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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

PENTILENTETRAZOL iLE UYARILAN EPIiLEPSIDE U VITAMINININ
LENS DOKUSU UZERINE ETKILERI

Sinem BAYRAM

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damsman : Prof. Dr. Refiye YANARDAG

Epilepsi, beynin spesifik bolgelerindeki néronlarin kaybi sonucu ortaya ¢ikan, tekrarlayan ve
tanimlanabilen bir olayla tetiklenmemis ndbetlerle karakterize olan ndrolojik bir hastaliktir.

U vitamini (S-metil metiyonin siilfonyum kloriir) yapisinda kiikiirt bulunan, basta lahana olmak
lizere bircok besinde yer alan, deneysel caligmalar sonucu antioksidan, antiinflamatuar,
antitilser gibi ¢esitli etkileri oldugu kanitlanmis, vitamin sinifinda olmamasina karsin vitamin
olarak adlandirilan bir maddedir.

Calismamizda sicanlarda pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulmus epilepsi modelinde U
vitamininin lens dokusu tizerindeki koruyucu etkileri arastirildi. Bu sebeple calismamizda 28
adet Sprague Dawley tiirii erkek sicanlar kullanildi ve bu siganlar rastgele secilerek dort gruba
ayrildi. 1. grup (kontrol grubu) siganlara intraperitoneal olarak 7 giin siire ile % 0.9 NaCl verildi.
II. grup (U vitamini grubu) si¢anlara U vitamini 7 giin siire ile giinde 50 mg/kg olacak sekilde
intraperitoneal olarak verildi. 1. grup (PTZ grubu) siganlara tek doz (60 mg/ kg) PTZ verilerek
epilepsi olusturuldu. IV. grup (PTZ ve U vitamini grubu) siganlara 6énce 7 giin siire ile U
vitamini, giinde 50 mg/kg olacak sekilde, intraperitoneal olarak verildi. 7.glinde U vitamini
verilmesinden 1 saat sonra, intraperitoneal olarak tek doz (60mg/kg) PTZ verildi. PTZ
verilmesinden 3 saat sonra ise sicanlara 90 mg/kg ketamin verilerek bayiltma islemi yapildi.
Calismamizda PTZ verilmesiyle lens dokusunda glutatyon degerinde azalma oldugu goriildii.
PTZ grubuna U vitamini verilmesiyle lens dokusundaki GSH degerinin arttig1 gézlendi. Lens
dokusunda PTZ verilmesiyle CAT, SOD, GPx, GR, GST, AR, SDH aktivitelerinde ve AOPP
degerinde artis oldugu saptandi. U vitamini verilmesiyle bu degerler tersine ¢evrildi.

xii



Elde edilen sonucglara gore PTZ verilmesiyle lenste olusan hasarin U vitamini verilmesi ile
onlendigi ileri stiriilebilir.

Haziran 2019, 95 sayfa.

Anahtar kelimeler: Epilepsi, Pentilentetrazol, U vitamini, Lens
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

EFFECTS OF VITAMIN U ON LENS TISSUE IN
PENTYLENETETRAZOLE INDUCED EPILEPSY

Sinem BAYRAM

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies

Department of Chemistry

Supervisor : Prof. Dr. Refiye YANARDAG

Epilepsy is a neurological disorder characterized by recurrent and non-triggered seizures caused
by the loss of neurons in specific regions of the brain. Vitamin U (S-methyl methionine
sulfonium chloride) is structurally sulfur containing compound. Although it’s not in the class
of vitamins, it is called a vitamin and found especially in cabbage and many other foods.
Experimental studies have shown that it has various effects such as antioxidant,
antiinflammatory and antiulcer effects.

In our study, the protective effect of vitamin U on lens tissue was investigated in the
pentilentetrazol-induced epilepsy model in rats. For this reason, 28 Sprague Dawley rats were
used, the rats were randomly selected and divided into four groups. Group I (control group) rats
were given intraperitoneally 0.9% NaCl for 7 days. Group Il (vitamin U group) were given
vitamin U 50 mg / kg for 7 days intraperitoneally. Group Ill (PTZ group) rats were given a
single dose (60 mg / kg) PTZ to produce epilepsy. Group IV (PTZ and U vitamin group) were
given 50 mg / kg daily intraperitoneally for 7 days. Then, a single dose (60 mg / kg) of PTZ
was given intraperitoneally 1 hour after the 7th day vitamin U administration. Three hours after
the administration of PTZ, 90 mg / kg ketamine was administered to the rats to give a stun.

Xiv



In our study, a decrease in glutathione was observed in the lens tissue by the administration of
PTZ. It was observed that the GSH value in the lens tissue increased with the administration of
the vitamin to the group. The administration of PTZ caused an increased CAT, SOD, GPx, GR,
GST, AR, SDH and AOPP activities in lens tissue. These values were reversed with
administration of vitamin U.

According to the results obtained, it can be suggested that the damage caused to the lens by the
administration of PTZ is prevented by the administration of vitamin U.

June 2019, 95 pages.

Keywords: Epilepsy, Pentylenetetrazole, Vitamin U, Lens
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1. GIRIS

Epilepsi ilk tanimi1 eski yunancada epi “kavramak” ve lipis “tutup sarsmak” anlamina gelen
kelimelerin birlesimi ile olusmustur (Swaiman ve dig., 2005). Epilepsi, kortikal noronlarda
olusan anormal ve fazla miktarda elektriksel desarj sonucu ani, tekrarlayici ve tanimlanabilen

bir olay sonucu tetiklenen epileptik ndbetlerle karakterize bir hastaliktir (Akdag ve dig., 2016).

Epilepsi devamli ve nedensiz ndbetlerin meydana getirdigi nérolojk bir bozukluk olarak bilinir
ve epilepsinin beyin disfonksiyonu ile ilgili bircok sebebi oldugu bilinmektedir (Sharvon ve
dig., 2011). Bununla birlikte iyon kanallarinin disfonksiyonu, basta gama amino biitirik asit
(GABA) ve glutamat olmak iizere norotransmitter sistemindeki bozukluklar fizyopatojenez
incelemelerinde goriilmiistiir. Ayni1 zamanda epilepsinin, bilissel, psikolojik, biyolojik ve sosyal

sebepleri oldugu da bilinmektedir (Seino, 2006).

Epilepsi meydana gelme durumunun en yiiksek oldugu donemler bebeklik ve 60 yas istii
donemdir. Ayn1 zamanda en sik olarak cocukluk ve bulug caginda goriilmekle birlikte
yetiskinlerde beyin damar hastaliklarindan sonra en sik goriilen ikinci hastalik olarak bilinir

(Oge ve Baykan, 2011).

Epilepsinin elektrofizyolojisini ve diger 6zelliklerini arastirmak, hastaliga karsit daha etkili
antiepileptik ilaglar gelistirmek amaciyla ¢ok ¢esitli deneysel epilepsi modelleri gelistirilmistir.
Birden fazla deneysel epilepsi modelinin olmasinda, modeli olusturan ndbetlerin ¢esitli olmast
ve modellerin her birinin klinik epilepsiden farkli olmasi etkili olmustur (Marangoz, 1997).
Deney hayvanlarinda epilepsi modeli olusturmak i¢in en sik kullanilan deneysel epilepsi
modeli, kimyasal konvulsan bir ajan olan pentilentetrazol (PTZ) ile olusturulan epilepsidir.
PTZ, gama amino biitirik asit (GABA) reseptorii ve GABAA antagonisti olarak santral sinir
sisteminde GABA aracili nérotransmisyonun azaltilmasinda gorevlidir (Velisek ve dig., 1990).
PTZ, GABAA reseptoriine baglanarak GABA ile aktivasyon sonucu agilan klor (CI)

kanallarinin inhibisyonunu saglar (Erol ve dig., 1995).

N-Metil D-aspartat (NMDA) reseptor araciligi ile glutamatin, postsinaptik ve presinaptik,
eksitotoksik hareketlerinin epilepsi ilizerinde etkili oldugu bilinmektedir (Badawy ve dig.,

2009). NMDA reseptorleri sodyum ve kalsiyum kanallarini aktive ederek bu iyonlarin néron



icine gecisini saglar ve uzun siireli yavas etki eden postsinaptik uyarilmaya sebep olur. Bu da
epileptik sinyallerin ortaya ¢ikmasina neden olur (Uysal, 2008). Ayrica dopamin ve
noradrenalin hiperaktivitesinin, serotonin hiperaktivitesinin ve GABAA iizerinden GABA

hipoaktivitesinin de epilepsi olusumunda rolii vardir.

Epilepsi tedavisinde kullanilan antiepileptik ila¢ tedavisi veya cerrahi tedavi yontemleri
hastalarin yaklasik %65-70’inde ndbetlerin kontrol altina alinabildigini gostermektedir. Tedavi
icin kullanilacak antiepileptik ilaglar hastanin yasina, fiziksel durumuna ve nobet tipine gore

secilmelidir (Asconape, 2010).

Diger bir adiyla S-metil metiyonin siilfonyum kloriir (SMM) olarak isimlendirilen U vitamini,
Latince ulcus kelimesinden ileri gelen ve vitamin sinifinda bulunmamasina ragmen vitamin
olarak adlandirilan kiikiirtlii bir bilesiktir. Lahana tiirleri basta olmak tizere birgok yiyecek ve
bitkide bulunmaktadir (Roche-Vitec, 1990; Racz ve dig., 2008). U vitamininin antiiilser, anti-
inflamatuar, antidepresan, sitoprotektif, antihiperlipidemik ve yara iyilestirici aktiviteleri

oldugu aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir (Kim ve dig., 2010; Kruchinina ve dig., 2018).

Bu ¢alismada U vitamininin PTZ ile olusturulmus deneysel epilepsi modelinde lens dokusu

tizerine etkileri incelenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. LENS
2.1.1. Lensin Yapisi

Mercimek biiytikliigiindeki insan lensi korneadan sonra goziin en kirict ortamidir. Bikonveks
sekilli olup, elastik ve bag dokusundan yapilmustir. Insan viicudunda gelisimini devam ettiren
tek yapidir. Lens damarsiz olup sinir uyaris1 yoktur (Ozcetin, 2003). Temel islevi saydamlig
ve 15181n odaklanmasini saglamaktir. Bu islev, biiyiik dl¢iide ¢ekirdegin i¢inde organellerden
yoksun olan 6n epitel hiicreleri, kavisli lif hiicreleri ve molekiiler seviyede yogun bir sekilde
paketlenmis lens kristalinlerini i¢eren, lensin mikro mimarisinin bir araya getirilmesiyle
gerceklestirilir. Lensin diger biyolojik aktiviteleri, dncelikle bu iki tamamlayict sistemi,
ozellikle UV 15181 ve oksidatif stres ile ilgili olarak yas ve dis faktorlere bagli bozulma ve hasara

kars1 koruma islevidir (Fielding Hejtmancik ve dig., 2015).

Lens cisimlerin goriintiisiiniin sar1 noktaya diismesi i¢in gerekli uyum iglevini yapar. Lensin 6n
ve arka yiizlerindeki en tepe noktalara 6n kutup ve arka kutup denir. Cap1 8.8 ile 9.2 mm

arasinda olan 6n ve arka yiiziiniin birlestigi yere ekvator denir (Ozgetin, 2003).

Dogumda yaklasik 65 mg agirligindaki insan mercegi 10 yasina kadar agirliga bagl olarak artar
ve yaklasik 160 mg olur, lensin bu biiyiimesi 90 yasina kadar yaklasik 250 mg olacak sekilde
tamamlanmaktadir. 0-10 yas araligindaki biiyiime orani ile kiyaslandiginda insan 6mriiniin geri
kalan kisminda lens biiylimesi daha yavas olarak gergeklesmektedir. Lensin toplam kiitlesinin
%060 kadar1, diger herhangi bir dokudan ¢ok daha yiiksek proteinlerden olusabilir (Fielding
Hejtmancik ve Shiels, 2015).

Lensin ana yap1 elemanlari olan fibrillerin hekzagonal yapilar1 ve hiicreler arasindaki boslugun
¢ok az olmasi, lensin seffaf olmasinin esas sebeplerindendir (Ozgetin, 2003). Temel islevi 15181
retinaya iletmek ve odaklamaktir (Fielding Hejtmancik ve dig., 2015). Lensten gegen 151k
goriinen spektrumu tiim renklerine ayirir. Retinada (570-595 nm) sari, retina 6niinde (440-500
nm) mavi, retina arkasinda (620-770 nm) kirmiz1 1g1k odaklanir. Geng lensten goriinen 1s18in
%090’1 retinaya geger. Yasla lenste meydana gelen degisiklikler sonucu bu oranda azalma
goriiliir. 10 yasindaki bir insan lensi %75 oraninda gecirgenlik saglarken bu oran 25 yasinda

%20’ye diiser (Ozgetin, 2003).



2.1.1.1. Lens Kapsiilii

Lensin yapisal elemanlar1 olan epitel hiicreleri ve fibrilleri saran ve koruyan, distaki elastik,
seffaf, bazal bir zardir (Ozgetin, 2003) (Sekil 2.1). Insan viicudundaki diger bazal
membranlardan farki, siirekli olarak kalinlasmasidir. Bu 6zelligiyle insan viicudunun en
kalin bazal membranidir (Tamgelik ve dig., 2004). Lens, 6ne bakan yiiziinde bazal
kutuplarinin bulundugu epitel hiicreler, arkaya bakan yiiziinde bazal kutuplarinin
bulundugu lif hiicreler ile ¢evrili kollajen bir kapsiilden olusur. Kapsiil difiizyona bariyer
gorevi goriir ve lensin sekillendirilmesine katkida bulunur (Fielding Hejtmancik ve dig.,
2015), lensi enfeksiy6z bakteri ve viriislere karsi korur, epitel hiicreleri ve fibril hiicreleri
icin baglant1 noktalari igerir. Bu baglant1 noktalar1 lens hiicrelerinin yagamasi, farklilagmasi
ve migrasyonu i¢in gereklidirler. Lens kapsiilii ayrica salgilanmis olan biiytime faktorleri
icin rezervuar gorevi goriir ve bu biliylime faktdrlerinin serbest birakilmasi ve aktivasyonu
hiicrelerin farklilagsmasini uyarir (Danysh ve Melinda, 2009). Lens kapsiiliiniin dig kism1
aseliiler elastik zar ile sarilmistir. Bu zar lens seklinin korunmasini saglar ve kiiciik
molekiillerin gegisine izin verir. (Snell ve Lemp, 1989). Ayn1 zamanda ufak molekiillerin

ve 70 kDa biiyiikliigiine kadar olan proteinlerin gecirgenligini saglar (Ozgetin, 2003).

Lens kapsiilii u¢ uca eklenmis lamellerden olusur. Lamellerin i¢inde laminin, heparin stilfat,
proteoglikan ve entaktin gibi ana yapi proteinleri ile az miktarda fibronektin bulunur
(Olivero ve Furcht, 1996). Lens kapsiiliinde sadece ekvatoryal alanda bulunan fibrilin
oldugu da gosterilmistir. Fibrilin, ekvatoryal alanda kapsiiliin stabilitesi igin gereklidir
(Danysh ve dig., 2009).

2.1.1.2. Lens Epiteli

Lens epitelleri 6n kapsiil altinda tek sira dizilmis hekzagonal hiicreler tabakasidir (Sekil
2.1). Hiicreler 10x15 mikron &lgiitlerinde kiibiktir. Iki farkli tipte epitel hiicre vardur.
Merkezde olan hiicreler sabit olmalarina karsin, ekvatorda bulunanlar hayat boyunca epitel
hiicre iiretirler (Ozgetin, 2003). Epitel, ATP sentezleyerek DNA, RNA, protein, lipit sentezi
ve lensin ihtiyacini kargilamak i¢in gerekli enerjiyi iiretir. Kiiciik molekiillii metabolitlerin
ve iyonlarin giris ¢ikist desmozomlar ile saglanir (O’Dwyer, 2008-2009). Epitel hiicreleri
organelleri bakimindan zengindir ve biiylik miktarda hiicresel iskelet proteinleri igerir.

Ayrica hiicre yapilarimin dengelenmesine yardimci olmak igin spektrin, a-aktinin, aktin,



miyosin ve vimentin igerirler. Hem lens epiteli hem de 6zellikle lif hiicreleri, biiytlik

miktarda kristalin proteinleri icerir (Fielding Hejtmancik ve dig., 2015).

2.1.1.3. Lens Fibrilleri

Lensin ana yapi1 elemanlaridir. Ekvator ¢evresinde bulunan ve mitotik 6zellige sahip lens
epitel hiicreleridir (Sekil 2.1). Bu hiicreler 80 yasina kadar 2000 milyon lens fibrili tiretir.
Hiicreler boliinerek uzar ve 180 derece U seklinde donerler. Nukleuslar1 ekvatora yakin
oldugu icin uzanan kisimda organellerinin olmamasi nedeniyle lens seffafligini saglarlar.
Lifler 6nde diiz arkada ters olmak tizere Y harfi seklinde baglanir (Bengisu, 1990; Uguz,
1993; Tamgelik ve dig., 2004).

p On kapsiil

Kortikal lifler Lens epiteli

Aktif mitotik

Yay biilgesi\
Ikincil Iif hiicresi
Birincil Iif hiicresi

Dikis Arka kapsiil

Cekirdek

Sekil 2.1: Lensin yapist



2.1.2. Lensin Biyokimyasi
2.1.2.1. Lens Protein Metabolizmast

Normal lensin %65°1 su ve %351 proteinlerden olusmustur. Proteinler sitoplazmik (suda
¢oziinen) ve hiicre iskeleti ve plazma membraninda (suda ¢oziinmeyen) bulunanalar olmak
tizere smiflandirlmistir (Ozgetin, 2003). Suda ¢oziinen proteinler alfa kristalin, suda
¢oziinmeyen proteinler ise albiiminoidlerdir (Snell ve Lemp, 1989; Karel ve Aslan, 2010).
Bu proteinler lense 6zel olup, diger dokular i¢in antijeniktir. Yaslt polipeptitlerde bozulma,
¢oziinmede artma, silfhidril gruplarinda azalmanin sonucunda, lens dokusunun
seffafliginda bozulma meydana gelir. Lens seffafligi hem hiicresel hem de molekiiler
seviyede lenste olusan oksidatif harabiyete karsi vitamin E gibi lens membranlarinda
bulunan maddeler tarafindan korunur. Azalan glutatyon sentez edilerek yiiksek oranda
tutulur. Bu da lens proteinlerinden thiol ve askorbatlar1 diisiik seviyede tutar (Ozgetin,

2003).

