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1.GIRIS

Alkolizm; bireyin beden ve ruh saghgi; aile, toplumsal ve is uyumunu bozacak
derecede sik ve fazla alkol alma; alkol alma istegini durduramama ile belirli bir bozukluktur
(1).

Kaynaklara gore ilk kesfedilen psikofarmakolojik ajan "alkol" diir. Alkol kelimesi
Arap dilindeki bir seyin 6zii, asli anlamindaki "al kihl" sozctliglinden gelmektedir (2). Alkol
cok eski zamanlardan beri (M.O. 2000) var olan, insan beyninin fonksiyonlarin1 baskilayici
Ozelliklere sahip, zehirli etkili, kullanim1 olduk¢a yaygin olan bir maddedir. Alkol ve alkol
kullanimina tarih boyunca farkli toplum ve topluluklarda degisik bicimlerde yaklasilmistir.
M.O. 2000 yilinda sarap ticareti Hammurabi kanunlarinda anlatilmistir. Diger yandan
milattan Onceki yillarda Eski Yunan'da sarap adina torenler yapilmis hatta adina "tanr1"
atfedilmis (Dionysos, Roma'da Bakhiis) oysa ayni c¢aglarda "Spartanin ¢ocuklar1" alkol
kullananlara "acimasiz" gozlerle bakmislardir (3).

Tarih boyunca Hipokrat'dan baglayarak pek ¢ok hekim alkollii i¢kilerin insan sagligina
olan zararl etkilerinden s6z etmislerdir. Ancak diger ruhsal rahatsizliklar gibi, alkolizmin de
ahlaki ve dinsel agiklamalardan siyrilarak tibbi bir sorun olarak kabul edilmesi son 150 yila
dayanmaktadir.

19.Yiizyilda Stockholm Universitesi Ogretim iiyelerinden Magnus Huss (1856),
alkoliin ruhsal ve bedensel etkilerini goz Oniine alarak, ilk defa "alkolizm" sozciigiinii
kullanmis ve alkolizmi ayri bir klinik antite olarak incelemistir. Huss, olagan sarhoslukla,
delirium tremensi akut form, alkoliin ge¢ ve uzak etkilerini ise kronik form adi altinda
toplamstir (4,5).

Bagimlilik etiyolojisini agiklamaya yonelik; genetik/ biyolojik, sosyokiiltiirel ve
psikolojik modeller olmakla birlikte iizerinde en ¢ok fikir birligine varilan goriis, bagimliligin
multifaktoriyel bir bozukluk oldugunu savunan biitiinciil yaklagimdir.

Asirt alkol kullanimi ve alkolle iliskili sorunlar tiim diinyada 6dnemli bir halk saglig
sorunudur. Alkol kullanimi gelismis {ilkelerde azalirken, gelismekte olan iilkelerde
artmaktadir. Tiim diinyada alkol kullanim1 ve yarattig1 sorunlar hakkinda 6grenilecek daha
cok sey olmasina karsin, alkoliin diinya saglig1 icin énemli bir tehlike olduguna dair yeterli
kanit vardir. Alkole iliskin sorunlar kadinlar arasinda artmasina karsin, her kiiltiirde erkekler

arasinda Onemli Olgiide daha siktir. Ekonomik gelisme diizeyi ve din iilkelerin alkol



tilketiminde en etkili belirleyicilerdir. Ulkemizde alkol kullamim prevalansi diger iilkelere
gore daha diisiiktiir. Alkol kullaniminin diisiik olmasinda Islam'mn etkisi, alkol kullaniminin
giinliik yagamin bir parcas1 olmamasi, genellikle sosyal ortamlarda alkol i¢ilmesi ya da sosyal
baski nedeniyle az bildirim etkili olabilir (6).

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, alkol aliminin serebral ve kardiyovaskiiler hasar
gelisiminde en Onemli risk faktorlerinden biri oldugunu ortaya koymustur (7). Alkoliin
organizmadaki baslica etki yeri santral sinir sistemidir. Akut veya kronik alkol kullanimi sinir
sisteminde yapisal, fizyolojik ve ndrokimyasal degisikliklere neden olur. Bununla birlikte
alkol kullanimina bagli olusan beyin hasarinin mekanizmasi tam olarak agiklanamamustir (8).
Alkol kullannminda, gerek beslenmenin bozulmasi sonucu gerekse alkoliin zararli etkileri
nedeniyle demir, ¢inko, magnezyum, fosfor, bakir gibi bazi mineraller ile 6zellikle B grubu
vitaminler basta olmak {izere tiim vitamin diizeylerinde bir azalma goriiliir. Bu eksiklikler
sonucu geri doniigiimsiiz olabilen bozukluklar ortaya ¢ikar (9).

Alkoliin beyin {izerine akut toksik etkileri davraniglarda ve bilissel islevlerde
degisiklikler olarak kendini gosterir. Bu akut etkilerin alkoliin bircok ndorotransmiter,
ndropeptid ve noroendokrin sistemindeki ve voltaj kapilt iyon kanallarindaki etkilerinin
sonucunda olustugu bilinmektedir.

Alkol direkt toksik ozelliklerinin yanisira, oksidatif strese yol agarak da hiicrelerde
indirekt etkiler meydana getirmektedir. Alkol metabolizmasi esnasinda meydana gelen
oksidatif stres, artmig reaktif oksijen radikal iiretimi ve/veya azalmis antioksidan savunma
kapasitesinden kaynaklanmaktadir (10).

Son yillarda siirekli alkol kullaniminin insanlarda olusturdugu bilissel (kognitif)
bozukluklar ve bunun altinda yatan biyolojik mekanizmalar da yogun bigimde
arastirilmaktadir. Alkolizmin yol actig1 bu biligsel gerilemenin de, en azindan kismen, gelisen
hipotalamik pituiter adrenal (HPA) eksen bozuklugu ve hiperkortizolemi ile iliskili oldugu
bildirilmektedir (11,12,13). HPA eksen hiperaktivitesi ve hiperkortizoleminin, 6zellikle agik
(explicit ya da declarative) hafizanin merkezi konumunda olan hipokampusta néron kaybina
yol actigi, bunun Ornegin depresyon gibi hastaliklarda goriilen biligsel bozuklugu da
aciklayabilecegi iddia edilmektedir (13,14).

Ozetle, alkol bagimlilarinda goriilen bilissel bozukluklar hipokampal néron kaybn ile
iligkili olabilir. Ayrica alkol yoksunluklarinda hipokampusta N-Metil-D-Aspartat (NMDA)
reseptorlerinde de asir1 aktivite olustugu, bunun da hipokampal ndéronlardaki eksitotoksiste ve

kayiptan sorumlu olabilecegi bildirilmistir (13,15,16).



Alkol bagimhiliginin tedavisinde kullanilan ajanlardan biri olan akamprosat
homosisteik asitin bir analogudur. Akamprosatin alkolii birakmis olan alkol bagimlilarinda
sik gelisen giiglii igme istegini (craving) azalttigi kontrollii arastirmalarla gdsterilmistir (17).
Homosisteik asit NMDA reseptorleri iizerinden aktiftir. Akamprosatin farmakolojik etkileri
heniiz tam olarak anlasilamamistir. Her ne kadar alkoliklerdeki etki mekanizmasi bilinmiyor
olsa da, akamprosat, eksitatuar norotransmiter olan glutamatin etkileri ile baglantili néronal
asir1 aktiviteyi antagonize etmektedir. Bu etkisini, en azindan kismen NMDA reseptorlerine
yonelik bir antagonist olarak hareket ederek gosterdigi diisiiniilmektedir (18).

