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL
Cozeltisi

Standart - 0.1 mL —
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Doku --—- -—- 0.1 mL
Homojenizati

Riboflavin 0.2 mL 0.2 mL 0.2 mL
Cozeltisi

Tiipler vortekste karistirildi. Spektrofotometrede 460 nm’de tiiplerdeki ¢ozeltilerin ilk
absorbans degerleri okundu. Biitiin tlipler karanlikta floresans 1sikta 8 dakika bekletildi;

tiiplerdeki ¢ozeltilerin 460 nm’de kore karsi ikinci absorbans degerleri okundu.

Yapilan seyreltmeler goz oniine alinarak doku homojenizatinin SOD aktivitesi standart

grafik yardimiyla (U/mg protein, dak.) cinsinden hesaplandi.

3.10. LENS DOKUSUNDA GLUTATYON PEROKSIDAZ AKTIVITESI TAYINi

Lens dokusundaki glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi, Wendel (2003) metoduna gore
tayin edildi.

Kullanilan Cozeltiler
Potasyum Fosfat Tamponu (0.25 M)

4.35 g K,HPO, bir miktar distile suda ¢oziildii, 100 mL’ye distile su ile tamamlandi. 3.4
g KH,PO4 bir miktar distile suda ¢oziildii, 100 mL’ye distile su ile tamamlandi. pH 7.0
tampon ¢ozeltiyi hazirlamak i¢in 6 hacim K,HPO4 ve 4 hacim KH,PO, alinarak
karistirildi. Hazirlanan bu tampon ¢ozeltiye 0.093 g EDTA (2.5 mM) ve 0.0162 g NaNj3;
(2.5 mM) tartildi ve pH 7.0 olan ¢ozeltiye ilave edildi.

GSH Cézeltisi (10 mM)

0.003 g GSH tartilir ve distile su ile ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlanir. Cozelti deneyden

hemen Once taze olarak hazirlanir.




27

NADPH Cozeltisi (2,5 mM)

0.002 g NADPH distile ile ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlanir. Cozelti deneyden hemen

once taze olarak hazirlanir.
Glutatyon Rediiktaz Cozeltisi (6U/ml)

5.7 uL glutatyon rediiktaz ImL fosfat tamponu (0.25M, pH 7.0) ile seyreltilir.

Deneyden hemen once taze olarak hazirlanir.
H,0; Cozeltisi (12 mM)

10 uL % 35°lik H,O, distile su ile 10 mL’ye tamamlanir. Bu ¢6zelti deneyden hemen

once taze olarak hazirlanir.
Deneyin Yapilhisi

Numune ve kor tiipleri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Reaktifler Kor Numune
Fosfat Tamponu 600 uL 400 uL
Doku Homojenizati 200 uLL -

GSH Cozeltisi 100 pL 100 uL
NADPH Céozeltisi 100 uLL 100 puL
Glutatyon Rediiktaz | 100 pL 100 uL
Cozeltisi

H,0; Cozeltisi 100 pL 100 uL

H,0; ilave edilip karistirildiktan hemen sonra spektrofotometrede 366 nm’de 5 dakika
boyunca dakikada bir absorbansdaki azalma degeri kaydedildi. Bu deney i¢in
hesaplanmis ekstinksiyon kat sayist 6.22 mM’dir. GPx aktivitesi (U/mg protein, dk.)

cinsinden hesaplanir.
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3.11. LENS DOKUSUNDA GLUTATYON REDUKTAZ AKTIVITESI TAYINIi

Yontemin esasi, okside glutatyonun (GSSG) GR ile indirgenmesi sirasinda

yiikseltgenen NADPH oraninin hesaplanmasina dayanir (Beutler, 1971).

Kullanilan Cozeltiler

HCI Cozeltisi (50 mM)

1.36 mL derisik HCI distile su ile 250 mL’ye seyreltildi.

Tris Cozeltisi (50 mM)

1.51 g tris tartild1 distile suda ¢oziildii. Hacmi 250 mL’ye distile su ile tamamlandi.
Tris-HCI1 (Deney Tamponu) Tamponu (50 mM, pH 8)

50mM Tris ¢ozeltisinden 125 mL alindi iizerine pH 8.0 olana kadar 50mM HCI
cozeltisinden ilave edildi. 67mL HCI konuldugunda pH 8.0’¢ ayarlandi. Kalan hacim
93.06 mg EDTA.Na,.2H,O0 tris-HCI tamponu ile ¢oziilerek 250 mL’ye tamamlandi.
NADPH Céozeltisi (2 mM)

0.83 mg NADPH 0.5 mL tris-HCI tamponu ile ¢6ziildii. Cozelti deneyden hemen once
taze olarak hazirlandi.

GSSG Cozeltisi (20 mM)

6.15 mg GSSG 0.5 mL Tris-HCI tamponu ile ¢oziildii. Cozelti deneyden hemen 6nce

taze olarak hazirlandi.

Deneyin Yapihisi

Numune ve kor tiipleri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.
Reaktifler Numune Kor
Deney Tamponu 870 nL 900 uL
NADPH Cozeltisi 50 uL 50 uL
GSSG Cozeltisi 50 uL 50 uL
Doku Homojenizati 30 uL -—-
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Omek absorbansindaki azalma kore karsi, 5 dakika boyunca 340 nm’de

spektrofotometrede Olciildii ve dakikadaki absorbans degisimi saptandi.

Her bir 6rnek i¢in GR aktivitesi, bu deneyde NADPH i¢in belirlenmis absorbsiyon
katsayist 6.22 olarak kullanild1 ve yapilan seyreltmeler géz Oniine alinarak, {inite/mg

protein olarak hesaplanir.