Kristalinler, lensteki en yaygin proteinlerdir. a,  ve y-kristalin‘den olusan kristalin, memeli
merceginin suda ¢dzliniir proteinlerinin % 90'mi1 olustururlar. Bunlar olduk¢a organizedir
ve mercegin saydamligina izin veren bir kirllma indisi saglarlar (Fielding Hejtmancik ve
dig., 2015). En biiyiik molekiil yapisina sahip olan, dogumdan once olusup hayat boyu
bulunan ve embriyonik lens proteini olarak bilinen a- kristalin, albiiminoidler ile yakindan
iligkilidir. Genglerde en yiiksek o- Kristalin miktar1 kortekste bulunurken, en yiiksek
albliminoid miktar1 niikleusta bulunur. a-Kristalin yasla azalirken albiiminoid miktar1 yasla
artar. Bu da agregat olusumuna sebep olarak lens opasitesi meydana getirir ve 15181n daha
cok sacilmasina neden olur (O’Dwyer, 2008-2009; Karel ve Aslan, 2010). Mercegin diger
proteinleri ve metabolik aktiviteleri temel olarak kristalleri zaman i¢inde hasardan korumak
ve mercek hiicrelerinin homeostazin1 koruma gorevindedir (Fielding Hejtmancik ve dig.,
2015). Lens proteinlerinin yikimindan sorumlu enzimler ise proteaz ve aminopeptidazlardir

(Cotlier, 1987; Uguz, 1993)
2.1.2.2. Lens Karbohidrat Metabolizmasi

Lenste enerji iretimini saglamak ic¢in kullanilan metabolik yol glukoz metabolizmasi
yoludur. Glukozun lens i¢ine alinmasi basit ve kolaylastirilmig difiizyon yolu ile olur. Alinan

glukozun biiyiik bir kismi1 hekzokinaz enzimi ile glukoz-6-fosfata doniisiir. Yaslandik¢a



hekzokinaz enzimi azaldigindan enerji liretimi de azalir. Bunun sonucunda elektrolit

metabolizmasinin kontrolii de zorlasir. Glukoz-6-fosfat iki ayr1 metabolik yolda kullanilir.

Anaerobik Glikoliz Yolu: Glukozun biiyiik bir kismi bu yolla girer. Bu yolda olusan son
tirtin laktat’tir. Glukoz molekiiliiniin her birinden 2 ATP iretilir. Bu sekilde lensteki enerji
ihtiyacinin %70’i anaerobik glikoliz yolu ile elde edilir. Lenste diisiik oksijen basinci
oldugundan dolay1 glukozun sadece %3’ii sitrik asit siklusuna girer. Buna ragmen sitrik asit

siklusu lensin enerji ihtiyacinin %25’ini karsilar.

Heksoz Monofosfat Yolu (Pentoz Monofosfat Yolu): Bu yola glukozun %5’1 girer ve daha
cok artmis glikoliz diizeylerinde kullanilir. Bu yolda en 6nemli olarak nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) olusur. NADPH lenste glutatyon rediiktaz ve aldoz rediiktaz
aktivitesini sagladigi i¢in onemlidir. Aldoz rediiktaz ayn1 zamanda glukoz metabolizmasi

yollarindan biri olan sorbitol yolunda anahtar enzim olarak rol oynar.

Sorbitol Yolu: Glukozun %5°1 bu yolla giris yapar. Bu yolda glukoz, aldoz rediiktaz enzimi
ile sorbitole ve sorbitol de sorbitol dehidrojenaz enzimi ile fruktoza dontisiir. Burada aldoz
rediiktazin glukoza kars1 olan afinitesi hekzokinaza gore daha azdir. Lenste glukoz diizeyi
artarsa sorbitol yolu glikoliz yoluna gore daha fazla aktive olacagindan son iiriinler olan
sorbitol ve fruktoz olusumu daha fazla artar. Ayrica pentoz fosfat yolu da sorbitol olusumu
i¢in aldoz rediiktazin aktive olmasina katkida bulunmak {izere uyarilir ve sorbitoliin lensten
gecirgenligi az oldugu igin lens iginde birikim gosterir. Bununla birlikte osmotik basing
artisiyla igeri su girerek fibrillerde sisme, lens yapisinda degisim ve opasifikasyon olusur.
Bu metabolizmanin 6zellikle katarakt olusumu ile ilgili rolii vardir. (Weingeist ve Liesegang,
2000-2001; O’Dwyer, 2008-2009).

2.1.2.3. Lens Lipitleri

Lens lipitleri cogunlukla protein lipit kompleksi olmak {izere hiicre membraninda bulunur.
Lenste bulunan lipidler kolesterol, fosfolipit ve glikosfingolipidlerdir. Hiicre membranindaki
en 6nemli lipid sfingomiyelindir. Lens hiicre membranint daha stabil hale getirmek i¢in

yiiksek oranda kolesterol, sfingomiyelin ile birlesir (Borazan ve Doganay, 2003).



2.1.2.4. Lensin Su ve Elektrolit Dengesi

Insan ve hayvan lensindeki su orani yaklasik %66 iken protein oran1 %33 tiir. Lens korteksi
lens ¢ekirdeginden daha ¢ok hidrate durumdadir. Lensin yapisindaki lifler ve epitel zardaki
sodyum-su pompasindan dolay1 dehidrate 6zelliktedir. Lens, kamaralar sivist ve vitreus
ortamindan daha fazla su igerdigi i¢in kiriciligir oldukga yiiksektir (Cotlier, 1987; Uguz,
1993)

Lens, c¢evresindeki yapilardan daha fazla potasyum iyonu ve amino asit icerirken diger
yapilardan daha az sodyum iyonu, klor iyonu ve su igerir. Bu katyon dengesinin korunmast,
lens hiicre zarmin gegirgenligine ve sodyum pompasinin aktivitesine baglidir. Sodyum
pompasi, sodyum iyonlarinin igeri alinmasi ve potasyum iyonlariin disar1 atilmasi seklinde
calisir. Bu mekanizma Na'/K*-ATPaz enziminin kontrolii ile ATP pargalanmasi sonucu
olusur. Na*/K*-ATPaz enzimi aktivitesinin en fazla oldugu bolgeler lens epitel hiicreleri ve
ylizeysel kortikal lif hiicreleridir (O’Dwyer, 2008-2009). Na*/K*-ATPaz enzimi inhibe
oldugunda katyon dengesi bozularak lenste sodyum ve kloriir iyonlar1 birikir. Bu durum
lensin su igerigini arttirir, osmotik dengeyi bozar ve lensin sismesine sebep olur. Lensin su
icerigindeki artis ayni1 zamanda liflerin zarlarinda kopmaya neden olarak bunun sonucunda
lensin seffafligini kaybetmesine sebep olur. Sodyum potasyum gibi katyonlar ve kloriir,
stilfat, bikarbonat, askorbat, glutatyon gibi anyonlar lensteki osmotik dengeye katki saglar

(Amoore ve dig., 1959; Cotlier ve dig.,1992; Uguz, 1993).

Aktif tasima ve hiicre zar1 gecirgenligi lensin pompala-sizdir sistemi olarak kabul edilir. Bu
sisteme gbre potasyum ve amino asit gibi gesitli molekiiller kamara sivisindan epitel
hiicreleri vasitasiyla lensin 6n boliimiine alinir. Daha sonra pasif diifiizyon ile lensin arka

boliimiine taginir. Sodyum i¢in ise bunun tersi bir tasinma gergeklesir.

Hiicre zar1 boyunca tek tarafli bir elektrolit dagilimi1 olmasi sebebiyle lens i¢i ve dis1 arasinda
elektriksel potansiyel farki olusur. Lens i¢i yaklasik -70mV’tur ve elektronegatiftir. Lensin

On ve arka kismi arasinda -23 mV’luk bir potansiyel fark vardir.

Lens igin 6nemli olan diger bir sey lens hemostazidir (O’Dwyer, 2008, 2009). Kalsiyum
lenste kamaralar sivisindan daha az miktarda bulunur ve lensin i¢ine 6zel kalsiyum kanallar
ile girer. Disartya atilimi ise Ca™"-ATPaz pompasi ile saglanir. Ca**-ATPaz pompasi en ¢ok

epitelde bulunurken kortekste az miktarda ve niikleusta hi¢ bulunmamaktadir. Lensteki



kalsiyumun gorevi, zar gegirgenligini saglamak, zar proteinlerinin diizenlenmesine,
¢ozinirligiine ve sentezine yardimci olmaktir (Cotlier, 1987; Uguz, 1993). Kalsiyum
hemostazinin bozulmasi lens metabolizmasiin zarar gormesine sebep olur. Yiksek
kalsiyum, glukoz metabolizmasinin bozulmasina, yiiksek molekiil agirlikli protein

agregatlar1 olusumuna ve yikici proteaz aktivasyonuna sebep olur (O’Dwyer, 2008-2009).
2.1.2.5. Lenste Oksidatif Hasar ve Koruyucu Mekanizmalar

Lensin hiicresel metabolik aktivitesi sonucu serbest radikaller meydana gelir. Serbest
radikaller ayn1 zamanda giinesten yayilan elektromanyetik enerji gibi dis etkenler sonucu da
olusabilir. Yiiksek reaktif kapasitesine sahip bu serbest radikaller, lens liflerinde hasar
olusturabilir ve lens opasifikasyonuna neden olabilir. Lens icerisinde ve gevresinde oksijen
basinct diisiiktiir. Bu sebepten dolay1 serbest radikaller molekiiler oksijen yerine direkt
olarak diger molekiiller ile reaksiyona girerler. DNA serbest radikaller ile kolaylikla hasar
gorebilmektedir. Lensteki hasarin bir kismi onarilirken bir kismi1 ise onarilamaz. Serbest
radikaller lens korteksindeki proteinlerde hiicre zarindaki lipitlerde hasar olusturmaktadir.
Zamanla bu hasar artarak onarilamaz hale gelir. Bir siire sonra lens liflerinde protein sentezi
yiirlitilemez ve serbest radikaller lipid ve protein polimerizasyonuna ve capraz baglar
Olusumuna sebep olur. Bu nedenle lenste suda ¢6ziinmeyen proteinlerde artis gozlenir

(O’Dwyer, 2008-2009).

Lipit peroksidasyonu (LPO), serbest radikaller ile baslayip, zardaki doymus yag asidi
oksidasyonuna sebep olan ve hiicre 6liimii ile sonug¢lanan patofizyolojik bir olaydir. LPO
sonucunda olusan Uriinler, hiicredeki bircok bilesigin fonksiyonel gruplari ile reaksiyona
girer ve zar hasari ile enzim inaktivasyonuna sebep olur (Yarat ve Emekli, 1989;
Biobizhayev ve Costa, 1994; Tunali, 1996). LPO sirasinda okside edici ajan, hidrojen
atomunu ¢ikararak doymus yag asitlerini radikal yag asitlerine doniistiiriir. Bu zincirleme
reaksiyon sirasinda lipit peroksi (LOOH) olusur ve LOOH daha sonra ¢apraz bag olusturan
bir ajan olan malondialdehit (MDA)’e doniisiir (O’Dwyer, 2008-2009).

Ksenobiyotikler, naftalin ve kinon benzeri maddeler de lenste serbest radikal olusumuna
sebep olarak, membran fosfolipitlerini ve proteinlerini etkiler. Proteinlerdeki sistein ve
metiyoninin okside tiirevlerinin birikimi, enzim ve membran proteinlerinin siilfhidril

gruplarinin okside olmasi, lens kamara sivisinda bulunan lipitlerin LPO’ya ugramasi lensin



10

opaklasmasina ve katarakt olusumuna sebep olur (Cotlier, 1987; Bhuyan ve dig., 1991;
Lerman, 1992; Mizuno ve dig., 1992; Biobizhayev ve Costa, 1994).

Oksidasyon ve rediiksiyon mekanizmalari lens igin ¢ok Onem tasir. Oksidatif hasardan
korunmada glutatyonun 6nemli bir rolii vardir. Lens i¢indeki glutatyonun neredeyse tamami
rediikte formda (GSH) bulunur. GSH’1n en 6nemli islevleri, proteinlerdeki tiyol gruplarmin
korunmasi, disiilfit baglar1 arasindaki proteinlerin bir araya gelmesinin 6nlenmesi ve normal
katyon transportu icin gerekli olan siilthidril gruplarinin korunmasidir. Glutatyon degeri
insan ve deneysel katarakt tiirlerinde belirgin olarak azalir ve lens oksidatif hasara karsi
savunmasiz kalir. Glutatyon lensin en onemli antioksidan maddesidir. H2O2 ve organik
peroksitler, glutatyon peroksidaz enziminin kofaktor olarak rol oynadigi reaksiyonlarda
detoksifikasyon ile antioksidan etki gosterir. Lenste bulunan diger bir enzim de siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimidir. Normal lenste yiiksek oranda bulunan SOD enzimi, katarakt

bulunan lenste diisiik orandadir (Borazan ve Doganay, 2003).
2.2. EPILEPSI
2.2.1. Epilepsinin Tanim

Epilepsi kelimesi, epi (listiinde) ve lambanein (ele gecirmek) birlesimi olan Yunanca
epilambanein kelimesinde kokenine sahiptir. Epilepsi Roma’da tanrilarin laneti olarak

biliniyordu ve Yunanistan'da, “kutsal hastalik” olarak aniliyordu.

Genel olarak epilepsi, aralikli veya tekrarli meydana gelen spontan ndbetler olarak tanimlanir.
“Spontan” kelimesi, nobetin kigkirtilmadig: (sebepsiz) anlamina gelir. Bununla birlikte, bazi
epilepsi sendromlarinda yanip sénen bir 151k, belirli bir ses veya asir1 alkol alim1 gibi belirli bir
uyaran olustugunda kisi nébet gegirebilir. Bu epilepsi tipine provoke veya refleks epilepsi denir
(Scharfman, 2015).

Beynin dogal aktivitesinin, sinir hiicrelerinde gegici olarak olusan anormal elektriksel aktivite
sonucu bozulmasi ile meydana gelen klinik durum epilepsi ndbeti ya da krizi olarak
tanimlanmaktadir. Epileptik nobetler ile kendini gosteren epilepsi halk arasinda “Sara

Hastalig1” olarak da bilinmektedir.
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Bir tiire benzer hareketlerin gerceklestigi kosullar epilepsi (atonik nobetler gibi), ancak EEG
belirtileri ile eslik etmeyenlere, epileptik olmayan ndbetler veya psikojenik epileptik olmayan

nobetler denir.

Yaygmn bir hastalik olan epilepsinin toplumda gorilme sikligt %0.5 ile %]l arasinda
degismektedir. Goriilme sikliginin kadin ve erkeklerde goriilme oraninda herhangi bir farklilik

s0z konusu degildir.

Herhangi bir yas ve zamanda ortaya ¢ikabilen epilepsinin belli bir yas grubunda degil; ilk 16
yasa kadar ve 65 yasindan sonra goriilme sikligi artmaktadir. 16 yasa kadar ¢ocuklarda en sik

goriilen hastalik epilepsidir.
2.2.2. Epilepsinin Etiyolojisi

Epilepsi hastaliginin meydana gelme durumu c¢ok cesitlidir ve degiskenlik gostermektedir.

Genel olarak 6zetlemek gerekirse epilepsi nedenleri arasinda su faktorler bulunmaktadir:

e Hipokampal skleroz

e Beyin timorleri

e Hipoksik-iskemik beyin hasarlari

e Santral sinir sistemi enfeksiyonlari

e Immun aracili inflamasyonlar

e Beyin dokusunda ve damarlarinda gelisimsel bozukluklar,

e Genetik hastaliklar ve kalitimsal nedenler

Bunlarla birlikte, hipoglisemi, hiperglisemi, hiponatremi veya diger elektrolit bozukluklari
iceren metabolik bozukluklar, karbonmonoksit, kursun, alkol, talyum ve c¢esitli ilag
entoksikasyonlar1 gibi toksik durumlar, yiiksek doz noroepileptikler ve antidepresanlar da
epilepsiye neden olarak gosterilebilir (Ak Sonat, 2009).

Ancak epilepsi hastaliginin teshis yontemlerindeki tiim gelismelere karsin, yukarida
belirttigimiz sebeplerin disinda hastaligin nedeninin ne oldugu bilinmeyen hasta grubuda

bulunmaktadir.
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2.2.3. Epilepsinin Tarihgesi

Epilepsi, tarihi antik ¢aglara dayanan ve insanin varolusu ile i¢ i¢e olan bir hastaliktir
(Panteliadis ve dig., 2017). Epilepsinin ilk tanimi Mezopotamyadaki Siimer belgelerinde
bulunur. Akkadi dilinde yazilmis orijinal metinde bu hastalar kirli ve bulasict gériinimlii
insanlar etkileyen “anta subbu” (giinahin eli) olarak veya “boyun agikken bilingsiz, kollar ve
bacaklar gergin, gozler agik ve agiz ¢evresinde kopiik” olarak tanimlanirdi. Bu kisinin sosyal
ve dini kurallar1 ¢ignedigine ve bir glinahkar olarak ayin tanricasi tarafindan cezalandirildigina
inaniliyordu. O zamanlarda bilinen ¢areler arasinda seytan ¢ikarma, kurban teklifleri, kefaretler
ve rahiplerin emri altindaki dini ritiieller yer aliyordu (Labat, 1951). Yaklasik 4500 yil 6ncesine
ait tarihi belgelerde, giiniimiize ait iyi bilinen isaret ve semptomlari tanimlayan epilepsiye
deginildigi goriilmiistiir. Babilliler, Misirlilar, Yunanlilar, Hintliler, Iranlilar ve Cinliler de dahil
olmak tlizere hemen hemen tiim eski kiiltiirler epilepsinin gizemli bir hastalik oldugunu

diistiniiyordu (Panteliadis ve dig., 2017).