Oksidatif stresin alkol bagimliligindaki roliiniin belirlenmesi alkol bagimliliginin
etyolojisi ve patofizyolojisinin net olarak anlagilmasina katki saglayacaktir. Biz bu
arastirmada etanol ile alkol bagimlilig1 olusturdugumuz ratlarin beyinlerinde oksidatif stresin
gostergeleri olan glutatyon, glutatyon peroksidaz, malondialdehit, kalsiyum ATPaz ve

NMDA reseptor diizeyleri ve akamprosat tedavisinin bu degerler iizerine etkisini aragtirmay1

amagladik.
Bu calismada,
1) Etanol ile alkol bagimliligi olusturdugumuz ratlarin beyinlerinde oksidatif

stresin gostergeleri olan glutatyon, glutatyon peroksidaz, malondialdehit, kalsiyum ATPaz ve
NMDA reseptor diizeylerinin belirlenmesi,
2) Akamprosat tedavisinin bu degerler {izerine etkisinin belirlenmesi

amaglanmistir.



2. GENEL BILGI

2.1 Oksidatif Stres

2.1.1 Serbest Radikaller

Atomlarda elektronlar, orbital adi verilen uzaysal bolgede ¢ift olarak bulunurlar.
Molekiillerin ¢ogu cift elektronlu, az sayida molekiil ise tek yani eksik elektronludur. Eksik
elektronlu olan bu molekiiller olduk¢a reaktif 6zellikte olup kararsizdirlar. Bulabilecekleri
herhangi bir molekiil ile etkilesime girer ve bu molekiilden ya bir elektron alir veya ona bir
elektron verirler (19).

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla paylasilmamis elektron
tasiyan, bircok fizyolojik ve patolojik siirecte Tiretilebilen oldukca aktif atom veya
molekiillerdir. Oldukca kararsiz olan bu molekiiller, ¢evrelerindeki molekiillerle ¢abucak
reaksiyona girme ve bu son yoriinge elektronlarini paylagsma egilimindedirler. Her tip
kimyasal ve biyokimyasal tepkime her zaman atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar
sayesinde gerceklesir. Dis orbitallerde paylasilmamis elektron bulunmasi serbest radikallerin
reaktivitesini olaganiistii arttirir, dolayisiyla serbest radikaller kimyasal aktifligi yiiksek
molekiillerdir (19). Insan viicudunda biitiin hiicrelere hicbir zorlukla karsilasmadan giren ve
en ¢ok kullanilma 6zelligine sahip olan O, yapisi geregi radikal olmaya ¢ok uygun oldugu
icin serbest radikal denince aslinda serbest oksijen radikalleri, daha genel bir anlatimla
‘ROT’ ifade edilmektedir. ROT ve serbest radikaller organizmada normal sartlar altinda
stirekli olugsmaktadir. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da noétral olabilirler ve
biyolojik sistemlerde en sik elektron transferi ile olusurlar. Biyolojik sistemlerdeki en dnemli
serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir (20).

Serbest radikaller viicutta 3 yolla meydana gelir:

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin her bir par¢asinda ortak elektronlardan birinin
kalarak homolitik boliinmesi (Kovalent baglarin homolitik kirilmasi):

Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin

kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayri



atomlar {izerinde kalir ise, her iki atom lizerinde paylasilmamis elektron bulunur. Sonug

olarak, iki adet reaktivite diizeyi yiiksek serbest radikal olusur.
XY->X+Y

2. Normal bir molekiilden bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi:

Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde
paylasilmamig elektron kaliyorsa radikal formu olusur. Askorbik asit, GSH ve tokoferoller
gibi hiicresel antioksidanlar radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri indirgerken,

kendilerinin radikal formu olusur.
X:Y— X+Y'

3. Normal bir molekiile bir elektronun eklenmesi yoluyla:
Radikal ozelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde
paylasilmamig elektron olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna sebep olabilir. O,in

tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksidin (02_-) olusumuna neden olur.
Xie— X

Bu tepkimelerden herhangi biri olustugunda, radikal olmayan tiirler radikal haline
gelir. Serbest radikaller ile radikal olmayanlarin tepkimeleri sonucu, tepkimeye giren
molekiiller sira ile serbest radikallere doniisiir ve hasar zincirini ilerleterek yayarlar (14, 21).

Oksijen (O;) ve nitrojen molekiilleri serbest radikal kaynaklaridir. O,in kismi
indirgenmesinden, ROT olan hidroksil (-OH) radikali ve O, - olusmaktadr. Ayrica singlet
oksijen ('O,) ve hidrojen peroksit (H,0O,) molekiilleri, radikal olmayan ROT olarak ifade
edilirler. Oksijen kaynakli olmayan diger serbest radikaller ise nitrik oksit (NO-),
peroksinitrit (ONOO_-), LPO sirasinda olusan peroksil (ROO-) ve karacigerdeki karbon
tetrakloriir (CCly) metabolizmasi sirasinda olusan triklormetil (CCls-) radikalidir (21, 22).

Organizmada olusan serbest radikallerin en 6nemlileri ve biiylik kismi O, kaynakli
radikallerdir. O;in toksik etkisi yoktur, ancak aerobik hiicre metabolizmasi sirasinda serbest

oksijen radikallerine doniiglir. O2in kismi indirgenmesinden, ROT arasinda yer alan -OH ve



O, - olusmaktadir. Ayrica 102 ve H,O, molekiilleri radikal olmayan reaktif oksijen

tirevleridir (23, 24) (Tablo 1).

Tablo 1. ROT, simgeleri ve elektron yapilari

ROT Simgesi Elektron Yapist
Sttt it 0,- . 0 T 0 ]
Hidroksil radikali ‘OH . (::} +H
Singlet oksijen radikali 10, O T Q :
Hidrojen peroksit H,0; H: 'li::}:: i::::}:H

Superoksit radikali (02_~), O,in indirgenmesi ile olusan ilk triindir. En 6nemli

kaynagi, mitokondriyal elektron iletim zinciridir.
02 +e¢ — 0'2-

Yarilanma siiresi uzun, ancak tepkisi diisiik bir radikaldir. 027-, O,in oksidatif
fosforilasyon esnasinda nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NAD(P)H)-oksidaz veya
ksantin-oksidaz gibi enzimlerin katalizorliigiinde bir elektron indirgenmesi sonucunda
meydana gelmektedir. 0, -in yarilanma Oomri hiicrelerin farkli yerlerinde bulunan siiperoksit
dismutaz (SOD) enziminin varliina bagimlidir. Ayrica, indirgeyici molekiiller oksijene tek
elektron verip kendileri oksitlenirken 027- olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
katekolaminler, ferrodoksinler gibi yiizlerce molekiil aerobik ortamda oksitlenirken 0, -
yapimina neden olurlar. Basta ¢esitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere yiizlerce
enzimin katalitik etkisi sirasinda O, - bir iiriin olarak olusabilmektedir (19, 25).

Dokularda O,--in en 6nemli kaynagi, polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) fonksiyonlari

sonucu uretilendir. Daha az miktarda olmakla birlikte eozinofil ve lenfositler de



antibakteriyel bir ajan olarak O,-- tiretirler. PMNLIlerde O; - iiretimi membran bagli azalmig

NAD(P)H-oksidaz sant1 (veya heksoz monofosfat santi) yolu ile gergeklesir (19, 26).

hekzos monofosfat ganh - )
ONAD(P)H + 20, > ONADP + 2H + 20,

O;--, -OH radikaline gore zayif reaktif 6zelligi olan bir molekiildiir, yine de biyolojik
dokulara zarar verebilir. Hiicre hasarina neden olarak, akudz ortamda spontan bir bicimde
H,0, ve 'O, radikaline doniisebilir. O,--in, osteoklastlarin kemige yakin yiizeylerinde de

bulundugu ve kemik matriks yikiminda da gorev aldigi gosterilmistir (27, 28).
0, + 0y +2H" — '0, + H,0,

0,-, H,0, radikali ile reaksiyona girerek daha etkili -OH radikaline de doniisebilir.