3.12. LENS DOKUSUNDA GLUTATYON-S-TRANSFERAZ AKTIiVITESI
TAYINI

Lens dokusunda glutatyon-S-transferaz aktivitesi (GST) Habig ve Jacoby (1981)

metoduna gore spektrofototmetrik olarak tayin edildi.
Kullanilan Cozeltiler
Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (0.2M) (pH 6.6)

7.098 g Na,HPO, az miktarda distile suda ¢oziildii, son hacim 250 mL’ye distile su ile
tamamlandi. 6.8045 g KH,PO,4 az miktarda distile suda ¢oziildii, son hacim 250 mL’ye
distile su ile tamamlandi. pH 6.6 tamponu i¢in 4 hacim Na,HPO,4 ve 6 hacim KH,PO4

¢oOzeltisinden alinarak karistirildi.
GSH Cozeltisi (60mM)

9.22 mg GSH 0.5 mL distile suda ¢oziildii. Cozelti deneyden hemen Once taze olarak

hazirlandi.
1-Kloro-2,4-dinitrobenzen Cozeltisi (CDNB) (60mM)

6.07 mg CDNB 0.5 mL mutlak alkolde ¢6ziildii. Cozelti deneyden hemen once taze

olarak hazirlandu.
Deneyin Yapihisi

Numune ve kor asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.
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Reaktifler Numune Kor
Homojenizat 0.5 mL
200mM  Sodyum-Fosfat | 1.5 mL 2 mL

Tamponu pH 6.6

60 mM GSH Cozeltisi 0.05 mL 0.05 mL
60 mM CDNB Cozeltisi 0.05 mL 0.05 mL
Distile su 0.9 mL 0.9 mL

Tablodaki reaktiflerden belirtilen miktarlarda alinarak bir kiivete konuldu. Kiivet kapagi
kapatilarak alt {ist edildi ve spektrofotometrede 340 nm’de 3 dakika boyunca dakikada

absorbans degerleri okundu. GST aktivitesi (U/mg protein) cinsinden hesaplanir.

3.13. LENS DOKUSUNDA PROTEIN KARBONIL MIiKTAR TAYIiNi

Doku protein karbonil miktari, spektrofotometrik olarak 2.,4-dinitrofenilhidrazinin
karbonil gruplariyla reaksiyona girerek 2,4-dinitrofenilhidrazonu olusturmasina bagl

olarak belirlenir.

2,4-dinitrofenilhidrazin, metal katalizli oksidasyona ugramis olan proteinler i¢in bir

belirtegtir (Levine ve ark.,1990).

Kullanilan Cozeltiler

DNPH Cozeltisi (2,4-Dinitrofenil hidrazin) (10mM)

0.4954 g DNPH 2.5 M HCI’de ¢oziildii ve hacmi HCl ile 250 mL’ye tamamlandi.
HCI Cozeltisi (2.5M)

103.62 mL derisik HCI alind1 balon jojeye konuldu iizerine 500 mL oluncaya kadar

distile su ilave edildi.




TCA (Triklorasetik asit) Cozeltisi (% 20)

50 g TCA tartildi. Distile suda ¢oziilerek ¢ozeltinin hacmi 250 mL’ye distile su ile

tamamlandi.

Guanidin Hidrokloriir Cozeltisi (6M)

57.318 g guanidin hidrokloriir distile suda ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

Etanol-Etilasetat (1:1)
100 mL etanol ile 100 mL etilasetat karigtirildi.
Deneyin Yapihsi

Deney asagidaki tabloda gosterildigi gibi yapildi.

Reaktifler Numune Kor
Siipernatant 0.5mL 0.5 mL
DNPH c¢ozeltisi 2mL

HCI Cozeltisi 2mL

Tiipler bir saat oda temparatiiriinde karanlikta inkiibe edildi. 15 dakikada bir vorteksle

karigtirildi.

TCA Cozeltisi

2.5mL

2.5mL

Tiipler 5 dakika buzun iginde bekletildi, sanrifiije edildi. Ust kisim atild, ¢okelti 3 kez

2 mL etanol, etilasetat (1:1) karisimi ile yikandi. Son ¢okelti ImL guanidin hidrokloriir
ile muamele edildi ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Spektrofotometrede 370 nm’de

kore kars1 absorbans degerleri okundu. Lens dokusunda protein karbonil miktari

asagidaki formiile gore hesaplandi.

Protein karbonil (nmol protein karbonil/mg protein)= Absx90.9/mg protein
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Abs= Absorbans degeri

3.14. LENS DOKUSUNDA ALDOZ REDUKTAZ AKTIiVITESI TAYINi

Aldoz rediiktaz aktivitesi Hayman ve Kinoshita (1965) yontemine gore tayin edildi.
Kullanilan Cozeltiler
Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (0.067M) (pH 6.2)

2.37 g Na,HPO, az miktarda distile suda ¢oziildii, 250 mL’ye distile su ile tamamlandi.
2.27 g KH,PO, az miktarda distile suda ¢6ziildii, 250 ml’ye tamamlandi. pH 6.2
tamponu i¢in 2 hacim Na,HPO4 ve 8 hacim KH,PO4 olacak sekilde karistirildi.

NADPH Cézeltisi (0.25mM)

0.21 mg NADPH 1 mL distile suda ¢oziildii. Cozelti deneyden hemen 6nce taze olarak

hazirlandi.
DL-Gliseraldehid Cozeltisi (0.5 mM)

0.045 mg DL-gliseraldehid 1mL distile suda ¢oziildii. Cozelti deneyden hemen 6nce

taze olarak hazirlandi.