Hipokrat epilepsinin durumunu ¢oézen, bu duruma daha bilimsel bir yaklagim getirerek,
epilepsinin seytanlarla ilgili bir hastalik olmadigini, beyindeki biyolojik bir problem oldugunu
soyleyen ilk kisiydi. M.O 460-390 yillar1 arasinda Hipokrat Corpus’un, “Kutsal Hastalik
Uzerine” baslikli bir makalesi epilepsi terimini dogrudan kullanan ve epileptik nobetleri gok

dogru tanimlayan ilk bilimsel makaledir (Hipocrates, 1950; Lipourllis, 1968).

16. yiizyilin bas1 epilepsinin kdkeni ve klinik goriiniimii hakkinda yeni diistincelerle gelmistir.
Yavas yavas, eski tedaviler yenileriyle degistirildi, bilimsel gelismeler yapildi ve epilepsi
konusundaki Hipokrat teorileri bir kez daha tartismaya konu olmustur (Kluger ve Kudernatsch
2009). 16. yiizyilm en etkili doktorlarindan biri Isvigreli Alman doktor Theophrastus
Bombastus von Hohenheim'di (yaygin olarak Paracelsus, 1493-1541). Epilepsinin ruhlardan
veya seytanlardan kaynaklanmadigini, ancak dogal bir kdkene sahip oldugunu vurgulamistir
(kalitsal, semen zay1flif1 veya yetersiz beslenme). De Medicina adli metninde Charles le Pois,
beyinde epilepsinin, viicudun farkli bolgelerinde farkedildigini, genellestigini ve sonunda biling
kaybina yol agtigin1 agikladi (Panteliadis ve dig., 2017). Epilepsi etiyolojisi, Francois le Boe
(yaygm olarak Sylvius, 1614-1672) ve ndroanatomi ve ndrolojide uzmanlasmis bir Ingiliz
doktor olan Thomas Willis (1621-1675) tarafindan gelistirildi (Isler ve Wills, 1965; O’Leary
ve Goldring, 1976).
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18. yiizyilin baslarinda, epilepsi hakkindaki genel goriis, beyinde ve diger i¢ organlarda yasayan
sebepsiz bir hastalik oldugu idi. 1708'de, taninmis Hollandali doktor Herman Boerhaave (1668-
1738) epilepsiyi kalitsal olabilecek ciddi bir hastalik olarak tanimlayan ilk kisiydi (Boerhaave,
1761).

18. ylizyilin ikinci yarisi, spesifik nobet tipleri hakkinda daha ayrintili bilgi verdi. 1770'de
Isvigreli nérolog Samuel August Tissot (1728-1797), epilepsi ile ilgili ilk modern kitabr olan
“Traite” de I’Epilepsie” yazd1 ve bu Kitap ile epilepsinin yeni ve yenilik¢i bir goriisiinii ortaya
koydu. Kitabinda nobet tiirleri ve hatta epilepsi ile ilgili sendromlardan bahsetmistir (Tissot,
1770). 1789' da William Cullen (1710-1790), yalnizca viicudun belirli kisimlarini etkileyen ve
biling kaybiyla sonu¢glanmayan kasilmalari tanimlayarak odaklanma noébetini dogru bir sekilde

tamimladi (Cullen, 1791).

19. yiizyilin sonlar1 da elektroensefalografinin (EEG) ilgi alanina girmeye basladigi zamandi.
1870 yilinda, norofizyolog Gustav Fritsch (1838-1927) ve psikiyatrist Edvard Hitzig (1838-
1927), kopeklerde elektrik stimiilasyonu ile nobet baslatmay1 basardi (Fritsch ve Hitzig 1870).
1866 ve 1899 arasinda, modern bilimsel norolojinin babasi olan John Hughlings-Jackson
(1835-1911), psikomotor ataklar ve epilepsi hakkinda birgok metin yayinladi. Jackson, Brain
dergisinin kurucularindan ve editorlerinden biriydi (1879), Londra'da Noroloji Dernegini
(1885) kurdu ve Ulusal Epileptiklerin Istihdami1 Dernegi'ni (1892) kurdu (Jackson, 1870; Pies,
1990).

20. ylizyilda, epilepsi ile iligkili birgok tibbi toplumun kurulmasinin yani sira epilepsi ve EEG

konusunda daha ayrintili aragtirmalar yapilmistir (Panteliadis ve dig., 2017).
2.2.4. Epilepsinin Epidemiyolojisi

Epilepsi, diinya ¢apinda 50 milyondan az hastayi etkileyen hem yaygin hem de ¢ok nadir
formlari igeren heterojen bir grup hastaliktir. Bu nedenle epidemiyolojik incelemelerini oldukga
zorlastirir. Dahasi, kendi bagina bir epilepsi tanis1 koymak, gelisen bir siniflandirma sistemi ve

bunun yerel aligkanliklari ve kiiltiire bagimliligi nedeniyle zor olabilir (Behr ve dig., 2016).

Epilepsi kiiresel bir hastalik olmasina ragmen, esit olmayan bir dagilima sahiptir ve etkilenen
bireylerin yaklasik %80' diisiik ve orta gelirli iilkelerde (LMIC) ikamet etmektedir. Epilepsi,
yiiksek oranda tedavi edilebilir bir durum olarak kabul edilir. Epilepsili hastalarin yaklasik
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%70 antiepileptik ilaglar (AEI) ile kontrol edilir. Bununla birlikte, LMIC'in kirsal bdlgelerinde
aktif epilepsili hastalarinin %73.3"iinlin tedavi gérmedigi goriilmistiir. Bu kavram epilepsi
tedavisi a¢ig1 (TG) olarak bilinir ve bozulmus yasam kalitesi, sosyal ayrimcilik gibi ¢esitli

psikososyal komplikasyonlarla iliskilidir (Espinosa Javel ve dig., 2018) (Sekil 2.2).

LMIC'de epilepsi insidans1 ve prevalansi diinyanin geri kalanindan daha yiiksektir. Gelismis
iilkeler i¢cin yasam boyu epilepsi prevalansi 1.000'de 5.8 iken, gelismekte olan iilkelerin kirsal
alanlarinda 1.000'de 15.4'tlir. Epilepsinin goriilme siklig1 yiiksek gelirli tilkelerde 45 / 100.000
/ yil, LMIC'de ise 81.7 / 100.000 / y1l'dir. Yiiksek gelirli tilkeler ve LMIC arasindaki prevalans
ve insidans arasindaki fark kafa travmasi, merkezi sinir sitemi (MSS) enfeksiyonlari ve
ozellikle kirsal alanlarda ve fakir bolgelerde daha sik goriilen perinatal yaralanmalar gibi risk
faktorleriyle aciklanmaktadir. Travmatik beyin hasar1 (TBH) epilepsinin sik goriilen bir
nedenidir. Bazi arastirmalar, yoksul bolgelerde yasayan bireylerde ve Giiney Afrika gibi bazi
LMIC'de yiiksek bir oranda oldugunu (180-250 / 100.000 / y1l) gostermistir. Bu bolgelerde
TBH'nin yiiksek goriilmesi, ulasim altyapisinin zayif olmasmin bir sonucu veya Silahli
catismalarla ilgili siddetli saldirilarin bir sonucu olabilir. Merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari,

ndbet bozukluklar i¢in ana risk faktorlerinden biri olarak bilinir.

Avrupa ve ABD'de standart epilepsi insidansi, ¢aligmaya bagli olarak sirastyla 24-282 / 100.000
niifus / y1l ve 44-162 / 100.000 niifus / y1l arasinda degismektedir (Behr ve dig., 2016).

ABD'de 1.3 ila 2.8 milyon kisi epilepsiye sahiptir. Ayn1 sekilde, 88 ¢ocuktan 1'inde otizm,
26'sindan 1'inde epilepsi olacagi tahmin edilmektedir. ABD'de ve diger sanayilesmis iilkelerde,
yillik insidans veya yeni epilepsi vakalarinin sayisi, 100.000'de 40 ile 70 arasindadir. Epilepsi
hastaliginin gelismekte olan iilkelerde goriilme sikligi daha yiiksek orandadir (100.000 kisi
basina 100-190).

Diisiik sosyoekonomik durum, epilepsi riskinin artmasiyla iliskilendirilmistir. Aslinda,

diinyada epilepsili hastalarin %80 'inin azgelismis iilkelerde yasadigi tahmin edilmektedir.

Epilepsi yaklasik 60 yasindan itibaren diizenli olarak artis gosterir ve 80 yaslarindaki insanlar
icin 100.000'de 140 oranina ulasir. Gegtigimiz 5 yil igerisinde (genellikle nobet geciren veya
ndbet geciren antiepileptik ilaglar (AET'ler) alan insanlar1 igeren) yaygimlik yaklasik %0.5'ir.
Calisilan toplam insan sayisindan epilepsisi olan veya prevalansi olan kisilerin sayis1 1000'de

5-10'dur (Scharfman, 2015). Cinsiyetin etkisiyle ilgili olarak, erkeklerde nobet goriilme
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sikliginin artmasi, erkeklerde kadinlara gore daha fazla kafa travmasi goriilmesinden

kaynaklanabilir.

Avrupa'daki epilepsi 2.6 ile 6 milyon arasinda insani1 etkilemektedir ve bu nedenle halk sagligi
hizmetleri i¢in biiylik bir endise kaynagi olmaktadir. Bu rakamlar ayrica epilepsi alaninda
yeterince kesin epidemiyolojik verilerin bulunmadigina da isaret etmektedir. Avrupa'da epilepsi
prevalansi farkl tlilkelere gore degisir ve genel popiilasyondaki 3.3-7.8 / 1000 niifuslu farkli
cocuklara 6zgii pediyatrik (0 ila 18 yas arasi) ¢alismalarda 3.4-5.8 / 1000 arasinda degisen farkl
popiilasyonlara sahiptir. Bu nedenle, Avrupa'da goriilme siklig1 ve goriilme sikligina iligkin
tahminler, farkli tilkelerden kaynaklanan sonuglara gore elde edilmistir. Ayrica, bu sonuglar
zamanla degisme egilimindedir. Isveg'te 2005'te 6.2 / 1000 ve 201'de 8.8 / 1000 olan bir
prevalanst goriilmiistiir. ABD'de prevalans, genel popiilasyonda 2.7 ile 6.8 / 1000 arasinda
degismektedir (Behr ve dig., 2016) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Epilepside birgok iilke arasinda prevalans, insidans ve tedavi a¢igi farkliliklari, P: Aktif
epilepsi prevalansi (1000 kisi bagina diisen), I: Epilepsi insidansi (yilda 100.000 kisi bagina
diisen), TG: Tedavi agig1, #: veri Yok (Espinosa Javel ve dig., 2018).
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2.2.5. Epilepsinin Simiflandirilmasi

“Uluslararas1 Epilepsi ile Savag Dernegi” (ILAE), 1989 yilinda epileptik sendromlar igin
epileptik nobetlerdeki farkliliklari, etyolojik faktorleri, yas faktoriinii, ndbet tipini, nobeti

uyaran faktorleri ve EEG bulgularini goz oniine alarak bir siniflandirma yapmaistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Epilepsinin ILAE’ye gore siniflandirilmasi

Parsiyel (Lokal, Fokal) Jeneralize Nobetler Siniflandirilamayan
Nobetler Nobetler
1. Basit parsiyel nobetler e Absans nobetleri: Febril nobetler

(Biling bozuklugu yoktur)

e Motor semptomlu
nobetler
e Ozel duyusal

semptomlu nébetler o

e Otonomik semptomlu
nobetler

2. Kompleks parsiyel

nobetler (Biling bozuklugu .

vardir)

e Basit parsiyel
baslangi¢h biling
bulanikliginin
izledigi nobetler

e Baslangigtan
itibaren bilin¢
bulaniklhigi olan
nobetler

3. Sekonder jeneralize olan
parsiyel nobetler

e Basit parsiyel
baslayp jeneralize
olan nobetler

o Kompleks parsiyel
baslayp jeneralize
olan nobetler

e Basit parsiyelden
kompleks parsiyele
doniiserek jeneralize
olan nébetler

Birkag saniye ile
birkag dakika
icersinde goriilen
nobetler.

Miyoklonik néobetler:
Kasin istem dis1, ani
ve hizli kasilmasi ile
gelisen nobetler.

Klonik nébetler:
Ekstremitelerde, yliz
ve boyunda simetrik,
ritmik titreme ile
olusan nobetler.

Tonik nobetler:
Bacaklarda ve
govdede sertlik ve
uzanma ile goriilen
nobetler.

Tonik-klonik (grand-
mal) nobetler:

Hasta konviilsiyon
gecirir. En agir ve en
bilinen ndbet tipidir.

Atonik nobetler:
Ani tonus kaybi1
sonucu dizler
biikiiliir, ani
diismeler gortiliir.

Status epileptikus

Akut metabolik ya da
toksik nedenlere
bagl nobetler.
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2.2.6. Epilepsinin Tedavisi

Epilepsi tedavisindeki temel hedefler, nobetleri ortadan kaldirmak veya olusma sikligini
miimkiin olduk¢a azaltmak, uzun siireli tedaviye iligskin yan etkilerden kaginmak ve hastanin
normal psikososyal ve is uyumunu korumasi ya da yeniden saglamasina yardim etmektir (Baslo
ve Giirses, 2008). Bir¢ok nobet olabilecek diger nobetler igin risk teskil etmeyebilir ve sadece
hipoglisemi gibi spesifik bir durumun sonucu olabilir. Bu sebeple ilaglar epilepsinin ilk tedavi

yontemidir (Scharfman, 2015).

Epilepsi tanis1 konulan hastada antiepileptik ilag (AEI) tedavisine gegilmeden &nce, nobet
cesidi, epilepsi sendromu, s6z konusu epilepsideki nobetlerin dogal seyri, yeniden olusma
riskinin belirlenebilmesi biiyiik dnem tasir (Emre, 2013). AEI tedavisinin ikinci ndbetten sonra
baslanmasi gerektigi yoniinde genel bir egilim s6z konusudur. Ayrica yeni teshis konulmus
hastada bu tedaviye baslamadan 6nce nobetlerin epileptik oldugundan emin olmak gerekir
(Erding, 2013). Epilepside nébet kontrolii uygulanilan ilk antiepileptik ilagla (AEI) % 65-75
civarinda saglanir (Oge ve Baykan, 2011). Epilepsi tedavisinde hedef yan etki ortaya ¢ikmadan
nobetlerin 6nlenebilmesi olmakla birlikte, hastada hangi AEI’lerin en iyi sonucu verecegi
kestirilememektedir. Kullanilan AE[l’lerin doz-serum konsantrasyonu, cinsiyet, yas, diger
hastaliklar, kullanilmakta olan diger ilaglar, bobrek ve karaciger fonksiyonlari, kalitimsal
ozellikler, gebelik durumu gibi faktérler ile degisebilmektedir. Tedavi tek bir AEI ile diisiik
dozda baslanmali ve hastanin klinik ve laboratuvar bulgular takip edilerek kademeli olarak
arttirilmalidir (Emre, 2013). Nobetlerin kontrol altina alinamadig: ilk AEI uygulamalarinda
diger AEI ile monoterapi 6nerilmektedir (Yeni ve Giirses, 2008, 2015). ikinci ilagta etkisiz
kalirsa politerapiye gecilmelidir (Emre, 2013). Tedavinin basarisizligi, yeterli tibbi tedaviye
ragmen nobet tekrar1 olarak ifade edilmektedir (Kwan ve dig., 2010). Ayrica yetersiz veya
tedavinin uygun olmadigi durumlarda ndbetlerin devam etmesi psddodireng olarak
tanimlanmistir (Perucca, 1998). Direngli epilepside, epilepsinin tipi, EEG bulgulari, diger
birgok 6zellikle birlikte degerlendirilerek epilepsi cerrahisi diisiiniilebilir (Emre, 2013).