Bu reaksiyon i¢in metal iyonlarina [demir (Fe™) ve bakir (Cu™)] gereksinim vardir.

Fe veva Cuivonu

0, +H,0, ? OH+ -OH + 0,
Dokulardan O;--in uzaklagtirilmasi, H,O, spontan dismutasyonu yolu ile olur. Bu
reaksiyon SOD enzimi tarafindan da katalizlenir. H,O,, ikinci bir enzimle [katalaz (KAT)]

uzaklastirilir (19, 27, 29).

20, -+2H" 5 H,0,+0,
2H,0, KAT » 2H,0 + O,

Hidroksil radikali (-OH), bilinen en reaktif radikaldir ve radikallerin radikali olarak da
adlandirilir. Bu radikal, DNA sarmallarinda kirilmaya sebep olur, hidroksilasyon i¢in temel
olusturur ve gen mutasyonlarina neden olarak malign transformasyonlara veya hiicre
6limlerine yol agar. -OH ayni zamanda klasik serbest radikal reaksiyonunu (LPO) da stimiile
etmek yoluyla doku yikiminda rol oynamaktadir. ‘OH, membran fosfolipitlerine yakin
bolgede olusursa, lipit zincirlerini etkiler ve peroksil radikalleri, H,O, ve lipit
hidroperoksitleri gibi ara radikaller olusur. Hidroksiperoksitlerin birikimi, membran
fonksiyonlarii bozabilir veya hidroksiperoksitler ayrisarak sitotoksik aldehitlere doniisebilir.

‘OH, en aktif ve en toksik oksijen radikali olarak {iretildigi her yerde bircok molekiil ile



reaksiyon verir. -OH, iyonlastirici radyasyonun (x-isinlar1) etkisiyle su molekiillerinin
homolitik kirilmas1 sonucunda olusabildigi gibi H,O, molekiiliiniin metaller ile reaksiyonu
sonucunda eksik indirgenmesi ile de olusabilmektedir. Fe™ Cu™ gibi metal iyonlari

tarafindan katalizlenen bu indirgenme reaksiyonu Haber-Weiss tepkimesi (sekil 1) olarak

bilinmektedir.
Fe™ + 0y + ————3 Fe™ 4+ 0y oo, D
Fe? + HyOy ———————3m Fe™ + OH + "OH «..ooeeeeeeeeeeeeeen (1D)
02_ -+ H202 —— 02 FOH 4 “OH. oo, (HI)

Sekil 1. Haber-Weiss reaksiyonu ve mekanizmasi

IV ve V numarali reaksiyonlar, III numarali reaksiyonun ara basamaklaridir (sekil 2)

(30, 31).

Biyolojik sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir olan -OH, su dahil ortamda rastladigi her
molekiil ile tepkimeye girer. Biitiin bu tepkimeler, -OHin paylasilmamis elektron iceren dig

orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir (31, 32).

CH;CH,-OH + -OH ———= CH;CH-OH, + H,0........ (IV)
O O
CH, CH;
@ 9%
0 N H H
H + - O —————— = H V)

Sekil 2. - OH radikalinin biyolojik molekiillerle reaksiyonlar1

‘OH radikalinin sebep oldugu en 6nemli hasar, LPO olarak bilinen serbest radikal
zincir reaksiyonudur. -OH radikalinin baglica hedefi, hiicre zar1 su igermediginden dolay1 yag
asididir. Zar lipitlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozabilmekte ve gegirgenligini artirip
hiicre 6liimiine sebep olabilmektedir (19, 30, 31).

Singlet oksijen radikali ('O,), eslesmemis elektron tasimadigi icin gercek bir radikal
degildir. Ojin yiiksek enerji ile uyarilmis formu olup biyolojik sistemlerde fotosentez
reaksiyonlar1 sirasinda, dis yoriingesindeki bir elektronun enerjisinin  degismesi ve

stabilitenin bozulmasiyla olusur. O,in kinetik olarak uyarilan bu formu, membran lipitleri ile



oldukca yiiksek reaktivite gosterir ve hiicre membranindaki ¢oklu doymamis yag asitleriyle
(PUFA) reaksiyona girmesiyle, lipit peroksitlerin olusumuna yol agabilmektedir. 'O,in
yartlanma 6mrii 10° ile 107 saniye arasinda olup karbon-karbon ¢ift baglari ile tepkimeye
girme egilimi yiiksektir fakat doku hasarindaki rolii ile ilgili net bir bilgi yoktur (19, 33).

Hidrojen peroksit radikali (H,O;), O,in enzimatik olarak iki elektron ile
indirgenmesiyle ya da O,-- radikallerinin enzimatik veya non-enzimatik dismutasyonu
tepkimeleri sonucu olusur. Yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden radikal 6zellik
tagimaz, reaktif bir tiir degildir. Gligsiiz bir oksidan olmasina ragmen hiicre membranlarindan
kolayca diffiize olabildigi i¢in ve ayrica geg¢is metalleriyle Fenton reaksiyonuna girdigi i¢in
hasar olusturmada yiiksek potansiyele sahiptir. Esasen H,Oin oksitleyici bir tiir olarak
bilinmesinin sebebi Fe™ ve Cu™ gibi metal iyonlarmim varhginda -OH radikalinin 6nciilii
olarak davranmasidir. H,O;, oOzellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan Fe™ ile
tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif formlarini olusturur. Bu formdaki
demir molekiilleri ¢ok gii¢lii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda LPO gibi
radikal tepkimeleri baslatabilir. Ayrica bu radikal birtakim intraseliiler olaylar1 da tetikler,
ornegin bircok pro-enflamatuvar sitokinin transkripsiyonundan sorumlu niiklear faktor
kappa-B (NF-kB)’ nin oksidasyonunda rol oynar. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik
sistemlerde olusan H,Oin derhal ortamdan uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu gorevi
hiicrelerdeki 6nemli antioksidan enzimler olan KAT ve peroksidaz enzimleri yerine getirir
(34-36).

NO-, ONOO-, LPO sirasinda olusan ROO- ve karacigerdeki CCl4 metabolizmasi
sirasinda olusan CCl; oksijen kaynakli olmayan diger serbest radikallerdir ve oksijenli
solunum metabolizmasi esnasinda olusan bu radikallerin yarilanma omiirleri birka¢ mili
saniye ile dakikalar hatta saatler arasinda degismektedir (19, 37).

Viicutta {retilen radikaller dogrudan tehlikeli ve =zararli maddeler olarak
degerlendirilmemelidir. Bu molekiiller viicut igin gerekli bircok fonksiyonun
gerceklesmesinde 6nemli rol oynarlar. O,in biyokimyasal tepkimelerde kullanilabilmesi igin
reaktif formlara ¢evrilmesi zorunludur. Mitokondride acrobik solunumda kullanilan O,in %
2-51 bu tiir tepkimelerde kullanilmak {izere serbest oksijen radikallerine doniistiiriiliir.
Steroid yapidaki ¢ok sayidaki bilesigin iretimi, eikozanoidler gibi biyolojik aktif
molekiillerin sentezi, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, ¢ok sayida oksidaz ve hidroksilaz
enzimlerinin etkileri ve sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlar1 i¢in serbest radikal

yapimi olmazsa olmaz bir kosuldur (19).