Deneyin Yapihisi

Reaktifler Numune Kor
Fosfat Tamponu 0.7mL 0.8mL
NADPH Cozeltisi 0.ImL 0.ImL
Doku Homojenizati 0.lmL 0.1mL
DL-Gliseraldehid 0.lmL 0.1mL
Cozeltisi
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Tablodaki reaktiflerin hepsi bir kiivete ilave edildikten sonra sonra kiivet kapagi
kapatilarak alt {ist edilir ve hemen spektrofotometreye konularak 3 dakika boyunca 30

saniyede bir 340 nm’deki absorbans degisimi kaydedildi.

Aldoz Rediiktaz Aktivitesi (U/mg protein)=[((AOD/dk)*Viota1)/(6.22XV smek) % f]/(Mg
protein/mL)

AOD= Absorbans farki

3.15. LENS DOKUSUNDA SORBITOL DEHIDROJENAZ AKTIiVITESI TAYINIi

Lens dokusunda sorbitol dehidrojenaz aktivitesi Baretto ve Beutler metoduna gore
spektrofotometrik olarak tayin edildi ( Baretto ve Beutler, 1975). Reaksiyon sonucu

olusan {irliniin absorbansi 340 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.
Kullanilan Cozeltiler

Tris Cozeltisi (1M)

12.114 g Tris distile su ile ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

HCI Cozeltisi (1M)

8.2898 mL HCl distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Tris-HCI Tamponu (1M) (pH 8.0)

IM Tris ¢ozeltisinden 50 mL alind1 {izerine pH 8.0 olana kadar 1M HCI ¢ozeltisinden
ilave edildi 35.25 mL HCl ilave edilerek pH 8.0’e ayarlanarak 100 mL’ye tamamlandh.

NAD'(50mM)

0.0331 g NAD" 1 mL distile suda ¢oziildii. Cozelti deneyden hemen dnce taze olarak

hazirlandi.
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MgCl, Cozeltisi (100 mM)

0.0203g MgCl, ImL distile suda ¢oziildii. Cozelti deneyden hemen once taze olarak

hazirlandi.
Sorbitol Cozeltisi (200mM)

0.0364 g sorbitol 1mL distile suda ¢oziildii. Cozelti deneyden hemen Once taze olarak

hazirlandi.
Deneyin Yapihisi

Tiiplere numune ve kor icin belirtilen reaktifler tablodaki oranlarda alindi.

Reaktifler Numune Kor
1M Tris-HCI Tamponu 100pL 100puL
50mm NAD" Cozeltisi 100puL 100uL
100mm MgCl, Cozeltisi 100pL 100uL
Homojenizat 100pL

Distile su 500pL 600uL

Numune ve kor tiipler 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

200 mm Sorbitol Cozeltisi | 100pL 100uL

10’uncu dakikada sorbitol ilave edilerek reaksiyon baslatilir. 340 nm dalga boyunda 4
dakika boyunca dakikada bir absorbans artan degerleri kaydedilir. SDH aktivitesi (U/mg

protein) cinsinden hesaplanir.
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3.16. LENS DOKUSUNDA PROTEIN MiKTAR TAYIiNi

Yontemin esasi, alkali ortamda bakir iyonlart ile reaksiyona sokulan proteinlerin Folin
ayiraci ile indirgenmesi sonucu olusan mavi rengin siddetinin spektrofotometrik olarak
Olciilmesidir (Lowry ve dig., 1951).

Kullanilan Cozeltiler

A Reaktifi (% 2 Na,CO3)

% 2 NayCOs: 2 g NayCOs tartildi, 0.1 N NaOH c¢ozeltisi ile ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye
tamamlandi.

B Reaktifi (% 0.5 CuSO45H,0)

% 0.5 CuS04.5H,0: 0.05 g CuSO4. 5H,O0 tartild1 ve % 1dipotasyum tartarat ¢ozeltisi ile
¢oziildii. Hacmi 10 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zelti her giin taze olarak hazirlandi.

C Reaktifi

Alkali sodyum karbonat ¢ozeltisinin 50 mL’sine 1 mL bakir siilfat ¢ozeltisinin ilavesi
ile hazirlandi. Bu karisim yarim saat i¢inde bozuldugundan her kullanista tekrar taze
olarak ¢ozelti hazirlandi.

E Reaktifi (Folin Reaktifi)

1500 mL’lik Florence balonuna 100 g sodyum tungstat, 25 g sodyum molibdat, 700 mL
distile su, 50 mL % 85°lik fosfat asidi ve 100 mL derisik HCI konuldu. Geri sogutucu
altinda 10 saat kaynatildi. Uzerine 150 g LiSO4, 50 mL distile su ve birkag damla brom
ilave edildi. Bromun fazlasini uzaklastirmak i¢in 15 dakika daha kaynatildi, sogutuldu
ve distile su ile son hacim 1 L’ye tamamlandi. (Bu stok Folin reaktifidir, deneylerde
kullanilirken 1:2 oraninda distile su ile seyreltilerek kullanildi.)

Lens dokusunda spektrofotometrik olarak total protein miktarini tayin etmek ic¢in % 100
mg albumin ihtiva eden stok ¢o6zelti hazirlandi. Bundan serum fizyolojik ile
seyreltmeler yapilarak % 2, 4, 6, 8, 10 mg albumin ihtiva eden c¢alisma standart

¢oOzeltileri hazirlandi.



Deneyin Yapihisi
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Kor, numune ve standart tiipleri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Reaktifler Kor Numune Standart
Standart Cozeltisi | --- --- 0.5 mL
Doku --- 0.5mL ---
Homojenizati

Serum Fizyolojik | 0.5 mL - -—-

C Reaktifi 2.5mL 2.5mL 2.5mL
Tiipler vortekste karistirildi ve oda sicaklifinda 10 dakika beklendi.

E Reaktifi 0.25 mL 0.25 mL 0.25 mL

Tipler vortekste karistirildi. 30 dakikanin sonunda spektrofotometrede 500 nm’de kore

kars1 absorbanslar1 okundu. Standart egri yardimiyla numunenin % mg protein olarak

miktar1 hesaplandi.