2.2.7. Epilepsi Tedavisinde Kullanilan Antiepileptik (AEI) ilaclar

Antiepileptik ilaglardan lamotrijin, oksokarbazepin, topiramat ve gabapentin Amerikan
Noroloji Akademisi’nin tedavi protokoliinde baslangic monoterapisinde kullanilmak iizere

onerilmislerdir. Fokal (parsiyel) epilepsilerin ¢esitli nobet tiplerinin baslangi¢c monoterapisinde
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yaygin olarak kullanilmakta olan levetirasetam (LEV) ve pregabalin baslangi¢c monoterapisinde
kullanilan AEQ’lere dahil edilmemistir. Tanis1 yeni konulan epilepsili hastalarda geleneksel
olarak kullanilan AEI’lerden fenitoin, valproat, karbamazepin ve fenobarbitalin kullamilir.
Barbitiiratlarin nérotoksik ve biligsel yan etkilerinin oldugu g6z Oniiniinde bulundurulmalidir
(Tablo 2.2). Geleneksel AEI’ ler yenilere gore yan etkilerinin daha fazla bilinmesi sebebiyle
daha ¢ok tercih edilmektedir (Emre, 2013). Yeni AEI” lerin kullanimi yash epilepsi hastalarinda
ilag-ilag etkilesiminin diisiik ve toksisitenin az olmasi sebebiyle daha avantajlidir (Willmore,
2000). Vagus sinir stimiilasyonu ve ketojenik diyet direngli epilepsi hastalarinin diger tedavi

seceneklerindendir (Oge ve Baykan, 2011).
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Tablo 2.2: Antiepileptik Ilaglar ve Etkili Olduklart Nébet Tipleri

AEI Etkili Olduklar1 Nobet Tipleri
Etostiksimid A

Fenitoin FBN+PJN
Fenobarbital FBN+PJN
Karbamazepin FBN+PJN
Klonazepam FBN+PJN+M
Valproat FBN+PJN+A+M
Felbamat FBN+PJN+(A)
Gabapentin FBN+PJN
Lamotrijin FBN+PJN+A
Levetirasetam FBN+PJN+(A)+(M)
Okskarbazepin FBN+PJN
Pregabalin FBN+PJN

Tiagabin FBN+PJN
Topiramat FBN+PJN+(A)+(M)
Vigabatrin FBN+PJN
Zonisamid FBN+PJN+(A)+(M)
Lakozamid FBN ilave tedavi

*FBN: Fokal baslangicli nobet, PJN: Primer jeneralize nobet, A: Absans ndbet, M: Miyoklonik

ndbet, parantez igindekiler etkinligin daha az oldugu ndbet tipini gostermektedir.
2.3. DENEYSEL EPILEPSI MODELLERI

Epilepsi merkezi sinir sisteminin en yaygin hastaliklarindan biri olarak bilinir. Diinyadaki
yaklasik 50 milyon epilepsi hastasinin %20-30’u antiepileptik ilaglar ile kontrol altina
alimamayan nobetler gegirdigi bilinmektedir. Epilepsi konusundaki arastirmalarin yapilmast,

yeni ve etkili antiepileptik ilaglarin gelistirilmesi ve hastaligin temelinde yatan sebeplerin
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belirlenmesi i¢in deneysel epilepsi modellerine ihtiya¢ duyulur. lyi bir epilepsi modelinin sahip

olmas1 gereken 6zellikleri su sekilde siralanabilir:

e Spontan olarak tekrarlayan nobetleri olmalidir.

e Nobetler insan epilepsisine benzer olmalidir.

e Modeldeki EEG goriintiisii ilgili epilepsiye benzemelidir.

e Ilaclarin etkisini akut ve kronik yonde test etmeye yetecek sekilde ndbet frekansi
olmalidir.

e Antiepileptik ilaclarin farmakokinetigi insandaki ile ayn1 olmalidir.

e Antiepileptik ilaglarin etkili oldugu plazma ve beyin seviyeleri insanlarda ilgili nébetleri

Onleyen seviye ile ayn1 olmalidir.

Deneysel epilepsinin hayvan modelleri 3 smifa ayrilir, konvulsan kimyasal maddelerle veya
elektrik akimiyla olusturulanlar, refleks epilepsi modelleri ve idiopatik modeller. Yeni
antiepileptik ilaglarin aragtirilmasinda birinci siif epilepsi modelleri etkili olmustur. Birgok
hayvan tiiriinde refleks epilepsi goriiliir. Sican ve farelerin bazi irklarinda ise miyoklonik ve
tonik-klonik ndbetleri goriiliir. Kiimes hayvanlarinda fotosensitif ve febril nobetler
kaydedilmistir. Antiepileptik ilaclarin biiylik ¢cogunlugu refleks epilepside etkili olmaktadir.
Idiopatik epilepsiye kdpeklerde sik rastlanir (Marangoz, 1997). Calismamizda deneysel epilepsi
modeli olarak pentilentetrazol modeli kullanilmistir (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3: Deneysel Epilepsi Modelleri

Basit parsiyel (akut) Metabolik diizensizlik
Topikal konvulsanlar e Hipoksi, hiperglisemi, hiperbarik
oksijen, hiperkarbi tiremi, yiiksek
e Penisilin, bikukulin vb. sicaklik, ilag¢ kesilmesi
Akut elektriksel uyar1 Kompleks parsiyel
GABA kesilmesi (terki) Kainik asit, tetanos toksini

Neokorteks dilimleri Firtinalar alanina enjeksiyon

Basit parsiyel (kronik) Tutusma
Kortekse metal verilmesi Beyin dilimleri
e Aliiminyum hidroksit Jeneralize absans

e Kobalt, ¢inko vb.
Talamusun uyarilmast
Kriyojenik hasar
Bilateral odak
Gangliosit antikor verilmesi
Sistemik penisilin
Sistemik fokal epileptogeneziz
y-hidroksi butirat
Jeneralize tonik- kKlonik
Status epileptikus
Genetik
Lityum-pilokarpin
e Isiga duyarli babunlar
e Farede sesle olusan nobetler
e Paytak ve E1 fareler

e Sican, Gerbil ve Drosophila

Kobalt-homosistein

Geri uyarilma

Maksimal elektrik soku
Kimyasal konvulsanlar

e Pentilentetrazol, penisilin vb
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2.3.1. Pentilentetrazol (PTZ) Modeli

Antiepileptik ila¢ gelistirmek igin yapilan arastirmalarda en ¢ok kullanilan kimyasal madde
pentilentetrazol (PTZ)’dur. Bir tetrazol tiirevi olan PTZ, fare, sican, tavsan, kedi ve
piramatlarda konvulsan etki gosterir. PTZ 6nce myoklonik kasilmalara sebep olur ardindan

jeneralize ve tonik-klonik nobetleri baslatir (Straw ve Mitchell, 1967).

PTZ, sinir fibrillerin tekrarlayan sekilde uyarilmasini saglayan, refraktor periyodu kisalttigi 6ne
stiriilen ve antikonvulsan oldugu varsayilan ilaglarin degerlendirilmesinde kullanilan bir ajandir

(Eyzaguirre ve Lilienthal, 1949).

PTZ’nin fare ve siganlardaki uygulama sekli, subkutan (s.c.), intravenoz (i.v.) ve intraperitoneal
(i.p.)’dir (Erol ve dig., 1995). %]1°lik ¢6zeltisinden 50 mg/kg vermek, farede klonik nobet
olusturmak i¢in yeterlidir. Tonik-klonik nébet i¢in gereken doz ise 90 mg/kg’dir. PTZ’ nin cilt
altina verilmesiyle hayvanlarin %97’ sinde klonik nobet olusturulabilmektedir. Bu doz fare

icin 85 mg/kg, sican igin 70 mg/kg’dir (Miller ve dig., 1987).

PTZ beyin zarin1 stimiile eden bir ilagtir, yiiksek dozlarda ise korteksi ve omuriligi stimiile eder.
PTZ, stimiile edici etkisini GABAa/benzodiazepin reseptoriine baglanarak ve klor (CI)
kanallarinin acilimini engelleyerek gergeklestirir. Bu baglanma yeri ayni zamanda barbitiiratlar
icin de bir baglanma yeridir. Benzodiazepinler ve barbitiiratlar GABA vasitasiyla olugan klor
(CI) akigin1 arttirirlar. PTZ ise bu akimi inhibe edici 6zellige sahiptir (Erol ve dig., 1995; White
ve dig., 1995). Bazyan ve dig (2001) tarafindan yapilan bir calismada PTZ uygulanan sicanlarin
serebral korteksindeki NO diizeylerinin belirgin olarak arttigi goriilmiistiir ve bu artisin
PTZ’nin NO diizeylerinde de artisa sebep olarak konvulsiyon patogenezinde yer aldig: ileri

stirlilmiistiir (Bazyan ve dig., 2001).

Everett ve Richards, PTZ ile indiiklenen nobetlerin fenobarbital ve trimetadion ile etkisiz hale
getirildigini gézlemlerken (Everett ve Richards, 1944), White ve dig. (1995) tarafindan yapilan

arastirmalar sonucu PTZ ile indiiklenen nébetlerde fenitoninin etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Siiksinimidler grubundaki ilaglarin PTZ indiiklenmis modeller {izerindeki etkisini arastiran
Chen ve dig. (1954), fensiiksinimid ve metsiiksinimid grubu ilaglarin antiepileptik etkisi

oldugunu bulmustur (White ve dig., 1995). Absans nobet tipinde kullanilan ilaglardan olan
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etosiiksimid ve valproik asit s.c. ve i.p. uygulanan PTZ modellerinde etkili iken, fenitonin ve

karbamazepin sadece klonik nobetlere kars1 etkildir (Wolfgang ve dig., 1991).

PTZ ile indiiklenen nobet modellerinde 6nemli olan farelerin gegirdigi nobetlerin siddeti, siiresi
ve mortalitesidir. PTZ, s.c. veya i.p. olarak enjekte edildikten sonra farenin gegirdigi
konvulsiyon tipi 20-30 dakika boyunca go6zlenir. Nobetin evresi ve siddeti bu sekilde
belirlenmis olur. Farelerin gec¢irdigi ndbet 0-6 arasi puanlanir. Epileptik ndbetleri uyararak
tedaviyi olumsuz yonde etkileyen bazi etkenler vardir. Bunlar, agir egzersiz, uykusuzluk,
hiperpne, hipernatremi, hipokalsemi, hipoksi, hipoglisemi, akut enfeksiyon, bobrek ve

karaciger hastaliklari, epilepsiyi uyarabilecek bazi ilaglar ve alkol’diir (Ziylan ve Ates, 1989).
2.4. SERBEST RADIKALLER VE ANTIOKSIDANLAR
2.4.1. Serbest Radikaller

Organizmada tiim metabolik islemlerin diizenli ve hizli bir sekilde yiiriitiilmesi i¢in yiizlerce
enzim ve substrata ihtiyag vardir (Tulunoglu, 1999). Bu reaksiyonlar sonunda olusan yararli
iriinler disinda fazla miktarda bulunduklarinda organizmaya zararli etkiler yapabilecek
bilesikler de bulunur (Dykema ve dig., 1986). Bu bilesiklerden en onemlileri “Serbest
Radikaller” dir (Korber ve dig., 1996). Serbest radikaller baslica 3 yolla meydana gelmektedir.
Bunlar kovalent bagli normal bir molekiiliin her bir par¢asinda ortak elektronlardan birinin
kalmasi ile olusan homolitik boliinme, normal bir elektronun bir elektron kaybina ugramasi ve

normal bir molekiile tek bir elektron eklenmesi seklindedir (Kiling ve Kiling, 2002).

Serbest radikal, dis yoriingelerinde tek sayida elektron igeren kimyasal bir molekiil veya
molekiiler fragman olarak tanimlanmaktadir (Tulunoglu, 1999). Hem organik hem de inorganik
halde bulunarak oldukga reaktiftirler (Freilich ve dig., 1999). En 6nemli serbest radikaller
oksijen tiirevleridir (Kurt, 2012). Oksijen elektronlarinin diizenlenmesine bagl olarak olusan
tirevlerin hepsi radikal olmadigindan bunlar reaktif oksijen tiirevleri (ROS) olarak
isimlendirilir (Tulunoglu, 1999). Oksijenin az bir kisminin baslica mitokondri olmak iizere
hiicresel kompartmanlardaki metabolizmasi sirasinda indirgenmesiyle ROS’lar meydana gelir.
Stiperoksit radikali (O27), hidroksil radikali (OH") ve hidrojen peroksit (H202) baslica reaktif
oksijen tiirleridir. Bunlardan hidrojen peroksit prooksidan, ilk ikisi de serbest radikaldir
(Navarro ve Boveris, 2004).
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Oksijen ile solunum yapan hiicrelerde stiperoksit radikali (O2) molekiiler oksijenin (O2) bir
elektron alarak indirgenmesi ile meydana gelir. Rediikte olmus ge¢is metallerinin

otooksidasyonu sonucu siiperoksit radikali meydana gelebilir (Valko ve dig., 2005).
HO, - H" + Oy -—
Fe?* + O — Fe** + Oy —

Urat oksidaz, glikoz oksidaz ve D-amino asit oksidaz gibi bircok enzimin iki elektronunu
oksijene transfer etmesi ile direkt olarak meydana gelen H.O, serbest radikal siniflamasina
girmedigi halde serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynar. Hidroksil radikali (OH") Fenton
reaksiyonu ve siiperoksit radikalinin O2 varliginda Haber-Weiss reaksiyonu ile meydana gelen
en giiclii serbest radikaldir (Moncada ve dig., 1991; Delikbas ve Ozcankaya, 1995; Jomova ve
Valko, 2011).

Fenton Reaksiyonlari:
Me™ +Hz20, — Me™b+ OH + OH"
Fe** +H,0, — Fe*" + OH + OH"
Haber-Weiss reaksiyonu:
02 + H2 02 — O2+ OH' + OH"

H20., siiperoksit radikalinden farkli olarak yagda ¢oziiniir olmasi sebebi ile meydana geldigi
yerden uzakta olan ve Fe?* iceren membranlarda da hasar olusturabilir. Hidroksil radikali,
meydana geldigi yerde tiyol ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton alarak yeni
radikallerin meydana gelmesine ve sonugta hiicrede hasara neden olur (Yin ve dig., 2011;
Ozcan ve dig., 2015).

Serbest radikaller organizmada meydana gelen biyokimyasal reaksiyonlar disinda dis
kaynaklarin etkisi ile de meydana gelebilir. Bunlar, kimyasallar, radyasyon yaralanmasi,
enflamasyon, mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesi, oksijen ve diger gaz toksisiteleri, fotokimyasal

maddeler ve yaslanmadir (Tulunoglu, 1999).
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2.4.2. Oksijen Radikallerinin Etkileri

Serbest radikallerin biyolojik sistemde bir¢ok zararli etkisi bulunmaktadir. Niikleik asitler,
amino asitler, proteinler, karbohidratlar ve lipitler gibi biitiin hiicre elemanlarinda hasara yol
acabilir. Proteinlerin tiyol gruplarinin oksidasyonu, enzim fonksiyonunun kaybina,
membrandan iyon ve metabolit transportunda bozulmaya ve kasilabilir fonksiyonlarda
bozulmaya yol agar. Membran fosfolipitlerinin peroksidasyonu, membran akiskanliginda
degisime yol acar. Sinir lifleri etrafindaki myelin kilif peroksidasyonu nérolojik bir hastaliga
sebebiyet verebilir. Oksijen radikalleri oksidatif parcalanma ile DNA hasarina yol agabilir,
mutasyonlara ve karsinogenez’e sebep olabilir (Cheeseman, 1993; Barber ve Harris, 1994).
Hirosima ve Nagazaki’ye atilan bombalarin biyolojik etkileri bu mekanizma ile
aciklanmaktadir (Bast ve Goris, 1989). Oksijen radikalleri ¢oklu doymamis yag asitlerini
etkileyerek lipit peroksidasyonuna yol agmaktadir (Jesberger ve Richardson, 1991).

Serbest radikal olusumu sonucu proteinlerde meydana gelen yapisal degisiklikler tice
ayrilabilir. Bunlar, amino asitlerin modifikasyonu, proteinlerin parcalanmasi, proteinlerin
agregasyonu veya capraz baglanmalardir. Aromatik amino asitler (fenilalanin, tirozin,
triptofan), doymamis yapilarindan dolay: oksidatif hasara oldukga yatkindirlar. Siilfiirlii amino
asit olan sistin ve sistein, serbest radikal olusumuna hassas amino asitlerdir. Radikaller hiicre
zar proteinleri ile de etkilesime girerek, norotransmitter, enzim ve reseptor proteinlerin

fonksiyonlarinda farkliliklar meydana gelmesine neden olurlar (Satoh, 1899).
2.4.3. Antioksidanlar

Radikallerin meydana gelmesini engelleyen, bu maddelerin meydana getirdigi hasar1 6nleyen
ve zehirsizlestirilmesini saglayan viicutta goérev yapan savunma mekanizmalarina
“antioksidanlar” denir (Sener ve Yegen, 2009). Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif
stresi ortadan kaldirmak ve hiicre hasarin1 6nlemek i¢in antioksidan maddelere gereksinim
duyulur. Antioksidanlar, viicut tarafindan dogal olarak iiretilebilir veya disaridan ilave olarak
almabilir (Shinde ve dig., 2012).

Radikallerle hizli bir reaksiyona giren antioksidanlar otooksidasyon ve peroksidasyonun
ilerlemesini onler (Diindar ve Aslan, 1999). Antioksidanlarin, olusan serbest radikallerin
fazlasini etkisiz hale getirmek, serbest radikallerin zararli etkilerine karsi hiicreleri korumada

yardimci olmak tizere gorevleri bulunmaktadir (Pham-Huy ve dig., 2008).
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2.4.4. Antioksidanlarin Siiflandirilmasi
2.4.4.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar kendi i¢cinde enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak 2’ye
ayrilir. Enzimatik olan antioksidanlar, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) olup enzimatik olmayan (nonenzimatik)
antioksidanlar ise glutatyon, melatonin, iirik asit, bilirubin, albiimin, koenzim Q10, selenyum,
a-lipoik asit, seruloplazmin ve transferrin olarak siiflandirilir (Valko ve dig., 2007; Pham-Huy

ve dig., 2008; Aydemir ve Karadag, 2009; Sen ve dig., 2010).
Enzimatik antioksidanlardan asagida kisaca bahsedilmistir.

Stiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, siiperoksit radikalini (O2™), hidrojen peroksit (H20>) ve
molekiiler oksijene (O2) doniisiimiinii saglayan antioksidandir. H.O> daha sonra katalaz veya

GPx ile ortamdan uzaklastirilir (Sen ve Chakraborty, 2011).

SOD
2027+ 2H" ——— H»0, + O,

Insanlarda SOD, Cu ve Zn iceren (Cu-ZnSOD) dimerik yapida sitosolik ve mitokondriyal
tetramerik Mn igeren izomerler (MnSOD) olarak 2’ye ayrilir. SOD’un fizyolojik fonksiyonu;
oksijeni metabolize eden hiicrelerin siiperoksit miktari1 digiik tutmak ve lipit
peroksidasyonunu inhibe etmektir. SOD aktivitesi fazla miktarda oksijen tiiketen dokularda
yiiksektir (Valko ve dig., 20006).