Fizyolojik olarak serbest radikaller endojen kaynakli olarak indirgenme-yiikseltgenme
(redoks) tepkimelerinde; mitokondriyal, endoplazmik ve niiklear elektron iletim
sistemlerinde (Sitokrom P—450), peroksizomlarda, monosit ve noétrofillerin fagositozu gibi
metabolik olaylar sirasinda bol miktarda tiretilir. Ayrica bu molekiiller hiicre igerisinde
ultraviyole 1s1nlari, x 1s1nlar1 gibi radyant enerjinin emilimi, hava kirliligi, sigara dumani, ilag
kullanim1 (parasetamol, nitrofurantoin gibi), solventler gibi cevresel faktorlerin etkisiyle
eksojen kaynakli olarak da olusabilirler (Tablo 2).

Patolojik olarak birgcok malignite, diabetes mellitus (DM), ateroskleroz ve
norodejeneratif hastalikla iliskili olan serbest radikallerin en zararli biyolojik etkisi; hiicre
membran1 yag asitlerine ve lipoproteinlere saldirmasi ve LPO olarak bilinen bir reaksiyon
zincirini baslatarak, membran proteinlerine hasar verip yapisal ve islevsel bozukluklara

neden olmasidir (38).
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Tablo 2. Serbest radikallerin olusumu

Serbest Radikal

Olusumu

Stiperoksit (O, )

Hidroksil radikali (-OH)

Alkoksil (RO-) ve peroksil

radikalleri

Hidrojen peroksit (H,O)

Demir-oksijen kompleksi

Singlet oksijen ('O,)

Lipit ve protein hidroperoksitler

Nitrojen dioksit (NO5;)

Nitrik oksit (NO)

Tiyil radikalleri

Protein radikalleri

(ROO")

O,in, enzimatik veya
nonenzimatik yolla bir elektron

rediiksiyonu

Suyun radyolizi, H,O;in
metal-katalizli
parcalanmasi,

NO ve O;" - etkilesmesi

Hidroperoksitleri metal-katalizli

parcalanmasi

0, -in dismutasyonu, sekerlerin
oksidasyonu
Hemoglobin, Miyoglobin, vb.

Fotosensitizasyon ile oksidasyon,
ROOQO- radikalleri arasindaki
biyomolekiiler etkilesimler, hipoklorit

ve H,0, reaksiyonu

Lipit ve proteinlerin oksidasyonu

ROO- radikali ve NO reaksiyonu,

hava kirliligi ve sigara

NO sentaz, nitrozotiyol ve

hava kirliligi
Tiyollerden hidrojen atomu transferi

Proteinlerden hidrojen atomu transferi
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2.1.1.1 Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Serbest radikaller ve antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki denge oksidanlar
lehine bozuldugunda serbest radikaller; lipit, protein, karbonhidrat ve DNA gibi
biyomolekiiller ile etkileserek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere neden olmaktadir
(19, 39, 40):

1) Membran Lipitleri Uzerinde Etkileri: Hiicre membrani serbest radikaller icin kritik

bir bariyerdir, ¢linkii serbest radikaller hiicre komponentleri ile etkilesim i¢in bu bariyeri
ge¢mek zorundadir. Hiicre zari, igerdigi PUFA nedeniyle oksidatif hasara olduk¢a duyarhdir.
Yag asidi zincirinden, serbest radikallerin etkisi ile hidrojen atomunun uzaklasmasi, bu yag
asidi zincirinin de radikal 6zelligi kazanmasina neden olur. LPO, PUFAnin radikaller ile
oksidasyonu sonucu baslar, zincir reaksiyonlari seklinde devam eder ve sonucunda MDA, 4-
hidroksinoneal (HNA), alkoller, etan ve pentan olusur. LPO sonucu membran biitlinligi
bozulmasi ile membran proteinleri, reseptorleri ve ayrica bunlara baglanan enzimler inaktive
olurlar.

Linolenik ve arasidonik asit gibi ikiden daha fazla c¢ift bag iceren PUFAnin
peroksidasyonu sirasinda, tiyobarbiitirik asitle Ol¢iilebilen MDA olusmaktadir. MDA, yag
asidi oksidasyonunun spesifik veya kantitatif bir belirleyicisi degildir, fakat LPOnun
derecesiyle 1yi korelasyon gostermektedir. Yag asitlerinin peroksidasyonunda olusan MDA,
membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olur. Bu da iyon
gecirgenliginin, enzim aktivitesinin ve hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik
membran dzelliklerinin degisimiyle sonuglanir. MDA bu 6zelligi nedeniyle DNAnin nitrojen
bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltlirleri iizerinde
genotoksik ve karsinojen etkilidir. LPO ile meydana gelen membran hasar1 geri
doniistimstizdiir (38, 41).

2) Proteinler Uzerinde Etkileri: Proteinler serbest radikallerin etkilerine karsi,

lipitlerden daha az hassastirlar ve etkilenme dereceleri aminoasit igeriklerine baghdir. Serbest
radikal atagi sonucu proteinlerde aminoasitlerin modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu
ve agregasyonu veya capraz baglanmalar1 gibi yapisal degisiklikler meydana gelmektedir.
Ayrica bu yapisal degisiklikler, proteinin proteolize daha duyarli hale gelmesine neden
olmaktadir. Serbest radikaller, membran proteinleri ile de reaksiyona girerek bu proteinlerde

fragmantasyon ve ¢apraz baglanmalara neden olabilirler. Bdylece enzim, ndrotransmitter ve
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reseptor proteinlerinin fonksiyonlarin1i bozabilir, immiin sistemi uyarabilecek antijenik
degisikliklere de yol agabilirler (37, 41, 42).
3) Karbonhidratlar Uzerinde Etkileri: ROTnin karbonhidratlar iizerine de etkileri

vardir. Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler otooksidasyona ugrayarak, 0, - ve H,0,
radikallerini meydana getirirler. Monosakkaritlerin otooksidasyonu, cesitli hastaliklarin
patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. DM ve komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp
hastalig1, hipertansiyon, goz hastaliklari, kanser, hipertansiyon, romatoid artrit, psdriazis ve
yaslilik gibi pek ¢ok hastalikta ve durumda serbest radikal iiretiminin arttig1 ve antioksidan
mekanizmalarin yetersiz oldugu gosterilmistir (37, 43).

4) DNA Ugzerinde Etkileri: Serbest radikaller DNA {izerinde niikleik asit baz

modifikasyonlarina, nokta mutasyonlara, DNA c¢ift sarmalinin agilmasina, depiirinasyona,
capraz baglanmalara neden olabilir. Bu etkilerin bir veya birden fazlasinin meydana gelmesi,
kromozomal mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuglanir. -OH radikali, deoksiriboz ve bazlarla
kolayca reaksiyona girerek degisikliklere yol agar; piirin ve pirimidin bazlarinda
mutasyonlara neden olur. 'O, radikalinin niikleik asitlerle tepkimeye girme yetenegi daha
sinirlidir ancak gii¢lii bir oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiliksek elektron yogunluklu
bolgeler igeren molekiillerle daha kolay reaksiyona girer. 'O,in, DNA hasarina yol agan -OH,

H,0, ve O; ‘in gecis metalleriyle reaksiyonu sonucu olustugu gosterilmistir (19, 44-47).

2.1.2 Antioksidanlar

Serbest radikal reaksiyonlari notrofil, makrofaj gibi immiin sistem hiicrelerinin
savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da serbest radikallerin fazla {iretimi, doku hasar1 ve
hiicre 6liimii ile sonuglanmaktadir (19). ROTnin yarilanma dmiirleri kisadir fakat baslattiklar
serbest radikal zincir reaksiyonlar1 ile doku hasarina sebep olmaktadirlar. Dolayisi ile serbest
radikallerin tetikledigi oksidatif hasara kars1 savunma mekanizmalar1 harekete gecer. Bunlar
Onleyici mekanizmalar, tamir mekanizmalari, fiziksel savunmalar ve antioksidan
savunmalardir (19).