Istatiksel Degerlendirme

Tim deneylerde elde edilen bulgular, NCCS paket programina gore istatiksel olarak

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismada, VPA ile olusturulan lens hasarina Eda’nin etkilerini gérmek igin sicanlarin
lens doku orneklerinde, incelenen biyokimyasal parametrelere ait sonuglar Tablo 4.1-

4.3 arasinda verildi.
Lens GSH ve LPO degerleri Tablo 4. 1’ de verildi.

Tablo 4.1: Deney ve kontrol grubu siganlarin lens GSH ve LPO degerleri.

Grup GSH LPO

(nmol GSH/mg protein)* (nmol MDA/mg protein)*

Kontrol 18.28+4.35 0.15+0.12
Kontrol +Eda 10.01+1.96 0.10 £ 0.09
VPA 5.62+1.99° 0.77 £ 0.31°
VPA+Eda 10.28+3.38° 0.07 £ 0.01°
Panova 0.004 0.0001
*Ortalama +SD

“p<0.05 kontrol
°p>0.05 VPA
°5<0.005 VPA

Kontrol, kontrol+Eda, VPA ve VPA+Eda gruplarinin GSH degerleri karsilagtirildiginda

gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriildii (Panova= 0.004).

Kontrol grubu ile kontrol + Eda verilen grubun GSH degerleri birbiri ile
karsilagtirildiginda kontrol + Eda grubunun GSH degerleri anlamsiz olarak azaldi. VPA
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verilen siganlarin GSH degerleri ile kontrol grubu degerleri karsilagtirildiginda VPA
uygulanan hayvanlarin degerleri anlamli olarak azaldi (P<0.05). VPA ile VPA + Eda
grubu birbiri ile karsilastirildiginda VPA + Eda grubunun VPA’ya gore anlamsiz oldugu
bulundu (P>0.05) (Tablo 4.1).

Dort grup birbiri ile karsilastirildiginda gruplar arasinda LPO degerlerinde anlamli bir
farklilik oldugu goriildii (Panova= 0.0001).

Kontrol grubu ile kontrol + Eda wverilen grubun LPO degerleri birbiri ile
karsilastirildiginda kontrol + Eda grubunun LPO degerinin anlamsiz oldugu bulundu.
VPA verilen siganlarin LPO degerleri ile kontrol grubu karsilagtirildiginda VPA verilen
sicanlarin LPO degerleri artt1 (P<0.05). VPA ile VPA + Eda grubu birbiri ile
karsilastirildiginda VPA+ Eda grubunun LPO degerleri azaldi (P<0.05) (Tablo 4.1).

Lens SOD, GPx, GR ve GST degerleri Tablo 4. 2 de verildi.

Tablo 4.2: Deney ve kontrol grubu siganlarin lens SOD, GPx, GR ve GST degerleri.

Grup SOD GPx GR GST

(U/mg protein)* (U/g protein)* (U/ mg protein)* (U/mg protein)*
Kontrol 53.12 £25.57 3406+ 6.42  0.028+£0.0172 0.011+0.0058
Kontrol + Eda  66.68 £22.15 4599+ 1721  0.011£0.0072 0.012+0.0051
VPA 14.65+ 537° 2477+ 4.56* 0.005+0.0015"  0.004+0.0025°
VPA + Eda 52.10£29.20° 3698+ 5.37° 0.013+0.0034°  0.018+0.0085"
Panova 0.006 0.028 0.002 0.006

*Ortalama =SD

“p<0.05 kontrol
®r<0.05 VPA

°p<0.001 VPA
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Kontrol, kontrol + Eda, VPA ve VPA + Eda gruplart birbiri ile karsilagtirildiginda
gruplar arasinda SOD, GPx, GR ve GST aktivitelerinde anlamli farkliliklar oldugu
goruldu (PANOVA: 0006, PANOVA = 0028, PANOVA: 0002, PANOVA 20006)

Kontrol grubu ile kontrol + Eda verilen grubun SOD aktiviteleri birbiri ile
kiyaslandiginda kontrol + Eda grubunun SOD aktivitesi kontrol grubuna gore anlamsiz
olarak artti. VPA verilen siganlarin SOD aktiviteleri ile kontrol grubu kiyaslandiginda
VPA verilen sicanlarin SOD aktiviteleri anlamli olarak azaldi (P<0.05). VPA ile VPA +
Eda grubu birbiri ile kiyaslandigindaVPA + Eda grubunun SOD aktiviteleri anlamli
olarak artt1 (P<0.05) (Tablo 4. 2).

Kontrol grubu ile kontrol + Eda verilen grubun GPx aktiviteleri birbiri ile
kiyaslandiginda kontrol + Eda grubunun GPx aktivitesi anlamsiz olarak artti. VPA
verilen siganlarin GPx aktiviteleri ile kontrol grubu kiyaslandigindaVPA verilen
sicanlarin GPx aktiviteleri anlamli olarak azaldi (P<0.05). VPA ile VPA + Eda grubu
birbiri ile kiyaslandiginda VPA + Eda grubunun GPx aktiviteleri anlamli olarak artti
(P<0.05) (Tablo 4. 2).

Kontrol grubu ile kontrol + Eda verilen grubun GR aktiviteleri birbiri ile
karsilagtirildiginda kontrol + Eda grubunun GR aktivitesi anlamli olarak azaldi
(P<0.05). VPA verilen sicanlarin GR aktiviteleri ile kontrol grubu karsilastirildiginda
VPA verilen sicanlarin GR aktiviteleri anlamli olarak azaldi (P<0.05). VPA ile VPA +
Eda grubu birbiri ile karsilastirildiginda VPA + Eda grubunun GR aktiviteleri VPA’ya
gore arttt (P<0.001) (Tablo 4. 2).