Katalaz (CAT)

Katalaz dort proteinin alt birimlerinden meydana gelmektedir. Her bir alt birim NADPH
molekiilii icerir (Kirkman ve dig., 1987; Young ve Woodside, 2001). Katalaz biiyiik ¢ogunlugu
hiicre i¢i organeller, diger kismi1 mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunan antioksidan
enzimdir. Hidrojen peroksit’in, H2O ve O2’ye doniisiimiinii katalizleyerek hidroksil radikali

olusumunu engeller (Limon-Pacheco ve Gonsebatt, 2009).
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CAT
2H02 ——— > H20 + O

Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur. H2O’den kaynaklanan oksidatif
hasara kars1 hiicreyi korumakla gorevlidir. Bu sekilde H2O’den OH olusumunu engeller. GPx
her bir alt birimi bir selenyum atomu igeren dort protein alt birimlerinden olusur. (Sen ve
Chakraborty, 2011). Diger antioksidanlarla birlikte solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gormesini engeller (Akkus, 1995). GPx,
elektron kaynagi olarak glutatyonu (GSH) kullanarak, H2O, ve organik hidroperoksitleri (lipit
hidroperoksitler, DNA hidroperoksitler) metabolize eder. GPx enzimi; selenyuma bagimli (Se-
GPx) ve selenyuma bagimli olmayan glutatyon peroksidaz olmak iizere ikiye ayrilmistir.
Selenyuma bagimli GPx, H2O> ve organik hiperoksitlere karsi etkili iken selenyuma baglh
olmayan GPx daha ¢ok organik hidroperoksitlere karsi etkilidir (Reiter ve dig., 1995; Cnubben
ve dig., 2001). GSH hidrojen verici olarak rol oynadigindan H.O> ve organik hidroperoksitler
indirgenirken GSH, GSSG’ye yiikseltgenir. Yiikseltgenmis glutatyon (GSSG), glutatyon
rediiktaz (GR) enzimi katalizorligiinde rediikte glutatyona (GSH) tekrar indirgenir. Bu
indirgeme reaksiyonunda GR, NADPHyi elektron vericisi olarak kullanir (Reiter ve dig., 1995;
Sen ve Chakraborty, 2011).

GPx
H,O, + 2GSH — GSSG + 2H.0

Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz, protein olmayan kisim olarak flavin adenin diniikleotid (FAD) ig¢eren bir
enzimdir. GR, NADPH i bir elektronunu okside glutatyonun (GSSG) disiilfit baglarina
katarak onu indirger ve GSH olusturur. NADPH’1n en 6nemli kaynag1 pentoz fosfat yoludur ve

serbest radikal hasarin1 6nlemek i¢in gereklidir (Ozkan ve Figkin, 2004; Sen ve dig., 2010).

GR
GSSG + NADPH +H* ——» 2GSH + NADP*
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2.4.4.2. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar, vitamin eksojen antioksidanlar ve ilag olarak kullanilan antioksidanlar
olarak 2’ye ayrilir. Vitamin kaynakli eksojen antioksidanlar, A, C, E ve Bg gibi disaridan alinan
antioksidanlardir (Diindar ve Aslan, 1999; Aydemir ve dig., 2009; Sener ve Yegen, 2009).
Calismamizda kullandigimiz S-metil metiyonin siilfonyum kloriir (U vitamini)’de eksojen

kaynakli kullanilan antioksidan vitaminlerden biridir.
2.5. U VITAMINI

U vitamini diger bir adiyla S-metil metiyonin siilfonyum kloriir, ismini Latince (yara veya iilser)
anlamina gelen ulcus kelimesinden almistir (Kahn ve dig., 2005). S-metil metiyonin siilfonyum
kloriir (SMM), ¢icekli bitkilerin dokularinda, 6zellikle ¢ig lahanalarda bol miktarda bulunur ve
bir vitamin olarak siniflandirilmamasima ragmen vitamin olarak adlandirilir (Roche-Vitec,
1990). Kiikiirtlii bir bilesik olan bu madde ayni zamanda misir, sarimsak, domates, kereviz gibi
bir¢ok yiyecek ve bitkide bulunmaktadir (Ranocha ve dig., 2001; Augspurger ve dig., 2005;
Racz ve dig., 2008; Sokmen ve dig., 2012). U vitaminin kimyasal yapis1 Sekil 2.3° te

gosterilmektedir.
CH, o
L [
HaC” “‘v””\‘/“‘c:n '
NH

Sekil 2.3: U vitaminin kimyasal yapisi
Kiikiirt elementi, sistein ve metiyonin gibi esansiyel amino asitlerin, glutatyon gibi 6nemli bir
antioksidanin geligsiminde olduk¢a 6nemli olup ayn1 zamanda bitki ve tohum gelisiminde ve
protein sentezinde rol alan bir elementtir (Ufaz ve Galili, 2008; Jander ve Joshi, 2010).

Kiikiirdiin U vitamininde de yer aliyor olmasi birgok alanda avantaj saglamistir.

Seri ve dig. (1979) tarafindan yapilan bir ¢alismada deneysel nefrotik hiperlipidemide U
vitamini’nin etkisi arastirilmis ve U vitamini’nin kandaki kolesterol ve fosfolipid seviyelerini
diizelttigi, bu sekilde hipolipidemik etki gosterdigi gozlenmistir. Gessler ve dig. (1996) U

vitamininin lipid peroksidasyon seviyesini diisiirebildigini ve monoamin oksidaz aktivitesini
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inhibe edebilecegini bildirdi. Lee ve dig. (2012) tarafindan U vitamini’nin dokularda gliserol-
3-fosfat dehidrojenaz ve gliserol kinaz gibi lipit metabolizmasinda rol alan enzimlerin
aktivitesini inhibe ederek triagilgliserol birikimini engelledigi yoniinde etkileri oldugu

aciklanmistir.

Yapilan bir diger ¢alisma U vitamininin yapisindaki siilfiir bilesiminden dolay1 mide koruyucu
etkisi olup olmadig1 yoniinde olmustur. (Salim, 1992,1993), Watanebe ve dig. (2000) ve
Ichikawa ve dig. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada gastrik hasar olusturulmus mide
mukozasinda U vitamininin koruyucu etkisi oldugu gézlenmistir. Ayrica, U vitamini’nin sadece
sican gastrointestinal mukozasinda degil, yapilan domuz c¢alismalarinda 6zofagogastrik
tilserlerde de koruyucu etki gosterdigi bilinmektedir (Kopinski ve dig., 2007; Ichikawa ve dig.,
2009).

Kim ve dig. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada U vitamini’nin dermatolojik etkileri
incelenmis ve U vitamini'nin topikal uygulanmasi sonucu fibroblastlarin aktivasyonunu
saglayarak cilt hasarimin onarimin arttirdig1 gozlenmistir. Ayrica UV kaynakl cilt hasarini da
azaltarak foto koruma etkisi oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglara dayanarak U vitamini, yara
tyilestirici bir ajan ve cilt bakimi kozmetik tirlinii olarak gelistirilmistir (Kim ve dig., 2015; Kim

ve dig., 2017).

U vitamininin ayn1 zamanda antiinflamatuar ve antidepresan Ozellikleri arastirilmigtir
(Urazaeva, 1976). Sokmen ve dig. (2012) yaptig1 bir deneysel ¢alismada si¢anlara valproik asit
ile karaciger hasar1 olusturulmus ve U vitamini oral yoldan verilerek etkileri izlenmistir.
Sonucunda valproik asitin neden oldugu karaciger hasarmm U vitamini verilmis si¢an
dokusunda azaldig1 goriilmiistiir. Ayrica amiodaron ile olusturulan tiikriik bezi ve karaciger
hasarmma kars1 yapilan bir calismada U vitamininin koruyucu etkisi oldugu arastirmacilar
tarafindan izlenmistir (Sokmen ve dig., 2012; Oktay ve dig., 2018; Turkyilmaz ve Yanardag,
2019).

U vitaminin antioksidan 6zelliginden dolay1 serbest radikal olusumunu 6nleyici etkisi oldugu
ve bunun sayesinde valproik asit ile olusturulan lens hasarina kars1 koruyucu etkisi oldugu

Tunali ve dig. (2015) tarafindan gézlenmistir.

Siganlarda pentilentetrazol ile olusturulan deneysel epilepsi modelinde, U vitamininin akciger

dokusu tizerinde koruyucu etkisi oldugu Oktay ve dig. (2018) tarafindan bulunmustur.
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Gezginci-Oktayoglu ve dig. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada siganlarda valproik asidin
bobrek dokusunda oksidatif stres, iltihap ve fibroz olusturdugu ve U vitamininin bunlara

karsilik antioksidan, antiinflamatuar ve antifibrotik etki gosterdigi izlenmistir.

Calismamizda U vitamininin pentilentetrazol ile olusturulan epilepsi modelinde lens dokusu

uizerindeki etkileri izlenecektir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEYDE KULLANILAN CIHAZLAR

Buzdolabi : Argelik

Derin Dondurucular : New-Brunswick Scientific -76 °C, Beko -20 °C
Distile Su Cihaz1 : Brand MonoDest 3000

Etiiv : Niive FN 500

Homojenizator : Cam Homojenizator

pH Metre : Beckman pH Meter H5

Santrifiij Cihazi : Denley BS400

Sogutmali Santrifiij : Sigma Laboratory Centrifuges 3K30

Sonikator : Bandelin Sonorex

Spektrofotometre : Shimadzu UV- Vis Spectrophotometers 1240
Su Banyolari : Cliffton, Memmert

Teraziler . Mettler H10, Radwag AS220/C/2 terazi, Radwag XA

60/220/X terazi, Gec Avery Terazi

Vorteks : Fisons Whirlimixer
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3.2. DENEYDE KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Glutatyon (GSH) miktar tayininde, metafosforik asid (Carlo Erba 407465),
etilendiamintetraasetik asid sodyum tuzu (EDTA Ci1oH14N2Na2Og 2H20; Merck 2604134),
sodyum kloriir (NaCl; Merck 6400), trisodyum sitrat dihidrat (CsHsNasO7 2H20; Merck
6432), 5°5’- ditiyobis-2-nitro benzoik asid (DTNB; Fluka 43760), sekonder sodyum fosfat
(NazHPOQO4; Merck 106586), glutatyon (GSH; Fluka 49750) kullanildi.

Katalaz aktivitesi tayininde, H>O> (Merck 1080600), sodyum kloriir (NaCl; Merck 6400)
kullanildi. Fosfat tamponu i¢in dipotasyum hidrojen fosfat (KoHPO4; Merck A116773847),
potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4; Merck 105101) kullanild.

Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi tayininde, fosfat tamponu i¢in sekonder sodyum fosfat
(Na2HPO4; Merck 106586), potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs; Merck 105101)
kullanildi. Etilendiamintetraasetik asid (EDTA CioH14N2NaxOg 2H20; Merck 2604134),
riboflavin (Sigma 47861), o-dianisidin hidrokloriir (Fluka 33430) kullanildi.

Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi tayininde, tampon ¢ozelti i¢in dipotasyum hidrojen
fosfat (KoHPO4; Merck A116773847), potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4; Merck 105101)
kullanildi. Etilendiamintetraasetik asid (EDTA CioH14N2Na2Og 2H20; Merck 2604134),
Sodyum azid (NaN3; Sigma 71289), glutatyon (GSH; Fluka 49750), indirgenmis nikotin
amid adenin diniikleotid 2’ fosfat tetrasodyum tuzu (NADPH; Sigma N1630), glutatyon
rediiktaz (GR; Sigma G3664), H.0> (Merck 1080600) kullanildi.

Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi tayininde, tampon ¢ozelti i¢in Tris-HCI (C4sH1:NO3z HCI;
Merck 108387) kullanildi. Etilendiamintetraasetik asid (EDTA CioH14N2Na20Og 2H20;
Merck 2604134), indirgenmis nikotin amid adenin diniikleotid 2’ fosfat tetrasodyum tuzu
(NADPH; Sigma N1630), okside glutatyon (GSSG; Sigma G45776) kullanildu.

Glutatyon-S-transferaz aktivitesi tayininde, tampon ¢ozelti ig¢in sekonder sodyum fosfat
(Na2HPO4; Merck 106586), potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4; Merck 105101), glutatyon
(GSH; Fluka 49750) ve 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB; Fluka 24440) kimyasal maddeler
kullanilda.
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Aldoz rediiktaz miktar tayininde, tampon ¢ozelti i¢in sekonder sodyum fosfat (Na2HPOg;
Merck 106586), potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs; Merck 105101) kullanildi.
Indirgenmis nikotin amid adenin diniikleotid 2’ fosfat tetrasodyum tuzu (NADPH; Sigma
N1630), DL-gliseraldehid (Sigma G5001), sorbitol dehidrojenaz miktar tayininde, tampon
¢ozelti igin Tris-HCI (C4H11NOs HCI; Merck 108387), B-NAD™ (Sigma 43410), MgCl;
(Fluka 63065) ve Sorbitol (Merck 7758) gibi kimyasal maddeler kullanildi.

Sorbitol dehidrojenaz aktivitesi tayininde, Tris-HCI (C4sH1:NO3z HCI; Merck 108387), B-
NAD™ (Sigma 43410), MgCl. (Fluka 63065) ve Sorbitol (Merck 7758) kullanildi.

Ileri okside protein iiriinleri tayininde, potasyum iyodiir (Mallinckrodt 9688), tampon ¢dzelti
icin potasyum fosfat (Riedel de Haen, 04243) kullanild1.

Total protein tayininde, sodyum karbonat (Na.COs; Riedel de Haen 13418), sodyum
hidroksit (NaOH; Merck 6462), dipotasyum tartarat (C4sHsK206 5H20; Merck 5160), bakir
stilfat (CuSO4.5H20; Panreac), sodyum tungstat (Merck 106673), sodyum molibdat (Merck
6521), fosfat asidi (H3PO4; Merck 4967293), hidroklorik asid (HCI; Merck 100314), lityum
fosfat (LiSO4.H20; Merck 5695), brom (Merck 1945), sodyum kloriir (NaCl; Merck 6400)
kullanilda.

3.3. DENEY HAYVANLARI

Bu calisma Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 2014 tarihli ve
105 sayil1 izni ile yapilmistir. Calismamizda, Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii (DETAE), Deney Hayvanlar1 Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri
Anabilim Dal1 Laboratuvarindan temin edilen, 250-370 gram araliginda agirliklari olan 3-4
aylik, 28 adet Sprague Dawley tiirli erkek sicanlar kullanildi. Deney siiresince, siganlar

normal pellet yem ve musluk suyu ile beslendiler. Calismada siganlar 4 gruba ayrildi.
1. Grup: Kontrol grubu siganlar (n=6)

2. Grup: U vitamini verilen siganlar (n=6)

3. Grup: Deney grubu; Pentilentetrazol verilen siganlar (n=8)

4. Grup: Pentilentetrazol ve U vitamini verilen siganlar (n=8)
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3.4. EPILEPSI OLUSTURULMASI

Calismamizda epilepsi pentilentetrazol (PTZ) maddesi ile olusturuldu. Deney 6ncesinde
biitiin sicanlar tartildi. Siganlarin agirliklarina gére PTZ dozu hesaplandi. Kontrol grubu
siganlara %0.9 NaCl intraperitoneal yolla verildi. PTZ enjeksiyonu sonrasinda siganlar
50x40x40 buyikligiindeki tstii agik diktortgen bir cam kab igerisine konuldu ve 30 dk’lik
gbzlem siiresince nobet skorlamasi yapildi (Lamberty ve Klitgaard, 2000).

Evre 0: yanit yok

Evre 1: kulaklar ve yiizde seyirmeler

Evre 2: viicuda yayilan konviilsif dalga

Evre 3: miyoklonik jerkler ya da arka ayaklar lizerinde saha kalkma
Evre 4: siganlarin oldugu yere diismesi ile birlikte klonik nobetler
Evre 5: tekrarlayan siddetli tonik-klonik ya da 6liimciil nobetler

Calismamizda sentetik bir antioksidan madde olan U vitamini ise siganlara koruyucu madde
olarak verildi. 1. grup (kontrol grubu) siganlara serum fizyolojik (%0.9 NaCl) 7 giin siire ile
intraperitoneal olarak verildi. 2. grup si¢anlara U vitamini giinde 50 mg/kg 7 giin siire ile
gavaj yontemi ile verildi. 3. grup siganlara PTZ tek doz 60 mg/kg intraperitoneal olarak
verilerek epilepsi olusturuldu. 4. grup siganlara U vitamini giinde 50 mg/kg 7 giin siire ile
gavaj yontemiyle verildi. Siganlara 7. glinde U vitamini verilmesinden 1 saat sonra

intraperitoneal olarak tek doz (60 mg/kg) PTZ uygulandi.