Antioksidan savunma; canli hiicrelerde bulunan protein, lipit, karbonhidrat ve DNA
gibi oksitlenebilecek maddelerin oksidasyonunun dnlenmesi veya geciktirilebilmesidir. Bu
stirecte rol oynayan maddelere ‘antioksidanlar’ denir (48). Enzimatik antioksidanlar SOD,

KAT ve GSH-Px enzimleridir. SOD1in yapisinda bakir, ¢inko ve manganez, GSH-Pxda ise
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selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler metaloenzim olarak da adlandirilirlar (25, 27).
Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre disi ortamda gerceklesen enzimatik olmayan antioksidan
savunmadan ise E ve C vitamini, transferrin, seruloplazmin, albumin, bilurubin, p-karoten
sorumludur. SOD, GSH-Px ve KAT enzimlerinden ayr1 olarak E ve C vitamini de hiicre i¢i
antioksidan 6zellige sahiptir. Her ikisi de hiicre membranlarindaki LPO zincir reaksiyonlarini
kiran antioksidanlardir. Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre disi sivilarda enzimatik antioksidan

sistemin aktivitesi sinirlidir (19, 40, 48).

2.1.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Antioksidan enzimlerin baslicalar1 SOD, KAT ve GSH-Pxdir (48).

Siiperoksit Dismutaz (SOD): O, - radikalinin H,O; ve O, molekiillerine doniisiimiini

katalizlemektedir. Metalloprotein olan SOD, hiicrelerdeki 0, - diizeylerini kontrol etmede
rol oynar. SOD, bir O, - radikalini yiikseltgerken, diger 0, - radikalini H,O,e indirger (49):
0, -+0, - +2H" SOP 03+ H,0,

Memelilerde ii¢ tip SOD izoenzimi tanimlanmaistir:

1. Cinko-Bakir (Cu-Zn) SOD : Genellikle sitozolde ve lizozomda lokalizedir. Bakir
(Cu) ve ¢inko (Zn) atomlar1 arasindaki koprii histaminle saglanir. Cu atomlar1 enzimatik
aktiviteden sorumluyken, Zn atomlar1 enzimin stabilitesinden sorumludur. Cu-Zn SODin
antioksidan savunmada ilk sirada yer aldig1 disiiniilmektedir (27).

2. Manganez (Mn) SOD: Mitokondriyal SOD olarak da ifade edilen Mn-SOD,
bakterilerden yiiksek yapili organizmalara kadar bir¢ok kaynaktan izole edilebilmistir (50).

3. Ekstraseliler SOD (EC-SOD): Ekstraseliiler boliimlere salgilanan ve hiicre
yiizeyindeki heparin siilfat proteoglikanlara baglanabilen EC-SOD, Cu-Zn SOD gibi kofaktor
olarak Zn ve Cu kullanir. EC-SOD’un ONOO - aktivitesini onledigi diisiiniilmektedir (49).

SOD aktivitesi, yiiksek O, kullanimi olan dokularda, 6zellikle eritrositlerde fazladir.
SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler 6ldiiriilmelerinde de rol oynamaktadir. Bu
nedenle SOD graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok dnemlidir. Lenfositlerde de SOD fazla miktarda

bulunmaktadir (27, 49).
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Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon yolunun ilk enzimi olan GSH-Px,

hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Enzim aktivitesi, pentoz fosfat

yolunda iiretilen NAD(P)H’a bagimlidir (51).

1. ROOH + 2GSH GSH-Px » ROH + GSSG + H,0
2.2GSH + H,0, Ot y 2H,0 + 0,

GSH-Px, ii¢ peptidli glutatyonu kendi oksidize formuna (GSSG) oksidize ederken;
sitozol ve mitokondrideki SOD tarafindan iiretilmis olan H,O, radikalini, yiiksek spesifite
gostererek ortadan kaldirabilme 6zelligi gosterir (52).

GSH-Pxin selenyum bagimli ve selenyumdan bagimsiz olmak tizere, farkli substratlar
kullanan iki tipi bulunur. Selenyumdan bagimsiz formu organik H,O, molekiillerini kullanip,
yiiksek bir aktivite gosterebilir. Selenyuma bagimli olan formu ise sitoplazmada bulunur ve
kapasitesi daha dusiiktiir (51, 53).

Major peroksit uzaklastirict olarak gorev géren GSH-Pxin fagositik hiicrelerde 6nemli
fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla birlikte, oksidatif patlama sirasinda serbest
radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmesini engeller. Eritrositlerde de
GSH-Px oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir. Endoplazmik retikulumdan salinan
H,0,in dekompozisyonunun primer sorumlusu olan GSH-Px aktivitesindeki azalma,
H,0,in artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol agmaktadir (51).

Ayrica GSH-Px, aragidonik asit metabolizmasinin iki temeli olan lipooksijenaz ve
siklooksijenaz yollarin aktivasyonunu arttirarak, tiimor olusumunda anahtar rol oynar (51,
52).

Katalaz (KAT): Glikoprotein yapisinda, iceriginde Fe™ bulunduran dort hem grubuna

ayrilmis bir hemoproteindir. SOD1n olusturdugu H,O-in, peroksidazlarla beraber oksijen ve

suya parg¢alanmasinda rol alir (49, 54).

2H,0, KAT H,0g + O,

KAT, hemen hemen tiim memeli hiicrelerinde, agirlikli olarak eritrosit, karaciger ve
bobrekte bulunur. Kanserli dokularda, saglikli dokulara oranla daha yiiksek miktarda bulunan
KAT, ozellikle H,O,in yiliksek konsantrasyonlarda bulundugu durumlarda etkilidir.
Eritrositler, KAT aktivitesinin %98’inden fazlasini saglamaktadir (49).
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2.1.2.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon (GSH): Sistein igeren bir tripeptit olan GSH, in vivo sentezlenebilen ve ince

bagirsaktan emilebilen endojen ve eksojen bir antioksidandir. Peroksidazlar i¢in substrat
gorevi gorebilen GSH, antioksidan etkili C ve E vitaminleri lizerinde de orta diizeyde
koruyucu etkiye sahiptir (55).

Okaryotik hiicrelerde GSHun yaklasik %90°1 sitozolde, %10’u mitokondride ve ¢ok az
bir kismi1 da endoplazmik retikulumda bulunur. GSH oksidasyonu, apoptozis siirecinin erken
donemdeki belirtisidir ve metabolik sinyal gorevi gorebilir (55, 56).

DNA sentezi ve hasarli parcalarmin onarilmasinda etkin olan GSH; aminoasit
transportu, peroksit metabolizmasi, iskelet-kas biitlinliigli ve bircok enzim aktivitesinin
diizenlenmesinden sorumludur ve eksikligi hiicre 6liimiine yol agar (55, 57).

C Vitamini (Askorbik Asit): Suda eriyebilen bir vitamin olan askorbik asit; O, , nitrat,

sitokrom a ve ¢ bilesiklerinin indirgenmesinde rol oynayabildigi gibi, sulu ortamlarda serbest
radikallerle reaksiyona girebilme yetenegine sahiptir. Oksidan ajanlara karsi plazmada ilk
antioksidan savunma hattin1 olusturur. O, - ve ‘OH radikalleriyle reaksiyona girip, onlari
temizlemesinin yanisira tokoferol radikalinin tekrar tokoferole doniistimiinii saglar. Kollajen
sentezinde, tirozin yikiminda, epinefrin sentezinde ve pek ¢ok hidroksilasyon reaksiyonunda
gorev alir. Ayrica diisiik dansiteli lipoproteinin (LDL) ve kolesteroliin oksidasyonunu
Onleyerek ateroskleroza kars1 korumaya katkida bulunur (58).