Kontrol grubu ile kontrol + Eda verilen grubun GST aktiviteleri birbiri ile
karsilastirildiginda kontrol + Eda grubunun GST aktivitesi anlamsiz olarak artti. VPA
verilen siganlarin GST aktiviteleri ile kontrol grubu karsilastirildiginda VPA verilen
sicanlarin GST aktiviteleri anlamli olarak azaldi (P<0.05). VPA ile VPA + Eda grubu
birbiri ile karsilastirildiginda VPA + Eda grubunun GST aktiviteleri VPA’ya gore artti
(P<0.05) (Tablo 4. 2).
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Lens PC, AR ve SDH degerleri Tablo 4.3’ de verildi.

Tablo 4.3: Deney ve kontrol grubu siganlarin lens PC, AR ve SDH degerler

Grup PC AR SDH

(nmolkarbonil/mg (U/mg protein)* (U/mg protein)*

protein)*
Kontrol 7.89+1.69 0.0015:£0.0007 0.0005::0.0003
Kontrol +Eda 8.1442.51 0.0012:0.0011 0.0003+0.0002
VPA 16.43+7.36" 0.0028+0.0023 0.003540.0019"
VPA+Eda 5.48+2.32° 0.0004+0.0003 0.0004:0.0002°
Panova 0.001 0.142 0.0001

*QOrtalama £SD

*p<0.05 kontrol

°p<0.05 VPA

Dort grubun PC degerleri ve AR ve SDH aktiviteleri karsilastirildiginda PC degeri ile
SDH’1n aktivite degerleri arasinda anlamli farkliliklar oldugu bulundu (Panova= 0.001,

PANOVA: 00001)

Kontrol grubu ile kontrol + Eda verilen grubun PC degerleri birbiri ile kiyaslandiginda
kontrol + Eda grubunun PC degeri anlamsiz olarak artti. VPA verilen siganlarin PC
degerleri ile kontrol grubu kiyaslandiginda VPA verilen sicanlarin PC degerleri anlamli
olarak artt1 (P<0.05). VPA ile VPA + Eda grubu birbiri ile kiyaslandiginda VPA + Eda
grubunun PC degerleri VPA‘ya gore azald1 (P<0.05) (Tablo 4.3).

Kontrol grubu ile kontrol + Eda verilen grubun AR aktiviteleri birbiri ile
karsilastirildiginda kontrol + Eda grubunun AR aktivitesi kontrol grubuna gore anlamsiz

olarak azaldi. VPA verilen siganlarin AR aktiviteleri ile kontrol grubu
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karsilastirildiginda  VPA verilen siganlarin AR aktiviteleri kontrol grubuna gore
anlamsiz olarak artti. VPA ile VPA + Eda grubu birbiri ile karsilagtirildiginda VPA +
Eda grubunun AR aktiviteleri VPA grubuna gore anlamsiz olarak azaldi (Tablo4.3).

Dort grubun SDH aktivitesi birbiri ile karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik oldugu goriildii (Panova = 0.0001).

Kontrol grubu ile kontrol + Eda verilen grubun SDH aktiviteleri birbiri ile
karsilastirildiginda kontrol + Eda grubunun SDH aktivitesi kontrol grubuna gore
anlamsiz olarak azaldi. VPA verilen siganlarin SDH aktiviteleri ile kontrol grubu
karsilastirildiginda  VPA verilen siganlarin SDH aktiviteleri anlamli olarak artt1
(P<0.05). VPA ile VPA + Eda grubu birbiri ile karsilagtirildiginda VPA + Eda
grubunun SDH aktiviteleri anlamli olarak azaldi1 (P<0.05) (Tablo 4.3).
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5. TARTISMA VE SONUC

Epilepsi en ciddi kronik norolojik hastaliklardan biri olup, diinyada yaklasik 50 milyon
kisi epilepsi hastasidir. Bu say1 her yil gittikge artmaktadir. Halk arasinda bu hastaliga
sara hastalig1 denir. Epilepsi ¢ocuk ve ergenlik ¢aginda goriilen norolojik bir hastaliktir.
Gelismis iilkelerde goriilme insidans1 25-50/100.000°dir. Epilepsi her yas grubunda

goriilen bir hastalik olmasina ragmen genellikle en geng ve en yash kisilerde goriiliir.

Epilepsi i¢in bilinen risk faktorleri genetik yatkinliktan bagka, beyin tiimoérleri, alkol,
travmatik kafa yaralanmalar1 ve merkezi sinir sitemi enfeksiyonlaridir. Gebelikte maruz
kalinan radyasyon, gebelikte alinan ¢esitli ilaglar, enfeksiyon hastaliklari, zor dogum ve

beynin oksijensiz kalmas1 gibi dogumla ilgili yasanan sorunlar epilepsiye neden olabilir.

Cocuklarda epilepsi, viicudun tiimiinde kasilma, ¢ene kilitlenmesi, bon bakma, anlamsiz
sekilde dalma, anlamsiz tekrarlayan hareketler, ani bir sekilde bas diismeleri, irkilme,
kol ve bacaklarda anlamsiz si¢cramalar ve fazla miktarda g6z kirpistirma gibi belirtilerle

karakterizedir.

Bu hastaligin tedavisinde karbamezapin, fenitoin, VPA gibi ¢esitli antiepileptik ilaglar

kullanilir.