3.5. LENS DOKUSU ORNEKLERINIiN ALINMASI

Sicanlar PTZ verilmesinden 3 saat sonra intraperitoneal olarak 90 mg/kg ketamin verilerek
bayiltildi. Siganlarin her 2 gozleri de serum fizyolojik igerisine alinarak -80°C’ lik derin

dondurucuda deney giinii kullanilmak tizere saklandi.
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3.6. LENS HOMOJENIZATININ HAZIRLANMASI

Deney giiniinde derin dondurucudan ¢ikarilan goézlerden lens doku oOrnekleri ¢ikarildi.
Tartilan her lens doku ornekleri cam homojenizatorde %0.9’luk serum fizyolojik ile
homojenize edildi ve % 10’luk (w/v) lens dokusu homojenizatlar1 hazirlandi.
Homojenizatlar 10.000 rpm’de +4°C’ de 20 dakika santrifiije edildi. Elde edilen lens doku
homojenizatlari, Eppendorf tiiplerine konularak -76°C’de deney giintinde kullanilmak iizere

saklanildi.
3.7. LENS DOKUSUNDA GLUTATYON MiKTAR TAYINi

Lens dokusunda glutatyon (GSH) miktar tayini, Ellman metoduna gore yapildi (Beutler,
1975). Yontemin esasi, Ellman ayiraci (5°-5° ditiyo-bis-2 nitro benzoik asit) ile siilfidril
gruplarmin reaksiyonu sonucu olusan {iiriiniin renk siddetinin absorbans degerinin 412 nm

dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iilmesidir.
Kullanilan Cozeltiler
Coktiirme Cozeltisi

1.67 g m-fosforik asit, 0.2 g EDTANaz veya EDTAK:? ve 30 g NaCl maddeleri tartild1 ve

distile suda ¢oziilerek karistirildi. Son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlandh.
Sodyum Sitrat Cozeltisi (%1)

1 g sitrik asidin sodyum tuzu tartildi. Az miktarda distile suda ¢6ziilerek balon jojede hacmi

100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti belirtme reaktifi hazirlanirken kullanildi.
Belirtme Reaktifi (Ellman Ayiraci) (%40 mg DTNB)

10 mg DTNB tartildi. %1°lik sodyum sitrat ¢ozeltisi ile ¢oziildii ve balon jojede hacmi 25

mL’ye tamamlandi.
NazHPO4 Cozeltisi (0.3 M)

4.2588 g NaoHPO4 tartildi. Az miktarda distile su ile beherde ¢oziildii ve balon jojede hacmi

100 mL’ye tamamland.
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Glutatyon Standart Cozeltisi

100 mg glutatyon (GSH) tartildi, balon jojede hacmi 100 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan bu
stok ¢ozeltiden %2, 4, 6, 8 ve 10 mg’lik glutatyon standartlar1 hazirlandi. Hazirlanan standart
cozeltiler yardimi ile glutatyon standart egrisi ¢izildi. Dokudaki glutatyon miktar grafik ve

formiil yardimi ile hesaplandi.
Deneyin Yapihisi

0.5 mL lens doku homojenizati iizerine ¢oktiirme ¢ozeltisinden 0.75 mL eklenerek
karistirildi. Ardindan 4000 rpm’de 5 dakika santrifiije edildi ve olusan silipernatant ayrildi.
Deneye asagidaki tabloda belirtilen sekilde islemlere devam edildi.

Cozeltiler Kor Numune Standart
Siipernatant --- 0.5mL ---
Distile Su 0.5mL
Cahsma Standart | --- --- 0.5mL
Cozeltisi

Na2HPO4 Cozeltisi | 2 mL 2mL 2mL
Belirtme Reaktifi 0.25 mL 0,25 mL 0,25 mL
(DTNB)

Tiipler karigtirilarak 5 dakika bekletildi. Ardindan absorbanslar spektrofotometrede kore
kars1 412 nm dalga boyunda okundu. Lens dokusunda glutatyon miktar1 grafik ve formiil

yardimi ile hesaplandi.
Doku Glutatyon Miktar1 (nmol GSH / mg protein) = Naps / Staps X A X 2.5/307.3 x 106/ P
A =% mg standart konsantrasyonu

P =% mg doku protein miktar1
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307.3= Glutatyonun molekiil agirlig
Nabs = Numune absorbansi
Stans = Standart absorbansi
3.8. LENS DOKUSUNDA KATALAZ AKTIVITESININ TAYINi

Lens dokusundaki katalaz (CAT) aktivitesi, Aebi yontemine gore tayin edildi (Aebi, 1984).
Metotda, H2O2’nin katalaz enzimi vasitasiyla H2O’ya doniisiimii saglanirken meydana gelen

absorbans degerinin azalmasinin 240 nm’de 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Aebi, 1984).
Kullanilan Cozeltiler

Serum Fizyolojik (2%060.9 NaCl) Cozeltisi

9 g NaCl distile suda ¢oziilerek hacmi 1 L’ye distile su ile tamamlandi.

Sodyum Potasyum Fosfat Tampon Cozeltisi (50 mM, pH 7.0)

0.708 g Na;HPO4 ve 0.680 g KH2PO4 ayr1 ayri distile suda ¢oziildii, hacimleri ayr1 ayr1 100
mL’ye tamamlandi. Sodyum potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi, 9 hacim Na2HPO4 ve 1 hacim

KH2POy4 olacak sekilde karistirilarak ¢ozeltinin pH 7.0 ye ayarlandi.
H202 (30 mM) Cozeltisi

Yogunlugu 1.13 g/mL olan %35’lik H202’den 0.258 mL alind1 ve 50 mM pH 7.0 olan

sodyum potasyum fosfat tamponuyla hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
Deneyin Yapihisi

Kor ve numune tiipleri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.



38

Reaktifler Kor Numune

Doku Homojenizati - 0.5mL

Serum Fizyolojik Cozeltisi | 0.5 mL

H202 Cozeltisi 2mL 2mL

Tiipler karistirilarak 0. ve 1. dakikada spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda kore karsi

absorbans degerleri 6l¢iildii.
Katalaz aktivitesi asagidaki formiil ile hesaplandi.
Katalaz Aktivitesi (U/mL) = (AOD/0.0436) x (V1/ V) x f
Katalaz Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = (AOD/0.0436) x (V1/ Vn) x f/(mg protein/mL)
AOD: 0. ve 1. dakika arasindaki absorbans farki
V1= Toplam ¢bzelti hacmi
Vn = Numunenin hacmi
f = Seyreltme faktorii
3.9. LENS DOKUSUNDA SUPEROKSIT DISMUTAZ AKTIVITESININ TAYINi

Lens dokusunda stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi Mylorie ve dig. (1986) tarafindan
gelistirilen yontem ile tayin edildi (Mylorie ve dig, 1986). SOD aktivitesi, riboflavin ile
duyarlandirilmis o-dianisidinin fotooksidasyon hizini arttirma yeteneginin oOl¢iimiidiir.
Riboflavinin floresans 15181 etkisi ile olusturdugu siiperoksit radikali ortamdaki SOD
enziminin etkisi ile H202’ye doniisiir. H202 ile olugan o-dianisidinin reaksiyona girmesi
sonucu meydana gelen renkli iiriiniin absorbans degeri spektrofotometrede 460 nm’ de

Olgiiliir.
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Kullanilan Cozeltiler
Sodyum Potasyum Fosfat Tampon Cozeltisi (50 mM, pH 7.8)

0.7098 g NapHPOQg4 tartilarak bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra hacmi balon joje’de
100 mL’ye tamamlandi. 0.6804 g KH2POg tartilarak bir miktar distile suda ¢oziildiikten
sonra hacmi balon joje’de 100 mL’ye tamamlandi. pH 7.8 tampon ¢6zeltiyi hazirlamak igin

9 hacim Na;HPO4 ve 1 hacim KH2PO4 karistirildi ve pH ayari yapildu.
Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) Cozeltisi (0.1 mM)

0.0037 g Na2EDTA tartildi ve 50 mM sodyum potasyum fosfat tamponu (pH 7.8) ile

¢oziildii. Hacmi 100 mL’ ye tamamlandi.
Sodyum Potasyum Fosfat Tampon Cozeltisi (10 mM, pH 7.8)

0.142 g Na;HPO4 tartilarak bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra hacmi balon joje’de
100 mL’ye tamamlandi. 0.136 g KH2PO4 tartilarak bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra
hacmi balon joje’de 100 mL’ye tamamlandi. pH 7.8 tampon ¢ozeltiyi hazirlamak i¢in 9

hacim NazHPO4 ve 1 hacim KH2POg4 karistirilarak pH ayart yapildi.
Riboflavin Cozeltisi (0.2 mM)

1.8 mg riboflavin tartildi. Sodyum potasyum fosfat tamponu (10 mM) (pH 7.8) ile ¢6ziilerek

hacmi 25 mL’ye tamamlandi.

o-Dianisidin Hidrokloriir Cozeltisi (6 mM)

19 mg o-dianisidin hidroklortir tartildi. Hacmi distile su ile 10 mL’ye tamamlandi.
SOD Stok Standart Cozeltisi (120 IU/ mL)

Liyofilize SOD standardi 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. Deney yapilisinda belirtildigi sekilde hazirlanan
standart 6rneklerin absorbanslar1 spektrofotometrede 460 nm’de okundu. Absorbans ve

konsantrasyon arasinda standart grafik egrisi ¢izildi.
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Deneyin Yapihisi

Kor, numune ve standart tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.

Reaktifler Kor Numune Standart
Sodyum Potasyum | 2.7 mL 2.6 mL 2.6 mL
Fosfat Tampon

Cozeltisi

o-Dianisidin 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL
Hidrokloriir

Doku Homojenizat1 | --- 0.1 mL ---
Standart 0.1mL
Riboflavin Cozeltisi | 0.2 mL 0.2 mL 0.2mL

Tipler 1yice karigtirildi ve spektrofotometrede kore karsi 460 nm’de ilk absorbans degerleri
okundu. Ardindan tiipler 8 dakika boyunca karanlikta floresans 15181 altinda bekletildi. 8
dakika sonunda tiiplerin ikinci absorbans degerleri kore karsi okundu ve 0. ve 8. dakika

arasindaki absorbans farklart alindi.

Numunelerin SOD aktivitesi (U/mg protein), olusturulan standart egri grafiginden elde

edilen denkleme gore hesaplandi.

3.10. LENS DOKUSUNDA GLUTATYON PEROKSIDAZ AKTIiVITESININ
TAYINI

Lens dokusunda glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi, Wendel (1981) metoduna gére tayin
edildi. Yontemde glutatyon peroksidaz, H202 varliginda GSH’1 okside glutatyona (GSSG)
yiikseltger. GPx reaksiyonu ile olusan GSSG, NADPH’nin indirgeyici substrat olarak

kullanildig1 glutatyon rediiktaz enzimi ile tekrar GSH’a doniisiir. Bu reaksiyonlar sirasinda
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NADPH nin NADP’ye yiikseltgenmesi ile olugsan absorbans azalis1 366 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak ol¢iilerek GPx aktivitesi hesaplanir (Wendel, 1981).

GPx
2GSH + H,0, —» GSSG + 2H.0
GR
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP*

Kullanilan Cozeltiler
Potasyum Fosfat Tamponu (0.25 M, pH 7.0)

3.40 g KH2PO4 tartildi ve bir miktar distile suda ¢6ziildii. Ardindan hacmi balon jojede 100
mL’ye tamamlandi. 3.55 g KoHPO4 tartildi ve bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra
hacmi balon jojede 100 mL’ye tamamlandi. pH 7.0 tampon ¢6zeltiyi hazirlamak i¢in 4 hacim
KH2POs ve 6 hacim KoHPO4 olacak sekilde alinarak karistirildi. Hazirlanan bu tampon
¢ozeltiye 2.5 mM 0.093 g EDTA ve 2.5 mM 0.0162 g NaN3 tartilarak ilave edildi.

GSH Cézeltisi (10mM)

0.003 g GSH tartild1 ve distile su ile ¢oziilerek hacmi 1 mL’ye tamamlandi. Cozelti deneyden

Once taze olarak hazirlandi.
NADPH Cozeltisi (2.5 mM)

0.002 g NADPH tartild1 ve distile su ile ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlandi. Cozelti deneyden

hemen 6nce taze olarak hazirlandi.

Glutatyon Rediiktaz Cozeltisi (6U/mL)

13.3 pL glutatyon rediiktaz 1 mL GPx tampon igerisinde seyreltilerek hazirlandi.
H202 Cozeltisi (12 mM)

25 uL %35°1ik H20z2 lizerine 25 mL distile su eklenerek hazirlanir. Cozelti deneyden hemen

Once taze olarak hazirlandi.



Deneyin Yapihisi

Kor ve numune tiipleri asagidaki gibi hazirlandi.
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Reaktifler Kor Numune
Fosfat Tamponu 600 uL 400 uL
Doku Homojenizati - 200 uL
GSH Cozeltisi 100 uL 100 pL
NADPH Cozeltisi 100 nuL 100 pL.
Glutatyon Rediiktaz 100 pL 100 puLL
Cozeltisi

H202 Cozeltisi 100 uL 100 pL

H20- ilave edilip karistirildiktan hemen sonra spektrofotometrede kore karst 366 nm’de 5

dakika boyunca dakikada bir absorbans degerindeki azalma kaydedildi. Bu deney igin

hesaplanmis ekstinksiyon sayis1 6.22 mM’dur.

Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesi (U/mg protein) = (AOD/5) x 0.803x10° x

(V1/Vn) x f 1 mg protein

AOD-= Sifirinc1 dakika ile besinci dakika arasindaki absorbans farkidir.

V1= Toplam ¢ozelti hacmi

VN = Numune hacmi

f = Seyreltme faktorii
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3.11. LENS DOKUSUNDA GLUTATYON REDUKTAZ AKTIiVITESI TAYINi

Lens dokusunda glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi, okside glutatyonun (GSSG) GR ile
indirgenmesi sirasinda yiikseltgenen NADPH oraninin hesaplanmasi yontemidir (Beutler,

1971).

GR
GSSG + NADPH +H* ———» 2GSH + NADP*

Kullanilan Cozeltiler

HCI Cozeltisi (50 mM)

1.36 mL derisik HCI distile su ile 250 mL’ye seyreltilerek hazirlandi.
Tris Cozeltisi (50 mM)

1.51 g tris tartildi ve distile suda ¢oziilerek hacmi 250 mL’ye tamamlandi.
Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8.0)

50 MM tris ¢ozeltisinden 125 mL alindi ve tizerine pH 8.0 olana kadar 50 mM HCI
¢ozeltisinden ilave edildi. 67 mL HCI ilave edilerek pH 8.0’e ayarlandi. Uzerine 1 mM 93.06
mg EDTA.Naz.2H20 tris-HCI tamponu ile ¢6ziilerek 250 mL’ye tamamlandi.

NADPH Cozeltisi (2 mM)

0.83 mg NADPH 0.5 mL tris-HCI tamponu ile ¢oziildii. Cozelti deneyden hemen once taze

olarak hazirlandi.
GSSG Cozeltisi (20 mM)

6.15 mg GSSG 0.5 mL tris-HCI tamponu ile ¢6ziildii. Cozelti deneyden hemen Once taze

olarak hazirlandu.
Deneyin Yapihisi

Numune ve kor tiipleri asagida belirtildigi gibi hazirlandi.
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Reaktifler Kor Numune
Tris-HCI Tamponu 900 uL. 870 uL
NADPH Cazeltisi 50 uL 50 uL
GSSG Cozeltisi 50 uL 50 uL
Doku Homojenizati - 30 uL

Ornek absorbansindaki azalma kére kars1 340 nm dalga boyunda 5 dakika boyunca dakikada
bir 6l¢iildi. Bu deneyde NADPH icin belirlenmis absorbsiyon katsayis1t 6.22 olarak
kullanild1 ve GR aktivitesi asagidaki formiil ile hesaplandi.

GR Enzim Aktivitesi (U/mL) = (AOD/5 x 6,22) x (V1/Vn) X f

GR Enzim Aktivitesi (U/mL) = AOD x 1.07 x f

GR Spesifik Enzim Aktivitesi (U/mg protein)= (AOD x 1.07 x f)/(mg protein/mL)

AOD= 0. ve 5. dakika arasindaki absorbans farki

6.22= NADPH absorbsiyon katsayisi
V1= Toplam ¢ozelti hacmi

VN = Numune hacmi

f = Seyreltme faktorii

3.12. LENS DOKUSUNDA GLUTATYON-S-TRANSFERAZ AKTIiVITESININ
TAYINI

Lens dokusunda glutatyon-S-transferaz aktivitesi (GST) Habig ve Jacoby (1981) yontemine
gore tayin edildi. Yontem, glutatyon (GSH) ve 1-klor-2,4-dinitro benzenin (CDNB)
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konjugasyonu sonucu olusan {iriiniin 340 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢lilmesi esasina

dayanir (Habig ve Jacoby, 1981).

GST
GSH + CDNB —» Glutatyon- 2,4-dinitro benzen + HCI

Kullanilan Cozeltiler
Sodyum Potasyum Fosfat Tampon Cozeltisi (0.2 M, pH 6.6)

7.098 g g NaoHPOg4 tartilarak bir miktar distile suda ¢oziilerek hacmi 250 mL’ye tamamlanda.
6.8045 g KH2POy4 tartilarak bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra hacmi 250 mL’ye
tamamlandi. pH 6.6 tampon ¢dzeltiyi hazirlamak i¢in 4 hacim NaHPO4 ve 6 hacim KH2PO4

alinarak istenilen hacimde tampon ¢6zelti hazirlandi.
GSH Cozeltisi (60 mM)

18.4 mg GSH tartilarak 1 mL distile suda ¢oziildii. Cozelti deneyden hemen Once taze olarak

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

12.2 mg CDNB tartilarak 1 mL mutlak alkolde ¢6ziildii. Cozelti deneyden hemen 6nce taze

olarak hazirlandi.
Deneyin Yapihsi

Numune ve kor asagidaki tabloda belirtildigi sekilde hazirlandi.
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Reaktifler Kor Numune
0.2 mM Fosfat Tamponu 2mL 1.5mL
Doku Homojenizat1 - 0.5mL
GSH Cozeltisi 0.05 mL 0.05 mL
CDNB Cozeltisi 0.05 mL 0.05 mL
Distile su 0.9 mL 0.9 mL

Reaktifler belirtilen miktarlarda kiivet icgerisinde hazirlanarak karistirildi  ve
spektrofotometrede kore karsi 340 nm dalga boyunda 3 dakika boyunca dakikada bir

absorbans 0l¢timii yapildi.

Bu deneyde glutatyon ve CDNB’ nin konjugasyonu sonucu olusan tiriin i¢in saptanmis olan

ekstinksiyon katsayis1 9.6 mM™ cm™ kullanild.
GST enzim aktivitesi asagidaki formiil ile hesaplandi.