C vitamini yetersizliginde hiicredeki GSH miktar1 da azalir. Plazma C vitamin
diizeyleri 6zellikle 0.2 mmol/l diizeyinin altina indiginde oksidan etki de gosterebilir, yine bu
sartlarda Ozi uretimine katkida bulunabilir.

C vitamininin iki ana formu vardir:

1. L-askorbik asit: Giiglii indirgeyici ajandir.

2. L-dihidroaskorbik asit(DHAA): Okside formudur (58, 59).

E Vitamini: Alfa, beta, gama, delta gibi ¢esitli formlar1 olan E vitaminin a-tokoferol
formu, en genis dogal dagilima ve en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olanidir. Yagda
¢Oziinebildigi i¢in hem seliiler hem de subseliiler membranlarda ve lipoproteinlerde bulunur.

Membranlarda oksijen radikallerinin aktif temizleyici olan E vitamini; 6zellikle en
aktif formu olan a-tokoferol, zincir kirici antioksidan olarak islev goriir. Tokoferoller 'O, ile

reaksiyona girer ve membrant bu radikale karsi korur. Ayrica A vitamini kullanimi ve
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saklanmasinda, diger bir antioksidan grup olan karotenoidlerin enzimatik oksidasyona karsi
korunmasinda da etkilidirler (59).

A Vitamini: A grubu vitaminler gérme, iireme, biiytime ve epitel doku saglamlilig1 i¢in
esastir. o-tokoferol ile karsilastirildiginda oldukga zayif bir antioksidandir (58, 59).

Karotenoidler: Dogada 700’{in iizerinde yagda ¢dziinebilen pigmente sahip bir aile
olan karotenoidlerin yaklagik 25 kadar1 insanlar tarafindan 6zellikle havug, domates, greyfurt
gibi gidalarla alinmaktadir (60). Diyetin yag miktariyla iligkili olarak % 5-50 kadar1 ince
bagirsakta pasif diffiizyonla emilen karotenoidler, triplet molekiilleri ve 'O, radikalini
stipiirerek antioksidan aktivite gosterir (60, 61).

o-Lipoik Asit (LA): Insanda normal bir diyetle yeterince alinabilen veya yeni bastan

sentezlenebilen LA, antioksidan etki gosteren ve metal selasyonu yapabilen bir kofaktor
molekiildiir. Cesitli doku hiicrelerinde rediikte formu olan dihidrolipoik aside (DHLA)
gevrilir.

‘OH radikalini ve hipoklordz asidi (HOCI) temizleyebilen LA, 0, - ve ROO-
radikaline kars1 zayif etki gdsterir ve orta diizey bir antioksidan olarak kabul edilir. Iyi bir
antioksidan olarak goriillen DHLA, GSHdan daha giiglii bir rediiktandir; HOCIL, -OH ve ROO-
bilesiklerini temizleyerek LPOnu 6nler.

LA ve DHLA, Mn™?, Cu™ ve Zn™ gibi gecis metalleriyle stabil kompleksler olusturup,
biyolojik sistemleri tehdit eden agir metalleri yok ederler. Ayrica DHLAin C vitamini, E
vitamini, GSH ve ubikinonlar gibi antioksidanlar iizerinde, radikal veya okside formlarini
indirgeyerek yenileme etkisi de bulunmaktadir (12, 59, 62).

Ubikinonlar (Rediikte Koenzim Q): Yagda eriyen kinon tiirevleri olan ubikinonlar,

ROO- ve lipit radikalleriyle reaksiyon verirler ve LPOnun erken dénemde inhibisyonunu
saglarlar (37, 59).

Urik Asit: Normal diizeylerinde bulundugunda toksik reaktanlara karsi temizleyici
etkinlik gosteren tirik asit, yiiksek diizeylerde bulundugunda ise prooksidan nitelik kazanir.

Urik asit suda ¢oziinebildigi icin, radikallerin tetikledigi LDL oksidasyonunu bastirir.
Ayrica biyolojik sivilarda askorbik asidi stabilize eder (63).

Bilirubin: Yalmizca suda eriyen ve albumine bagli bulunan bilirubin, LPOnun
onlenmesinde rol oynar (58, 63).

Albumin: Onemli bir ekstraseliiler antioksidan olan albumin; peroksinitréz asit, HOCI
ve H,0, ile reaksiyon verir. Cu™ baglama yeteneginden dolay1, bu iyona bagli LPOnu ve
‘OH radikali olusumunu baskilar. Hasara ugradiginda hizla dolagimdan uzaklastirilir ve

yerine yenisi dolasima salinir (64).
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Transferrin: Demir tagiyici protein olan transferrin, plazmada serbest iyonik demiri
baglar. Boylece serbest Fe™> ve Cu™ iyonu varliginda O, - ve H,0, radikallerinin daha
kuvvetli bir oksidan olan ROO- radikaline doniisiimii baskilanmis olur. Transferrine bagh

kalan Fe™, LPOnu gerceklestiremez (58, 59).

Seruloplazmin: Plazmada hem bakir hem de demir metabolizmasinda rol oynayan

seruloplazmin, ferrooksidaz aktiviteyle demire bagli LPO siirecini inhibe eder (58).

2.1.2.3 Antioksidanlarin Etki Mekanizmalan

Antioksidan bilesiklerin etki sekli ve etkinlik diizeyi oldukca farklidir. Antioksidanlar;
ROT ve nitrojen tiirlerinin temizlenmesi, oksidatif stresle hasarlanmig dokularin tamiri, diger
antioksidanlarin onarimi/yenilenmesi ve metal selasyonu gibi farkli etki sekillerinden birini
veya birkagini ortaya koyarlar. Ideal bir antioksidan bilinen bu etki sekillerinden gogunu
yerine getirebilir. Biyolojik sistemlerde oksidanlarin yikimi ve olusumu arasindaki denge,
hiicre ve dokunun biyolojik biitiinliigiiniin siirdiirilmesinde 6nemlidir (65).

Antioksidanlar dort farkli mekanizma ile oksidanlar etkisizlestirirler:

I. Siipiiriicii etki (Temizleme Etkisi) (Scavenging): ROTni etkileyerek onlar
tutma veya daha zayif bir molekiile ¢evirme islemidir. Antioksidan enzimler bu sekilde etki
gosterir.

2. Bastiric1 etki (Baskilama Etkisi) (Quencher): Vitaminler, flavonoidler ve
trimetazidin, radikallere bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya onlar1 inaktif forma
doniistiiren bir etkiye sahiptir.

3. Onaric1 etki (Onarma Etkisi) (Repair): Bu grupta DNA tamir enzimleri,
metiyonin siilfoksit rediiktaz sayilabilir.

4, Zincir kirict etki (Zincir Koparma Etkisi) (Chain breaking): Serbest
radikalleri kendilerine baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarin1 engelleyici etkiye denir.

Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini ve mineraller bu tip etki gostermektedir (65-67).
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2.1.3 Fizyolojik Siireclerde Oksidatif Stres

O,, bir hiicrenin gilinlik aktivitelerini yerine getirebilmesi i¢in gerekli enerjiyi
saglamakla sorumludur. Besin kaynaklari, hiicrenin enerji santrali olan mitokondrinin
yapisindaki respiratuvar elektron iletim zincirindeki karmasik enzimatik reaksiyon siirecinde
oksidize edilirler, bir baska deyisle elektronlarini kaybederler. Bu siirecte en son elektron
alicis1 O dir ve bu elektron transferleri sirasinda elde edilen enerji, kimyasal enerji formunda
depolanir. Oksidatif fosforilasyon olarak ifade edilen bu reaksiyonlar zinciri sonucunda
hiicresel enerjinin kaynagi olan adenozin trifosfat (ATP) elde edilir. Bu reaksiyonlarin
molekiiler temeli, elektron aligverisidir.

Redoks (rediiksiyon-oksidasyon reaksiyonu); atomlarin elektron konfigiirasyonlarinin,
diger bir ifadeyle oksidasyon durumlarinin degistigi tim kimyasal reaksiyonlarin genel
adidir. Redoks kelimesi, rediiksiyon ve oksidasyon terimlerinden kdken alir:

Rediiksiyon elektronlarin/hidrojenin kazancini veya oksijen kaybini; molekiil, atom
veya iyondaki oksidasyon durumunun azaligini ifade eder.

Oksidasyon elektronlarin/hidrojenin kaybini veya oksijen kazancini; molekiil, atom
veya iyondaki oksidasyon durumunun artigini ifade eder (37).

Cesitli reaksiyonlarda higbir zaman aktif olarak bir elektron transferi olmaksizin da
redoks tepkimesi gerceklesebilir. Dolayisiyla oksidasyonu ‘oksidasyon sayisinda artig’ ve
rediiksiyonu ‘oksidasyon sayisinda azalis’ olarak ifade etmek miimkiindiir (68).

Her hiicrede belli yapilar i¢inde depolanmig bigimde bir elektron konsantrasyonu
bulunur, siki sekilde denetim altinda olan ve normal hiicresel islevi belirleyen bu denge
haline ‘redoks durumu’ denir. Asit-baz dengesinde oldugu gibi (pH), hiicrenin redoks
durumu normal sartlarda dar bir ¢erceve i¢inde dengede tutulur. Hiicre ici redoks homeostazi
veya redoks tamponlamasi, oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarinin {iriinleri arasindaki
dengeye dayalidir (68).

Hiicreler birbirleriyle ‘sinyal iletimi’ denilen biyolojik mekanizmalar aracilifiyla
iletisim saglarlar ve hiicre dis1 uyarilara cevap verirler. Sinyal iletimi, hiicre digindan hiicre
icindeki bir¢ok islevsel yapiya bilgi tasinmasini saglayan bir siiregtir. Hormonlar, biiyiime
faktorleri, sitokinler ve ndrotransmitterler gibi hiicre disi sinyaller, sinyal iletimini tetikler.
Sinyal iletim siiregleri kas kontraksiyonu, gen ekspresyonu, hiicre biiylimesi ve sinir iletimi

gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri baslatir (69).
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Reaktif oksijen ve nitrojen iirlinleri agirlikli olarak hiicre ve doku hasari ile anilsa da,
hiicreler aras1 sinyallerin diizenlenmesi ve iletimininin birgok asamasinda fizyolojik olarak
temel rol oynarlar. Hiicrelerin, hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinda etkin olan sinyal ileti
yollarinin uyarilmasi ve devamliliklarinin saglanmasinda rol oynayan ROTni endojen olarak
sentezledikleri bilinmektedir (19, 70).

IL-1B, IL-3, TNF-a, anjiyotensin II, platelet kaynakli biiylime faktorii, sinir bilyiime
faktorii, graniilosit-makrofaj koloni-stimiile eden faktdr ve fibroblast biiylime faktorii gibi
sitokinlerin, biiyiime faktorlerinin ve hormonlarin uyarisiyla bircok hiicre tipinde diisiik
konsantrasyonlarda serbest radikal iiretildigi belirlenmistir. Buna gore; bir¢cok sinyal ileti
yolunun baglamasi ve/veya dogru c¢alismasinin, bu yollarin ¢esitli asamalarinda ROTnin
etkinligine dayandig1 ve bu molekiillerin ikincil mesaj tasiyici olarak fizyolojik olarak dnemli
rol oynadig1 diistiniilmektedir.

Oksidatif iirtinlerin fizyolojik siireclerdeki etkinliklerinde redoks homeostazini
saglamaya yonelik olarak, hiicre igerisinde artmis olan serbest radikal seviyelerine karsi
tiyoredoksin (TRX) ve GSH sistemleri devreye girerek oksidatif stres cevabini olusturur.
Boylece hiicre ve dokuda ROT klirensi saglanir, redoks dengesi korunur. Bu noktada
oksidatif iirtinlere kars1 antioksidan aktivitenin dengeleyici rolii sadece molekiiler reaksiyon
mekanizmalartyla sinirlt degildir. Baz1 hiicre sinyal ileti yollarinin oksidanlara ve hiicresel
redoks dengesine oldukca duyarli olmasi; serbest radikallerin ve antioksidanlarin, hiicrede
fonksiyon diizenleyici enzim ve proteinlere yonelik gen ekspresyonunu regiile etmelerini
gerektirir. Dolayisiyla antioksidanlar hiicre bliylimesi, gelisimi, farklilasmas1 ve
fonksiyonunun 6nemli bilesenleridir (19, 62).

Serbest radikallerin ve antioksidanlarin {retilmeleri ve fizyolojik cevaplardaki
diizenleyici rolleri, redoks homeostazini korumaya yonelik temel mekanizmalara baglidir ve
bir¢ok fizyolojik fonksiyon, redoks durumuna cevap veren ileti yollar1 aracilifiyla kontrol
altinda tutulur.

Redoks regiilasyonu; oksidatif strese karst korunum ve redoks homeostazinin
devamliliginin saglanmasidir. Bir¢ok temel fizyolojik fonksiyon, NO ve ROT {iretimlerinin
ve sinyal ileti yollar1 iizerindeki etkilerinin diizenlenmesine dayalidir. Bu temel fizyolojik
fonksiyonlar:

A. Serbest radikallerin diizenli tiretimleri

1. NOin diizenli tiretimi
2. Fagositik NAD(P)H oksidaz ile ROT {iretimi: Oksidatif patlama
3. Nonfagositik hiicrelerde NAD(P)H oksidazlar ile ROT {iretimi
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4. Lenfositlerde 5-lipoksijenaz tarafindan ROT {iretimi
5. Siklooksijenazla ROT {iretimi
B. Vaskiiler tonusun diizenlenmesi
C. O, konsantrasyonundaki degisiklikleri algilayan ROT {iretimi: Ventilasyon kontrolii
D. Hiicre adezyonunda redoks regiilasyonu
E. Immiin cevabin redoks regiilasyonu/amplifikasyonu
F. Programli hiicre 6liimiinde ROTnin rolii
1. Apoptozisin indiiksiyonu ve gergeklestirilmesi
2. NO-bagl1 apoptozis
3. Timor nekroz faktor-o (TNF-a))’nin indiikledigi hiicre 6limii

A. Serbest radikallerin diizenli iiretimleri:

NO biyolojik dokularda néronal, indiiklenebilir ve endotelyal olmak {izere ii¢ izoformu
bulunan spesifik nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri tarafindan tiretilir. Noronal ve endotelyal
izoformlar daha ¢ok intraseliiler kalsiyum konsantrasyonuyla regiile edilirken, indiiklenebilir
izoformu ise lipopolisakkarit (LPS) , sitokin ve diger ajanlarin uyarisina bagli olarak
makrofajlarda eksprese edilir (71).