Bu ilaglarin etkin dozlarda kullanimi ile hastalarda cesitli yan etkiler ortaya
cikabilmektedir. VPA’y1 yiiksek dozlarda alan hastalarda karacigerde hepatotoksite
olusur ve buna bagh olarak diger dokularda da ¢esitli hasarlar olusabilir (Goldenson ve
dig., 1997; Swaiman ve Ashwal, 1999; Williams ve dig., 2000). VPA verilen hastalarin
serumlarinda VPA diizeyi 100 pg/mL degerlerinin iizerine ¢iktiginda hastalarda,
pankreatit, asidoz, hiperamonemi, karaciger toksisitesi ve elektrolit metabolizmasinda
bozuklugun meydana geldigi Sztajnkrycer (2002) tarafindan one siirtilmiistiir. VPA
gastrointestinal sistemden kolayca ve hizli bir sekilde absorbe edilir, enjeksiyondan 1-4
saat sonra serumdaki konsantrasyonu artar. VPA alan hastalarin kanlarinda VPA diizeyi
850 ug/mL’ye ulastifinda tiim hastalarda koma ve asidoz durumu olustugu Spiller ve

dig., tarafindan ileri siiriilmiistiir (Spiller ve dig, 2000). Valproik asit veya diger
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kimyasal maddelerin viicutta olusturdugu hasar1 gidermek igin cesitli deneysel
caligsmalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda, ¢esitli antioksidan 6zellige sahip bilesikler veya
cesitli bitki ekstreleri kullanilmistir. Bunlar edaravon (Oktay ve dig., 2015; Oktay ve
dig., 2016), B¢ vitamini (Tunali, 2014), U vitamini (Sokmen ve dig., 2012), kuersetin
(Chaudhary ve dig., 2015), resveratrol (Ourique ve dig., 2016), omega-3-yag asidi
(Abdel- Dayem ve dig., 2014), paz1 (Ustundag ve dig., 2016) ve taurin (Dogru
Abbasoglu ve dig., 2001)’dir.

Viicudumuzda olusan oksidatif stresi Onlemeye calisan ¢esitli enzim ve endojen
maddeler bulunmaktadir. Viicuda alinan veya viicutta olusan bazi oksidanlar belirli bir
diizeyin lizerine ¢ikabilir. Olusan bu oksidanlar1 yok etmek i¢in viicuttaki antioksidanlar
yeterli diizeyde olmadiginda oksidan molekiiller organizmanin yapi elemanlar1 olan
protein, karbohidrat, lipit ve niikleik asitleri lizerine etki ederler. Zararli olan tiim bu
etkilere oksidatif stres adi verilir. Viicutta yetersiz olan veya yetersiz diizeye inebilen
antioksidanlara ilave olarak disaridan antioksidanlarin alinmasi gereklidir (Valko ve

dig., 2007).

Edaravon’un si¢anlarda kimyasal maddeler ile olusturulan g¢esitli hayvan modellerinde
koruyucu etkilerinin oldugu c¢esitli arastirmacilar tarafindan one siiriilmiistiir (Im ve

dig., 2015; Mori ve dig., 2015; Ji ve dig., 2016).

Edaravon’un Parkinson ve amyotropik lateral sklerosis noroprotektif etkisinin oldugu
gosterilmistir (Kikuchi ve dig., 2011). Ketamin ile olusturulan mania hastaliginda
edaravonun etkileri incelenmis ve edaravon’un olusan hasari o6nledigi goriilmiistiir

(Arslan ve dig., 2016).

Glutatyon, glutamik asid, sistein ve glisinden olusan non protein yapisindaki tripeptiddir
(Ali ve dig, 2014). Bu madde organizmada pek ¢ok metabolik sistemde onemli rol
oynar (Anderson ve Meister, 1989). GSH, basta karaciger olmak {izere dalak, bobrek,
lens, 16kosit ve eritrositlerde bulunur. Serbest radikallerin etkilerini azaltmak ig¢in
reaksiyona girebilecek olan tiyol grubunu yapisinda bulundurmasi nedeni ile GSH

antioksidan 6zellik gdsterir (Ruswort ve Megson, 2014).

Cesitli hastaliklarda veya kimyasal maddeler ile olusturulan doku hasarlarinda doku ve

kan glutatyon miktarinin azaldigi tespit edilmistir (Chis ve dig, 2016). VPA ile
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olusturulan karaciger lens hasarinda, doku GSH miktarmin azaldigi gorilmistiir
(Sokmen ve dig., 2012). Sicanlarda Wi-Fi ile olusturulan lens hasarinda GSH degerinin
azaldig1 Tok ve dig; (2014) tarafindan belirtilmistir.

H,0; ile olusturulan lens hasarinda GSH degerinin yine azaldigi Zhou ve arkadaslari
(2016) tarafindan One siiriilmiistiir. Lenste yiiksek miktarda bulunan GSH degerinin
uygun biyolojik fonksiyonlarda koruyucu olarak gorev yaptigi ve antioksidan 6zellik
gosterdigi belirtilmistir (Tok ve dig., 2014). Abdel-Dayem ve arkadaglar1 tarafindan 14
giin boyunca giinde 500 mg/kg VPA verilen siganlarin karacigerlerinde GSH
seviyelerinin azaldigi belirtilmistir (Abdel-Dayem ve dig., 2014). Chaudhary ve dig.,
(2015) tarafindan in vitro olarak (5,10 ve 20 mg) VPA ile olusturulan nefrotoksisitede
bobrek dokusundaki GSH degerinin artti§i bulunmustur. Cakmak ve Yanardag
tarafindan VPA ile olusturulan karaciger toksisitesinde de karaciger GSH diizeyinin

azaldig1 bulunmustur (Cakmak ve Yanardag, 2015).

Calismada, VPA ile olusturulan lens hasarinda GSH diizeyinin lenste azaldig1, edaravon
verilmesi ile GSH degerinin arttig1 bulunmustur. Edaravonun GSH diizeyini arttirmasi
GSH sentezinde rol oynayan enzim aktivitelerinin artmast ve GSSG’un GSH’a
dontisiimiinde rol oynayan glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinin artmasi ile de ilgili
olabilecegi One siiriilebilir. Baz1 kimyasal maddeler ve ¢evre ortamindaki kimyasallar

lens antioksidan sistemin hasar gormesine neden olurlar.