GST Enzim Aktivitesi (U/mL) = (AOD/3) x 0.625 x f

GST Spesifik Enzim Aktivitesi (U/mg protein) = ((AOD/3) x 0.625 x f) / mg protein

f = Seyreltme katsayisi
3.13. LENS DOKUSUNDA ALDOZ REDUKTAZ AKTIiVITESININ TAYINi

Lens dokusunda aldoz rediiktaz aktivitesi Hayman ve Kinoshita (1965) yontemine gore tayin

edildi.
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Kullanilan Cozeltiler
Sodyum Potasyum Fosfat Tamponu (0.067 M, pH 6.2)

0.9511 g Na2HPOg4 tartilarak bir miktar distile suda ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
0.9118 g KH2POg4 tartilarak bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra hacmi 100 mL’ye
tamamlandi. pH 6.2 tampon ¢6zeltiyi hazirlamak i¢in 2 hacim NaoHPO4ve 8 hacim KH2PO4

istenilen hacimde karistirilarak hazirlandi.
NADPH Cozeltisi (0.25 mM)

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

hazirlandi.
DL-Gliseraldehit Cozeltisi (0.5 mM)

1.13 mg DL-gliseraldehit tartildi ve 25 mL distile suda ¢6ziildii. Cozelti deneyden hemen

Once taze olarak hazirlandi.
Deneyin Yapihisi

Numune ve kor asagidaki tabloda belirtildigi sekilde hazirlandi.

Reaktifler Kor Numune
Fosfat Tamponu 0.8 mL 0.7 mL
NADPH Cozeltisi 0.1mL 0.1mL
Doku Homojenizati 0.1 mL 0.1 mL
DL-Gliseraldehit Cozeltisi | 0.1 mL 0.1 mL

Reaktifler belirtilen miktarlarda kiivet icerisinde hazirlanarak karistirildi  ve
spektrofotometrede kore karsi 340 nm dalga boyunda 3 dakika boyunca 30 saniye araliklarla

absorbans 6l¢iimii yapildi. Sifirinct ve sonuncu saniye arasindaki absorbans artisi izlendi ve
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absorbans farki AOD olarak kaydedildi. Aldoz rediiktaz aktivitesi asagidaki formiil ile

hesaplandi.

Aldoz Rediiktaz Aktivitesi (U/mL) = [(AOD/(dk x 6.22)) x (V1/Vn) X f]

Aldoz Rediiktaz Spesifik Aktivitesi (U/mg protein)= [(AOD/(dk x 6.22)) x (V1/Vn) x f]/ mg

protein

AOD= 0. ve 30. saniye arasindaki absorbans farki

V1= Toplam ¢dzelti hacmi
VN = Numune hacmi
f = Seyreltme faktorii
3.14. LENS DOKUSUNDA SORBITOL DEHIDROJENAZ AKTIiVITESI TAYINi

Lens dokusunda sorbitol dehidrojenaz (SDH) aktivitesi tayini Barretto ve Beutler (1975)
metoduna gore spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. (Barretto ve Beutler, 1975). Reaksiyon

sonucu olugan iiriiniin absorbans1 340 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.
Kullanilan Cozeltiler
Tris-HCI Tampon Cozeltisi (1M, pH 8.0)

1M tris ¢oOzeltisi igin 12.114 g tris distile su ile ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlandi. 1M HCI
¢ozeltisi icin 8.2898 mL HCI distile su ile seyreltilerek 100 mL’ye tamamlandi. 1M tris
¢ozeltisinden 50 mL alinarak tizerine pH 8.0 olana kadar 1M HCI ¢ozeltisinden ilave edildi.

Son hacim 100 mL’ye distile su ile tamamlandi.
NAD™ Cozeltisi (50 mM)

0.0331 g NAD" tartilarak 1 L distile suda ¢6ziildii. Cozelti deneyden hemen 6nce taze olarak

hazirlandi.
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MgCl2 Cézeltisi (100 mM)

0.0203 g MgClI; tartilarak 1 mL distile suda ¢6ziildii. Cozelti deneyden hemen Once taze

olarak hazirlandi.
Sorbitol Cozeltisi (200 mM)

0.0364 g sorbitol tartilarak 1 mL distile suda ¢6ziildii. Cozelti deneyden hemen Once taze

olarak hazirlandi.
Deneyin Yapilisi

Asagidaki tabloda belirtildigi sekilde numune ve kor tiipleri hazirlandi.

Reaktifler Kor Numune
Tris-HCI Tamponu 100 uLL 100 uL
NAD™* Cozeltisi 100 pL 100 uL
MgCl2 Cozeltisi 100 uL 100 uL
Homojenizat 100 pL
Distile Su 600 puL 500 uL

Hazirlanan kor ve numune tiipleri karistirilarak 37°C de 10 dakika inkiibe edildi.

Sorbitol Cozeltisi 100 puL 100 pL

10 dakika sonunda tiiplere sorbitol ilave edildi ve reaksiyon baslatildi. Ardindan tiipler
karistirilarak spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda 4 dakika boyunca dakikada bir

absorbans artis1 Olgiildii.

SDH aktivitesi asagidaki formiil ile hesaplandi.
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SDH Enzim Aktivitesi (U/mL)= [(AOD/(dk x 6.2)) x (V1/Vn) X f]

SDH Spesifik Aktivitesi (U/mg protein)=[(AOD/(dk x 6.2)) x (V1/Vn) x f]/ mg protein

AOD= 0. ve 4. dakika arasindaki absorbans farki

V1= Toplam ¢ozelti hacmi

Vn = Numune hacmi

f = Seyreltme faktorii

3.15. LENS DOKUSUNDA iLERi OKSIDE PROTEIN URUNLERI TAYINi

Lens dokusunda ileri okside protein tiriinleri (AOPP) tayini, Witko-Sarsat ve dig. (1996)’

nin kullandiklar1 yonteme gore belirlendi.

Kullanilan Cozeltiler
Potasyum Fosfat Tampon Cozeltisi (20 mM, pH 7.4)

0.7 g K2HPOg4 tartilarak bir miktar distile suda ¢oziindiikten sonra hacmi distile su ile 200
mL’ye tamamlandi. 0.54 g KH2PO4 bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra hacmi distile
su ile 200 mL’ye tamamlandi. pH 7.4 tampon ¢6zeltiyi hazirlamak i¢in 8 hacim KoHPO4 ve

2 hacim KH2POa istenilen hacimde karistirilarak hazirlandi.

Potasyum iyodiir (KI) Cozeltisi

0.19 g KI tartilarak distile su ile ¢oziildii ve hacmi 1 mL’ye tamamlandi.
Asetik Asit Cozeltisi

Derisik asetik asit ¢ozeltisi direkt orijinal sisesinden kullanildi.
Deneyin Yapihsi

Numune ve kor tiipleri tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.
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Reaktifler Kor Numune
Potasyum Fosfat Tamponu | 2000 puL 1600 uL
Doku Homojenizat1 --- 400 pL
Potasyum Iyodiir Cozeltisi | 100 pL 100 uL

Hazirlama direkt kiivet igerisinde yapilarak karigtirilir. Ardindan spektrofotometreye

konulurarak okuma yapmadan 2 dakika boyunca bekletilir.

Derisik Asetik Asit 200 pL 200 pLL

Kiivet spektrofotometreden 2 dakika sonunda cikarildiktan sonra igerisine asetik asit ilave

edilerek hemen karistirildi ve spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda okuma yapildi.
Lens dokusunda AOPP miktar tayini asagidaki formiil ile hesaplanir.
AOPP miktar1 (nmol/mg protein)= [(Abs/261) x (V1/Vn) x f] / mg protein
V1= Toplam ¢ozelti hacmi
VN = Numune hacmi
f = Seyreltme faktorii
3.16. LENS DOKUSUNDA PROTEIN MIKTAR TAYINI

Lens dokusunda protein miktar tayini, alkali ortamda bakir iyonlar ile reaksiyona sokulan
proteinlerin Folin ayiraci ile indirgenmesi sonucu olusan mavi-mor rengin siddetinin
spektrofotometrik olarak Ol¢iilmesi yontemi esasina dayanarak yapilir (Lowry ve dig.,

1951).
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Kullanilan Cozeltiler
A Reaktifi (%2 Na2CO3)

2 g Na;COg tartildi, 0. 1N NaOH c¢ozeltisi igerisinde ¢oziilerek hacmi balon jojede 100 mL’ye

tamamlandi.
Dipotasyum Tartarat Cozeltisi (%1)

%1’lik dipotasyum tartarat ¢ozeltisi i¢in, 1 g dipotasyum tartarat tartilarak distile su ile

¢oziiliir ve hacmi 100 mL’ye tamamlanir. Bu ¢ozelti B reaktifini hazirlamada kullanilir.
B Reaktifi (%0.5 CuSO45H20)

25 mg CuSO45H?0 tartild1 ve %1°lik dipotasyum tartarat ¢ozeltisi ile ¢oziilerek hacmi 5

mL’ye tamamlandi.
C Reaktifi

Alkali sodyum karbonat ¢ozeltisi (A reaktifi)’nin 50 mL’sine 1 mL bakir siifat ¢ozeltisi (B

reaktifi) ilave edilerek hazirlandi. Bu karisim her ¢alisma i¢in taze olarak hazirladi.
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. Bu ¢ozelti geri
sogutucu altinda 10 saat kaynamaya birakildi. Ardindan iizerine 150 g LiSO4, 50 mL distile
su ve birka¢ damla brom ilave edildi. Bromun fazlasini1 uzaklastirmak i¢in 15 dakika daha
kaynatildi. Soguduktan sonra distile su ile son hacim 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan bu stok

cozelti Folin Reaktifi olarak deneylerde 1:2 oraninda distile su ile seyreltilerek kullanildi.
Serum Fizyolojik Cozeltisi (%00.9 NaCl)

0.9 g NaCl tartilarak bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
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Standart Cozeltisi

Lens dokusunda spektrofotometrik olarak total protein miktar tayini i¢in %100 mg’lik
albumin iceren stok ¢ozeltiden serum fizyolojik ile seyreltmeler yaparak %2, 4, 6, 8, 10

mg’lik standart ¢ozeltiler hazirlandi.
Deneyin Yapihisi

Kor, numune ve standart tlipleri tabloda belirtildigi sekilde hazirlandi.

Reaktifler Kor Numune Standart

Serum  Fizyolojik | 0.5 mL

Cozeltisi

Doku Homojenizat1 | --- 0.5mL ---
Standart Cozeltisi - - 0.5mL
C Reaktifi 25 mL 25 mL 25 mL

Hazirlanan tiipler iyice karistirilarak oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.

E Reaktifi 0.25mL 0.25 mL 0.25 mL

E reaktifi katilan tiipler tekrar iyice karisitirildiktan sonra oda sicakliginda 30 dakika
bekletilir. Mavi-mor renk degisimi gozlenir. 30 dakika sonunda spektrofotometrede 500 nm
dalga boyunda kdore karsi absorbans 6lgtimii yapilir. % mg standarta karsilik gelen absorbans
degerlerine gore standart egri grafigi cizilir. Cizilen grafige gore hesaplanan denklem

yardimi ile numunelerin % mg protein miktar1 hesaplanir.
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3.17. SONUCLARIN DEGERLENDIRiLMESINDE KULLANILAN iSTATIKSEL
YONTEMLER

Tiim deneylerde elde edilen bulgular, unpaired t-testi ve ANOVA varyans analizi uygulanarak
NCSS paket programina gore istatiksel olarak degerlendirildi. Sonuglar ortalama + standart
sapma olarak gosterildi. Istatiksel olarak anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak kabul edildi (Hintze,
1986).
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4. BULGULAR

Calismamizda, PTZ ile olusturulan epilepsiye U vitaminin etkilerini arastirmak amaciyla siganlarin
lens doku Orneklerinde, gesitli biyokimyasal parametreler incelendi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.1

ile Tablo 4.5 arasinda gosterildi.
Lens GSH degerleri ile CAT aktiviteleri Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1: Kontrol ve deney grubu siganlarin lens dokusuna ait GSH degerleri ve CAT aktiviteleri.
Gruplar GSH CAT

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

Kontrol 17.32 +4.12 1.14+0.34

Kontrol + U Vitamini 27.30+0.48% 1.93 +1.44

Epilepsi 9.85+2.77% 2.45 +£0.08°
Epilepsi + U Vitamini 15.63 + 2.65P 1.06 + 0.44°
Panova 0.001 0.129

*Ortalama + Standart Sapma

8P<0.05 kontrol grubuna goére
bP<0.05 epilepsi grubuna gore
°P<0.0001 kontrol grubuna gore

Kontrol, kontrol + U vitamini, epilepsi ve epilepsi + U vitamini gruplarinin GSH degerleri
birbirleri ile karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriildi (Panovas=
0.001) (Tablo 4.1).

Kontrol grubu ile kontrol + U vitamini verilen grubun GSH degerleri birbirleri ile
karsilastirildiginda kontrol + U vitamini grubunun GSH degeri anlamli olarak arttig1
gozlemlendi (P<0.05). Kontrol grubu ile epilepsi olusturulan siganlarin GSH degerleri birbirleri
ile karsilastirildiginda epilepsi grubunun GSH degeri anlamli olarak azaldig: goriildii (P<0.05).

Epilepsi grubu ile epilepsi + U vitamini grubunun GSH degerlerinin birbirleri ile
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karsilastirilmasi sonucu epilepsi + U vitamini grubunun GSH degerlerinin epilepsili siganlara

gore anlamli olarak arttig1 goriildi (P<0.05) (Tablo 4.1).

Kontrol, kontrol + U vitamini, epilepsi ve epilepsi + U vitamini gruplarmmin CAT aktiviteleri
karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamsiz bir farklilik oldugu goriildii (Panova= 0.129)
(Tablo 4.1).

Kontrol grubu ile epilepsi olusturulan grubun CAT aktiviteleri birbirleri ile karsilastirildiginda
epilepsi grubunun CAT aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi belirlendi
(P<0.0001) (Tablo 4.1).

Epilepsi grubu ile epilepsi + U vitamini grubunun CAT aktiviteleri birbirleri ile
karsilastirildiginda epilepsi + U vitamini grubunun CAT aktivitesinin epilepsi grubu ile

karsilastirildiginda anlamli olarak azaldig1 goriildii (P<0.05) (Tablo 4.1).
Lens SOD ve GPx aktiviteleri Tablo 4.2°de verildi.

Tablo 4.2: Kontrol ve deney grubu siganlarin lens dokusuna ait SOD ve GPx aktivite degerleri.

Gruplar SOD GPx

(U/mg protein)* (U/g protein)*
Kontrol 0.17 £ 0.06 3.3+0.96
Kontrol + U Vitamini 0.20 £ 0.04 48+ 1.41
Epilepsi 0.45+0.172 8.17 £ 1.64°
Epilepsi + U Vitamini 0.18 + 0.06° 4.68 +0.19°
Panova 0.001 0.006

*Ortalama + Standart Sapma

4P<0.05 kontrol grubuna goére
bP<0.05 epilepsi grubuna gore

Tim gruplarinin SOD aktivite degerleri birbirleri ile karsilastirildiginda gruplar arasinda
anlaml bir farklilik oldugu goriildii (Panova=0.001) (Tablo 4.2).
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Kontrol grubu ile epilepsi grubunun SOD aktivite degerleri birbirleri ile karsilastirildiginda
epilepsi grubunun SOD aktivite degerlerinin anlamli olarak arttigi goriildii (P<0.05) (Tablo
4.2).

Epilepsi grubu ile epilepsi + U vitamini grubunun SOD aktivitelerinin birbirleri ile
karsilastirildiginda epilepsi + U vitamini grubunun SOD aktivitelerinin anlamli olarak azaldig:
goriildi (P<0.05) (Tablo 4.2).

Kontrol ve deney gruplarinin GPx aktiviteleri birbirleri ile karsilastirildiginda gruplar arasinda
anlamli bir farklilik oldugu goriildii (Panova= 0.006) (Tablo 4.2). Kontrol grubu ile epilepsi
grubunun GPx aktiviteleri birbirleri ile karsilastirildiginda epilepsi grubunun GPx aktivitesinin
kontrol grubuna gére anlamli olarak arttigi goriildii (P<0.05) (Tablo 4.2). Epilepsi grubu ile
epilepsi + U vitamini grubunun GPx aktivitelerinin birbirleri ile karsilagtirilmasi sonucu
epilepsi + U vitamini grubunun GPx aktivitesinin epilepsi grubuna gére anlamli olarak azaldigi
goriildi (P<0.05) (Tablo 4.2).

Lens GR ve GST aktiviteleri Tablo 4.3’te verildi.

Tablo 4.3: Kontrol ve deney grubu siganlarin lens dokusuna ait GR ve GST aktivite degerleri.

Gruplar GR GST

(U/mg protein)* (U/mg protein)*
Kontrol 3.92+1.84 8.41+1.74
Kontrol + U Vitamini 11.18 +4.922 9.72+4.11
Epilepsi 13.41 +£3.73¢2 17.26 +£5.782
Epilepsi + U Vitamini 5.48 + 1.95° 8.2+1.34°
Panova 0.002 0.014

*Ortalama + Standart Sapma

8P<0.05 kontrol grubuna gore

bP<0.05 epilepsi grubuna gore
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Deney ve kontrol grubu lens homojenizatlariin GR aktiviteleri birbirleri ile karsilastirildiginda

gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriildi (Panova=0.002) (Tablo 4.3).

Kontrol grubu ile kontrol + U vitamini verilen grubun GR aktivite degerleri birbirleri ile
karsilastirildiginda kontrol + U vitamini grubunun GR aktivitesinin kontrol grubuna gore

anlamli olarak arttig1 gbzlemlendi (P<0.05) (Tablo 4.3).

Kontrol grubu ile epilepsi olusturulan siganlarin lens GR aktiviteleri birbirleri ile
karsilagtirildiginda epilepsi grubunun GR aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak

arttig1 gorildi (P<0.05) (Tablo 4.3).

Epilepsi grubu ile epilepsi + U vitamini grubunun GR aktivitelerinin birbirleri ile
karsilastirilmast sonucu epilepsi + U vitamini grubunun GR aktivitesinin epilepsi grubuna gore

anlamli olarak azaldig: goriildii (P<0.05) (Tablo 4.3).