Lipid peroksidasyon reaksiyonlar: {riinlerinden olan MDA’nin hiicre membraninda
iyon degisimini etkileyerek hiicre membran yapilarinda degisiklige yol actigi Niki ve
dig., (2005) tarafindan One siiriilmiistiir. LPO f{iriinlerinde olusturdugu hasarla birlikte
LPO degerinin arttig1 One sirilmiistir. VPA verilmesi ile c¢esitli dokularda LPO
diizeyinin arttif1 yapilan caligmalarda belirtilmistir (Sokmen ve dig., 2012; Tunali,
2014; Abdel-Dayem ve dig., 2015; Cakmak ve Yanardag, 2015).

Calismamizda da VPA verdigimiz sicanlarin lens LPO miktarlarinda anlamli bir artig
oldugu gorilmiistir. VPA + Eda verilmesi ile artmig olan LPO’nun anlamli olarak
azaldig1 saptanmistir. LPO degerinin azalmasi lens dokusundaki hasarin onlendigini

gostermektedir.
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Oksijenle solunum yapan tiim canlilar oksidatif strese maruz kalirlar. SOD, oksijen
radikallerinin H,0O,’ye dismutasyonu katalizleyen, hiicreleri oksijen radikallerinin
zararl etkilerinden koruyan ve serbest radikallere karsi savunmayi gergeklestiren

antioksidan bir enzimdir.

Yapilan c¢aligmalarda SOD aktivitesinin VPA uygulanan sicanlarda (Gezginci-
Oktayoglu ve dig., 2016; Oktay ve dig., 2016), diyabette (Sacan ve dig., 2016),
pentilentetrazol ile olusturulan epilepsi modellerinde (Bayrak, 2015), arttifi veya
azaldig1 gosterilmistir. Lityum karbonat ile olusturulan bobrek hasarinda (Ben Saad ve
dig., 2016) ve etanol ile olusturulan karaciger ve bobrek toksistesinde de SOD
aktivitesinin azaldigr goriilmiistiir (Kamoun ve dig., 2016). Pipenger ve dig., (1989)
uzun siireli VPA alan hastalarin eritrositlerindeki SOD aktivitesinin azaldigini, Yis ve
dig., (2009), epilepsi hastasi olan ¢ocuklarin eritrosit SOD aktivitelerinde artis oldugunu
ileri stirmislerdir. Yiiksel ve arkadaslar1 (2000), 13 aylik bir periyotta valproat alan
hastalarin eritrositlerinde SOD aktivitelerinin arttigin1 rapor etmislerdir. Ayrica yine
epileptik ¢ocuklara uygulanan VPA’nin SOD aktivitesini azalttigi Sobaniec ve dig.,

(2006) tarafindan 6ne stiriilmiistiir.

Calismamizda SOD aktivitesinin VPA uygulanan si¢anlarin lenslerinde azaldigi
saptanmistir. VPA grubuna antioksidan bir madde olan edaravon uygulandiginda

azalmis olan SOD enzim aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir.

Glutatyona bagli enzimler antioksidan ve detoksifikasyon ozelliklerinden dolay:

organizmada olusan hasarlar1 6nlemede 6nemli role sahiptirler (Ketterer, 1988).

Tetramerik bir enzim olan glutatyon peroksidaz, glutatyona bagli bir enzim olup,
serbest radikallerin hidroksi peroksit ile hidroperoksitlerin indirgenmesini saglar. Enzim
aktivitelerindeki azalma, hidrojen peroksit birikmesine ve hiicre hasarina yol agar. GPx
lipid peroksidasyonunun baglamasini 6nler, hem de lipid peroksidasyonu sonucu olusan

lipid hidroperoksitlerin metabolizmasini saglar.

GPx endojen bir antioksidan enzim olup peroksitlerin zehirsizlestirilmesinde 6nemli bir
role sahiptir. GPx oksidan maddelere kars1 hiicreyi korur. GPx indirgenmis glutatyonu

yiikseltgenmis forma cevirir (Yuksel ve dig., 2001; Sobaniec ve dig., 2006). VPA alan
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hastalarda GPx aktivitesinin kontrole gore azaldigini Kurekei ve dig., (1995), arttigini

ise Cengiz ve arkadaglar1 (2000) 6ne siirmiislerdir.

VPA ile olusturulan toksisitede lens dokusunda GPx aktivitesinin kontrole gore arttigi,
Bs verilmesi ile artmis olan GPx aktivitesinin azaldigi Tunali (2014) tarafindan rapor
edilmistir. Benzer sekilde calismamizda VPA ile olusturulan lens hasarinda GPx

aktivitesinin azaldig1, Eda verilmesi ile bu degerin arttig1 saptanmustir.

Diyabetik sicanlarda (Sacan ve dig., 2016), amiadoron ile olusturulan toksisitede
(Turkyilmaz ve Yanardag, 2016), VPA ile olusturulan lens (Sokmen ve dig., 2012 ve
karaciger hasarinda (Cakmak ve Yanardag, 2015), pentilen tetrazol verilen sicanlarda
(Bayrak, 2015), hiperlipidemi olusturulan siganlarda (Doger ve dig., 2011), aliiminyum
ile olusturulan toksisitede (Bulan ve dig., 2015) cesitli dokularda GPx aktivitelerinde
artma goriiliitken, bazi ¢aligmalarda bu enzim aktivitelerinde azalma oldugu

gorilmistir.

Calismada VPA ile olusturulan lens hasarinda GPx aktivitesinin azaldigi, Eda verilmesi
ile bu degerin arttig1 saptanmistir. Enzim aktivitesinin artmasi lensde olusan hasarin

onlendigini gostermektedir.