Elde edilen verilere gore dort grubun GST aktiviteleri birbirleri ile karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriildii (Panova=0.014) (Tablo 4.3).

Kontrol grubu ile epilepsi olusturulan grubun GST aktiviteleri birbirleri ile karsilastirildiginda
epilepsi grubunun GST aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi belirlendi
(P<0.05) (Tablo 4.3).

Epilepsi grubu ile epilepsi + U vitamini grubunun GST aktiviteleri birbirleri ile
karsilagtirildiginda epilepsi + U vitamini grubunun GST aktivitesinin epilepsi grubuna gore

anlamli olarak azaldig1 goriildi (P<0.05) (Tablo 4.3).

Lens AR ve SDH aktiviteleri Tablo 4.4’te verildi.
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Tablo 4.4: Kontrol ve deney grubu siganlarin lens dokusuna ait AR ve SDH aktivite degerleri.

Gruplar AR SDH

(U/mg protein)* (U/mg protein)*
Kontrol 0.56 £0.07 3.33+2.34
Kontrol + U Vitamini 0.16 £0.12 6.79+0.73
Epilepsi 0.66 + 0.08 7.10 +1.93°
Epilepsi + U Vitamini 0.25+0.132 1.98 +1.842
Panova 0.009 0.003

*Ortalama + Standart Sapma

8P<0.05 epilepsi grubuna gore
bP<0.05 kontrol grubuna gore

Tim gruplarin AR aktiviteleri birbirleri ile karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik oldugu goriildii (Panova=0.009) (Tablo 4.4).

Kontrol grubu ile epilepsi grubunun AR aktiviteleri birbirleri ile karsilastirildiginda AR
aktivitesinin epilepsi grubunda arttig1 saptandi (Tablo 4.4).

Epilepsi grubu ile epilepsi + U vitamini grubunun AR aktiviteleri birbirleri ile karsilastirilmasi
sonucu epilepsi + U vitamini grubunun AR aktivitesinin epilepsi grubuna gére anlamli olarak
azaldig1 goriildii (P<0.05) (Tablo 4.4).

Dort grubun SDH degerleri birbirleri ile karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik oldugu goriildii (Panova=0.003) (Tablo 4.4).

Kontrol grubu ile epilepsi olusturulan siganlarin SDH degerleri birbirleri ile karsilagtirildiginda

epilepsi grubunun SDH degerinin anlamli olarak arttig1 goriildii (P<0.05) (Tablo 4.4).

Epilepsi grubu ile epilepsi + U vitamini grubunun SDH degerlerinin birbirleri ile
karsilastirilmast sonucu epilepsi + U vitamini grubunun SDH degerlerinin anlamli olarak

azaldig1 goriildii (P<0.05) (Tablo 4.4).
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Lens AOPP degerleri Tablo 4.5’te verildi.

Tablo 4.5: Kontrol ve deney grubu siganlarin lens dokusuna ait AOPP degerleri.
Gruplar AOPP

(pmol/mg protein)*

Kontrol 0.09 +0.02
Kontrol + U Vitamini 0.12 £ 0.04
Epilepsi 0.14 £0.022
Epilepsi + U Vitamini 0.07 £0.03°
Panova 0.007

*Ortalama + Standart Sapma

4P<0.05 kontrol grubuna gore
bP<0.05 epilepsi grubuna gore

Dort grubun lens AOPP degerlerinin birbirleri ile karsilastirilmasi sonucu gruplar arasinda
anlamli bir farklilik oldugu goriildii (Panova=0.007) (Tablo 4.5).

Kontrol grubu ile epilepsi olusturulan siganlarin lens AOPP degerleri birbirleri ile
karsilastirildiginda epilepsi grubunun AOPP degerinin anlamli olarak arttig1 goriildii (P<0.05)
(Tablo 4.5).

Epilepsi grubu ile epilepsi + U vitamini grubunun lens AOPP degerlerinin birbirleri ile
karsilastirilmast sonucu epilepsi + U vitamini grubunun AOPP degerlerinin anlamli olarak

azaldig goriildii (P<0.05) (Tablo 4.5).
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5. TARTISMA VE SONUC

Epilepsi nobeti, beynin dogal aktivitesinin, sinir hiicrelerinde gegici olarak olusan anormal
elektriksel aktivite sonucu bozulmasi ile meydana gelen klinik bir durumdur. Kendini epileptik

ndbetler ile gosteren epilepsi, halk arasinda “Sara Hastalig1” olarak bilinmektedir.

Yaygin olarak goriilen bir hastalik olan epilepsinin, ilkemizde goriilme siklig1 diinyada oldugu
gibi %0.5 ile %1 arasindadir. Epilepsi hastaliginin gériilme oranini agisindan kadin ve erkekler

arasinda herhangi bir farklilik s6z konusu degildir.

Her yasta ortaya ¢ikabilen bir hastalik olan epilepsinin ilk 16 yasa kadar ve 65 yasindan sonra
goriilme siklig1 orani artmaktadir. Cocuklarda 16 yasa kadar en sik goriilen ndrolojik bir

hastaliktir.

Epilepsi icin genetik yatkinliktan baska risk faktorleri, alkol, beyin tlimorleri, merkezi sinir
sistemi enfeksiyonlar1 ve travmatik kafa yaralanmalaridir. Ayrica gebelikte maruz kalinan
radyasyon ve alinan cesitli ilaglar, enfeksiyon hastaliklari, zor dogum ve beynin oksijensiz
kalmasi gibi sorunlar epilepsiye neden olabilmektedir. Bu hastaligin tedavisinde c¢esitli
antiepileptik ilaclar kullanilmaktadir. Antiepileptik ilaglar epilepsiyi engellemezler, sadece etki
ettikleri slirece ndbetleri azaltabilirler. Bu hastaligin tedavisinde fenobarbital, fenitoin,
primidon, oksikarbazepin, topiramat, valproik asit gibi ilaglar kullanilmaktadir. Bu ilaglarin

kismen kusma, ates, kizariklik, algilamada bozukluk, 16kopeni gibi yan etkileri bulunmaktadir.

Antiepileptik ilaclardan olan VPA ile Biyokimya Anabilim Dalimizda si¢anlarda karaciger,
bobrek, ince bagirsak ve lens dokusunda hasar olusturulmustur (Cakmak ve Yanardag, 2015;
Emekli-Alturfan ve dig., 2015; Oktay ve dig., 2015; Gezginci-Oktayoglu ve dig., 2016). Bu
hasarin 6nlenmesi ile siganlara uygun dozda U vitamini (Sokmen ve dig., 2012; Tunali ve dig.,
2015; Gezginci-Oktayoglu ve dig., 2016; Oktay ve dig., 2018), bitki ekstreleri (Jassim, 2013;
Ibrahim ve dig., 2017) verilmistir. Verilen bu koruyucu maddelerin VPA’ nin olusturdugu
hasar1 6nledigi gortilmistiir. Calismamizda ise pentilentetrazol ile deneysel epilepsi olusturulan
siganlarin lens dokusunda olusturulan hasarin U vitamini verilmesi ile koruyucu etkisi olup

olmadigi arastirilacaktir.
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Deneysel epilepsi modellerinde oksidatif stresin arttig1r ve buna bagl olarak dokularda hasar
olustugu belirtilmektedir (Gluck ve dig., 2000; Gupta ve dig., 2003; Vinogradova, 2004;
Bayrak, 2015).

Glutatyon (GSH) basta karaciger, dalak, bobrek, lens, l6kosit ve eritrositlerde bulunan
nonprotein yapisindaki bir tripeptittir (Anderson ve Meister, 1989). Yapisinda tiyol gruplari
bulunmasi nedeni ile GSH antioksidan 6zellik gosterir (Rushworth ve Megson, 2014). Bazi
kimyasal maddeler, ilaglar ve ¢evre ortamindaki kimyasal maddeler lens antioksidan sisteminin
hasar goérmesine neden olurlar. Cesitli doku hasarlarinda ve ¢esitli hastaliklarda glutatyon
miktarlarinda azalma oldugu goriilmiistiir. VPA ile olusturulan lens hasari (Tunali ve dig.,
2015) ile karaciger hasarinda (Sokmen ve dig., 2012; Cakmak ve Yanardag, 2015) GSH
diizeyinin azaldig1 bulunmustur. Sicanlarda PTZ ile olusturulan epilepsi modelinde beyin GSH
diizeyinin azaldigy, ferulik asit verildiginde GSH diizeyinin artti§1 Hassanzadeh ve dig (2017)

tarafindan ileri stiriilmiistiir.

Calismamizda bu ¢alismalara uygun olarak, PTZ ile olusturulan epilepsi modelinde lenste GSH
diizeyinin azaldigi, U vitamini verilmesi ile GSH degerinin arttig1 saptanmistir. U vitamininin

lenste olusan hasar1 6nledigi ileri stiriilebilir.

CAT, SOD reaktif oksijen tiirlerine karsi antioksidan savunma sistemini olusturan
enzimlerdendir (Weydert ve Cullen, 2010). SOD, antioksidan savunma sisteminde ilk enzimdir.
Stiperoksit anyonun hidrojen peroksit ve oksijene doniisiimiinii katalize eder ve boylece
stiperoksit radikalinin zararli etkisini azaltan antioksidan bir enzimdir. Epilepsi hastalarinda ve
deneysel olarak olusturulan epilepsi modellerinde serum ve doku antioksidan enzim sisteminin
azaldig1 veya arttig1 belirtilmektedir (Verrotti ve dig., 2002; Peker ve dig., 2009; Saad ve dig.,
2014; Prasad ve dig., 2017; Xia ve dig., 2018; Beltran-Sarmiento ve dig., 2018).

Tambe ve dig. (2016)’nin farelerde PTZ ile olusturduklar1 epilepsideki beyin hasari
caligmalarinda beyin CAT, SOD aktivitelerinin kontrol grubuna gore arttigi Saptanmustir.
Epilepsili farelere koruyucu olarak bisiklik monoterpen olan Borneal verdiklerinde CAT ve

SOD aktivitelerinin azaldig1 saptanmistir (Tambe ve dig., 2016).

Obay ve dig. (2008), PTZ ile olusturduklar1 epilepsi modelinde beyinde SOD, CAT

aktivitelerinin azaldigini gostermislerdir.
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Calismamizda ise epilepsi olusturdugumuz si¢anlarin lenslerinde CAT ve SOD aktivitesinin
artt1g1 bulunmustur. U vitamini uygulamasiyla artmis olan CAT ve SOD aktivitelerinin lens
dokusunda azaldig1r gorilmiistiir. CAT ve SOD aktivitelerinin azalmasi bize lenste olusan

hasarin 6nlendigini gostermektedir.

Glutatyona bagli enzimler antioksidan oOzellik nedeni ile organizmada olusan hasarlar
Onlemede Onemli role sahiptirler. Glutatyon peroksidaz enzimi peroksitlerin
zehirsizlestirilmesinde 6nemli bir role sahiptir. PTZ ile olusturulan epilepsi modelinde deney
hayvanlarinda GPx aktivitelerinin azaldig1 ve buna bagli olarak serbest radikallerin miktarinda
artis oldugu Ilhan ve dig. (2005,a,b) tarafindan belirtilmistir. PTZ ile epilepsi olusturulan
sicanlarin beyin dokusunda GPx aktivitelerinde artis oldugu (Bayrak, 2015), U vitamini
uygulanmasi ile GPx aktivitesinin azaldig tespit edilmistir (Bayrak, 2015).

Calismamizda lens dokusunda GPx aktivitesinde artis oldugu goriilmiis ve U vitamini

verilmesiyle GPx aktivitesinin azaldig1 saptanmustir.

GR glutatyon metabolizmasi ile ilgili enzimlerden biridir. Pilokarpin ile olusturulan epilepsili
sicanlarin dokularinda GR enzim aktivitesinin azaldigi naringenin verildiginde enzim
aktivitesinin arttig1 saptanmistir (Shakeel ve dig., 2017). Calismamizda GR aktivitesinin PTZ
ile olusturulan epilepsi modelinde lens dokusunda arttig1 saptanmistir. U vitamini verilmesi ile

artmis olan GR aktivitesinin azaldig1 bulunmustur.

Serbest radikallerin diizeylerini meydana getirdikleri hasar1 azaltmak i¢in organizmada bir¢ok
savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir. Antioksidanlar bu serbest radikalleri azaltmada etkili
sistemlerdendir. ~ GST, organizmada  zehirli ~maddelerin ve  ¢esitli ilaglarin
zehirsizlestirilmesinden sorumlu antioksidan bir enzimdir (Tekeli ve Bildik, 2016).
Calismamizda lens dokusunda GST enzim aktivitesinin arttigt ve U vitamini verilmesi ile

azaldig1 saptanmustir.

Aldoz rediiktaz (AR) enzimi poliol yolunun ilk enzimidir. Oksidorediiktaz sinifi bir enzim olup
monosakkarit gibi karbonil grubuna sahip bilesiklerin alkole g¢evrilmesinden sorumludur
(Petrash, 2004). Toksik yapidaki aldehitleri inaktif olan alkollere indirger (Brownlee, 2005).
Aldoz rediiktaz enzimi, lens, retina, periferik sinirler, karaciger, kalp, testis, bobrek, bobrek

iistii bezi ve ¢esitli tireme organlarinda bulunur (Tanimoto ve dig., 1998).
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VPA gibi toksik maddeler verilmesi ile (Tunali ve dig., 2015) ve seker hastaliginda AR
enziminin dokularda arttig1 goriilmiistiir (Xu ve dig., 2018; Chang ve dig., 2019; Derakhshanian
ve dig., 2019). Ayrica ¢esitli dokularda ekstrahepatik detoksifikasyonu olarak da AR enzimi
gorev yapmaktadir (Srivastava ve dig., 2005). AR enzimi steroidler, katekolaminler ve
fosfolipidlerin katabolizmasinda iiretilen biyojenik aldehitlerin indirgenmesinde de 6nemli rol
oynar (Wermuth, 1982,1983).

Tunali ve dig. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada VPA verilen siganlarin lens dokusunda AR
aktivitelerinin arttigi ileri stirilmistiir. (Alabak, 2016) tarafindan yapilan bir ¢aligmada U
vitamini verilmesi ile ve (Tunali, 2014) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada Be vitamininin
verilmesi ile lenste artan AR aktivitesinin azaldig1 saptanmistir. AR aktivitesinin azalmasi, lens
hasarmin onlendigini  gostermektedir. Soyasaponinlerinin  (Balestri ve dig., 2019),
flavonoidlerin (Patil ve dig., 2019), fenolik bilesiklerinin (Demir ve dig., 2017), polifenollerin
(Spinola ve dig., 2019) ve Bg vitamininin (Ramos ve dig., 2019) AR inhibit6rii oldugu
literatiirde bildirilmistir. Aldoz rediiktaz enzimi pek c¢ok kanser hiicresinde asir1 miktarda
sentezlenmektedir. GOgiis, ovaryum, rektal ve servikal tiimorlerde AR enziminin aktivitesi

artmaktadir (Saraswat ve dig.,2006; Tammali ve dig., 2019; Shukla ve dig., 2017).

Calismamizda epilepsi olusturulan siganlarda AR aktivitesinin arttig1, U vitamininin verilmesi
ile azaldig1 saptanmistir. AR aktivitesindeki azalma lenste olusan hasarin 6nlendigini bize

gostermektedir.

Sorbitol dehidrojenaz, sorbitoliin fruktoza doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir. Sorbitol

dehidrojenaz (SDH) organizmada, bobrek, lens, karaciger, testis gibi dokularda bulunmaktadir.

Enfeksiyonlarda, toksik hepatitlerde, hipoksiye bagli karaciger hasarinda, sirozda, diyabette,
testis hasarinda serumda SDH aktivitesi artar. Siganlarda SDH ile olusturulan diyabette lenste
AR ve SDH aktivitesinin arttigi Khorsand ve dig. (2016) tarafindan saptanmistir. Fenolik
bilesiklerin, flavonoidlerin (Mohammad ve dig., 2017), U vitamininin, Be vitamininin poliol
enzimlerini inhibe ettigi literatiirde belirtilmektedir (Tunali ve dig., 2015; Aslan ve Beydemir,
2017). Calismalarimizda lens dokusunda SDH aktivitesinin epilepsi grubunda arttigi, U
vitamini verilmesi ile azaldig1 saptanmistir. Lens SDH aktivitesinin artmasi lens dokusunun

bozuldugunu, U vitamini verilmesi ile lens hasarinin 6nlendigini bize gostermektedir.
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Organizmada ¢esitli hastaliklarda oksidatif stres viicudun dogal antioksidan sistem kapasitesini
arttirmaktadir. Buna bagli olarak protein oksidasyonu olugsmakta ve AOPP olusumu meydana
gelmektedir (Ozgiin ve dig., 2010; Chekaoui ve dig., 2018; Fernandez-Espejo, 2019; Sateesh
ve dig., 2019; Zuo ve dig., 2019). Okside duruma gelmis olan proteinlerde normal

fonksiyonlarda azalma meydana gelmektedir.

Arslan ve dig. (2019) penisilinle olusturulan epilepside beyin dokusunda AOPP degerlerinin
arttigini ileri siirmiislerdir. Bu bulguya uygun olarak, ¢alismamizda PTZ ile olusturdugumuz
lens hasarinda da AOPP degerlerinin arttigi bulunmustur. Artmig olan AOPP degerlerinin U

vitamini verilmesi ile azaldig1 saptanmistir.

Sonug olarak, PTZ ile olusturulan deneysel epilepsi modelinde U vitamininin lens {izerinde
koruyucu etkisi oldugu bulunmustur. U vitamininin lens dokusu iizerindeki koruyucu etkisinin
arastirtlmasi, epilepsi hastalarinda da olusabilecek komplikasyonlarin onlenmesine katki

saglayabilecegi ileri siiriilebilir.
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