GR, GSH redoks siklusundaki enzimlerden biridir. Bu enzimin aktivitesinin valproat
tarafindan inhibe edildigi Graf ve dig., (1998) tarafindan rapor edilmistir. VPA verilen
siganlarin lens dokusunda GR aktivitesinin azaldigi, Tunali ve dig., (2015) tarafindan
bildirilmis, U vitamini verilmesi ile GR aktivitesinin arttigi One slrilmiistiir.
Caligmamizda elde edilen bulgular da bu calismaya benzerdir. VPA verdigimiz
siganlarin lens GR aktivitesi azalmis, Eda verilmesi ile azalan aktivitenin arttigi

bulunmustur.

GST bir multienzim ailesi olup, organizmada detoksifikasyon islemlerinden
sorumludur. Bu c¢alismada, GST enzim aktivitesi VPA verilen sicanlarda kontrol
grubuna gore azalmistir. VPA uygulanan sicanlarda lens GST enzim aktivitesinin
azaldigi, U vitamini verilmesi ile lens GST aktivitesinin arttig1 Tunali ve dig., (2015)
tarafindan One siiriilmiistiir. Diger bir calismada VPA verilen siganlarin ince bagirsak

dokularinda da VPA aktivitesinin azaldigi, Eda verilmesi ile azalmis olan GST
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aktivitesinin arttig1, Oktay ve dig., (2015) tarafindan one siiriilmiistiir. Bu ¢alismada da

VPA verilen sicanlarin lens GST aktivitesinin azaldigi, Eda verilmesi ile arttig1 goriildii.

PC proteinlerdeki kalic1 oksidatif hasarin gostergesi olarak kullanilmaktadir (Cakatay ve
Kayali, 2004). Cesitli hastaliklarda proteinlerin oksidasyonu artmaktadir (Cakatay ve
Kayali, 2004). Toksik madde verilmesi ile olusan serbest radikaller PC bilesiklerinin
olusumuna neden olmaktadir. Okside olmus proteinlerde proteolize yatkinlik ve normal
fonksiyonlarda azalma meydana gelmektedir. VPA verilen sicanlarda PC degerinin
artmasi proteinlerin oksidasyonuna neden oldugunu ve buna bagli olarak lenste hasar
meydana geldigini bize gostermektedir. Eda ve VPA grubunun PC diizeylerinin VPA
grubuna gore azalmasi, Eda verilmesinin proteinlerin oksidasyonunu onlendigini ve

proteinleri kalici1 oksidatif hasardan korudugunu bize gostermektedir.

Aldoz rediiktaz enzimi retina, lens ve vaskiiler hiicreler gibi bir¢cok farkli dokuda
bulunan bir enzimdir. Poliol yolunun ilk enzimidir. Diyabetiklerde katarakt olusumunda
rolii olan bir enzimdir. Bu yolun aktive olmast NADPH’ 1n azalmasina yol acar. VPA
verilen sicanlarda aldoz rediiktaz aktivitesinin arttigi Tunali ve dig., (2015) ve Tunali
(2014) tarafindan bildirilmistir. B¢ ve U vitamini verilmesi ile AR aktivitesinde azalma
oldugu goriilmiistiir. Aldoz rediiktaz aktivitesinin azalmasi ile siganlarda olusan lens
hasarimin 6nlendigini bize gostermektedir. Baz1 dogal bilesiklerin in vitro olarak AR
inhibitorii oldugu Tomlinson ve dig., (1994) tarafindan one siiriilmiistiir. Genellikle

flavonoidler AR olarak bilinmektedir (Nakai ve dig., 1985).

Jung ve dig., (2011) tarafindan klorojenik asidin AR inhibitorii oldugu bildirilmistir.
Calismamizda VPA uyguladigimiz siganlarin lenslerinde AR aktivitesinin arttigi
gorilmistir. Bu sonug¢ diger yaptigimiz lens ile 1ilgili sonuglara uygunluk
gostermektedir (Tunali, 2014; Tunali ve dig., 2015). Calismamizda VPA grubuna Eda
verilmesi ile artmis olan AR aktivitesinin azaldig1 saptanmistir. AR aktivitesindeki

artistaki azalma lenste olusan hasarin 6nlendigini bize géstermektedir.

Sorbitol dehidrojenaz (SDH) alkol dehidrojenaz smifi bir enzim olup, sorbitoliin
fruktoza doniisiimiinii katalize eder. SDH bdbrek karaciger, lens gibi viicudun her
yerinde bulunmaktadir. Cesitli hasarlarda SDH aktivitesinin ¢esitli dokularda arttigi

yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Khorsand ve dig., 2016). Calismamizda lens dokusu
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SDH aktivitesinin VPA verilmesi sonucunda arttig1, Eda verilmesi ile azaldig1 bulundu.
Lens SDH aktivitesinin artmasi lens dokusunun bozuldugunu, Eda verilmesi ile hasar

goren lens dokusunun diizeldigini bize gostermektedir.

Calismada, VPA uygulanan siganlarda enzim aktivitelerinde azalma veya artma
goriilmesi lens dokusunun VPA uygulanmasi ile hasar gordiigiinii bize gostermektedir.
Sentetik bir antioksidan olan edaravon verilmesi ile biyokimyasal parametrelerin normal

degere yakin bir degere geldigi goriilmektedir.

Sonug olarak, VPA kullanan epilepsi hastalarinda VPA’nin olusturdugu lens hasarinda
edaravon’nun koruyucu etkisinin goriillmesi epilepsi hastaliginin tedavisinde
edaravonun alternatif bir ilag¢ olabilecegini ve epilepsi tedavisine katki saglayabilecegi

One surilebilir.
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