Oksidatif patlama, enflamatuvar bir ortamda asir1 miktarda antimikrobiyal ve
tiimorisidal ROT iiretimiyle karakterizedir ve cevresel patojenlere karsi savunmanin ilk
hattinda anahtar bir rol oynar. Enflamatuvar bir ortamda, aktive olmus nétrofil ve makrofajlar
yiiksek miktarlarda O, - radikali ve NAD(P)H oksidazin fagositik izoformu araciligiyla
diger ROTni tiretirler. NAD(P)H oksidazin fizyolojik rolii bir savunma ajani olarak hareket
etmektir. Stimiile olmus nétrofil ve makrofajlar, NAD(P)H veya MPOin etkili oldugu
reaksiyonlar araciligiyla 'O, radikalini tiretirler (70).

Fibroblast, vaskiiler diiz kas hiicresi, kardiyak miyosit ve endotelyal hiicre gibi cesitli
tipteki nonfagositik hiicreler, hiicre i¢i sinyal iletim yollarni regiile etmek icin NAD(P)H
oksidaz araciligryla ROT iiretirler. Nonfagositik hiicreler, notrofiller tarafindan yapilan ROT
tiretiminin ancak 1/3’iinii iiretebilirler. Notrofil, endotelyal hiicre ve fibroblastlardan farkl
olarak vaskiiler diiz kas hiicreleri O, - radikalini temelde hiicre i¢inde irettigi i¢in, kardiyak
ve vaskiiler hiicre fonksiyonlarinda ROT ¢ok dnemli rol oynamaktadir (19, 70).

Lipoksijenazlar, spesifik lokasyonlarda PUFA molekiillerini oksidize eden
dioksijenazlardir. Lenfositlerde ROT iiretiminin indiiklenebilir kaynaklarindan biri olarak 5-
lipoksijenaz enzimi tanimlanmis olsa da, redoks sinyal iletimindeki fizyolojik rolii netlik

kazanmamustir.

21



Prostanoid grubu enzimlerin formasyonundan sorumlu siklooksijenaz (COX)
enziminin COX-1, COX-2 ve COX-3 olmak iizere bilinen ii¢ izoformu vardir. TNF-a,
interlokin-1 (IL-1) veya bakteriyel LPS ile stimiile edilmis hiicrelerde ROT {iretiminde COX-
1 enzimi rol oynamaktadir. Redoks sinyal iletiminde COX enziminin katkisiyla ilgili bulgular
net degildir.

B. Vaskiiler tonusun diizenlenmesi:

Vaskiiler tonusun, protein kinaz yolu ve iyon kanallar1 gibi fizyolojik hedeflerin
regiilasyonunda siklik guanozinmonofosfat (cGMP) esas rol oynar. cGMP olusmasini
saglayan reaksiyonu katalizleyen, solubl guanilat siklaz (sGC)’dir. H,O, ve NO radikalleri
sGC aktivasyonunda etkilidir. Dolayisiyla, vaskiiler tonus regiilasyonu ile platelet
adezyonunun 6nlenmesinde bu radikaller anahtar rol oynar (70).

C. O, konsantrasyonundaki degisiklikleri algilayan ROT {iretimi:

Yiiksek organizmalarda kirmizi kan hiicre kiitlesi ile respiratuvar ventilasyonun siki
regiilasyonu neticesinde O, homeostazi saglanir. O, konsantrasyonundaki degisikliklerin
bagimsiz olarak bir¢ok farkli ROT fireten protein tarafindan algilandigi diistintilmektedir.
Ayrica, mitokondriyal ROT oranindaki degisimin, arteryel kan oksijenindeki degisikliklikleri
algilayan karotid cisimcikleri araciligiyla, O, duyarhiliginda rol oynayabilecegi One
strillmustiir (45).

D. Hiicre adezyonunda redoks regiilasyonu:

Hiicre adezyonu embriyogenez, hiicre biiylimesi, farklilagma, yara tamiri ve daha
bir¢ok farkli siirecte 6nemli rol oynar, dolayisiyla hiicrelerin ve dokularin adeziv 6zellikleri
sik1 bir redoks kontrolii altindadir. Bakteriyel LPSe ve TNF-o, IL-1 gibi bir¢ok sitokine
cevaben hiicre adezyon molekiillerinin ekspresyonu uyarilir. Lokositlerin  endotelyal
hiicrelere adezyonun ise ROT tarafindan, o6zellikle hiicre i¢i kaynakli -OH radikalince
indiiklendigi gosterilmistir (62).

E. Immiin cevabin redoks regiilasyonu/amplifikasyonu:

Kiiclik miktarlardaki ¢evresel patojenler bile antijene duyarli lenfositleri, kostimiilator
sinyaller i¢in reseptorleri ve cesitli sitokinleri ilgilendirecek diizeyde immiin cevaba neden
olur. Immiin cevap, redoks regiilasyonu altindadir; T lenfosit aktivasyonu, ROTnin etkisine
veya hiicre i¢ci GSH, redoks durumundaki bir degisiklige bagli olarak belirgin bir bigimde
artar. IL-2 iretimi gibi T-lenfosit fonksiyonlari, fizyolojik olarak iliskili diizeydeki 0, -
radikali ve H,O; konsantrasyonlarindan indiiklenebilir. Hiicre i¢i redoks durumunun,
makrofajlardaki immiinolojik fonksiyonlar1 da etkileyebildigine dair kanitlar vardir.

Makrofajlardaki prostaglandin ve IL (IL-6, IL-12 gibi) salimin, hiicre i¢indeki GSH
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diizeyine bagli olarak degiskenlik gosterdigi ve yardimer T lenfositlerin oransal dengesini
etkiledigi bulgulanmistir.

F. Programli hiicre 6liimiinde ROThnin roli:

Programli hiicre o6liimii (apoptozis) hem biiylime-gelisim hem de organizma
biitlinliigiine yonelik tehdit i¢eren hiicrelerin yok edilmesi i¢in gereklidir. Bir hiicrenin intihar
etme karari; devamlilik i¢in gerekli pozitif sinyallerin (6rnegin ndéronlar i¢in biiyiime
faktorleri gibi) geri ¢ekilmesiyle, negatif sinyallerin (hiicre ig¢inde oksidan seviyelerinin
artmasi, oksidatif DNA hasari, radyasyon ve/veya kemoterapilerin zararli etkileri gibi)
alinmas arasindaki dengeye dayalidir. Mitokondriyal yolla yani hiicre igerisinden tetiklenen
apoptoziste, tetikleyici nedenlerden biri ROT olabilir.

Bir¢ok deneysel modelde ve belli klinik patolojilerde NO aktivitesine bagiml
apoptozis gozlemlenmistir. Ancak, hiicre i¢i GSH diizeyleri daha yiiksek olan bazi tip
hiicrelerde ozellikle NO etkinligine bagl ilerleyen apoptozise olan direncin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir.

Lokosit ve fibroblastlarda TNF-o membran-bagli NAD(P)H oksidazlarin
aktivasyonuyla O, - radikalinin salimimn indiikler. Bu stireg, ROT fiireten hiicrenin durumuna

gore proliferasyonu veya hiicre 6liimiint tetikler (62, 72).

2.1.4 Patolojik Sureclerde Oksidatif Stres

Canl hiicre ve dokular, gegici olarak artmis serbest radikal konsantrasyonlarina maruz
kaldiklarinda, redoks dengesini yeniden olusturmaya yonelik bir¢cok mekanizmayi
calistirirlar. ROT {iretim diizeyleri ile antioksidan kapasite sabit ve dengedeyse, hiicre ve
dokular stabil durumdadir (12) (Sekil 3). ROT seviyelerinin stabilitelerindeki devamlilik,
ROT iiretim diizeyleri ile temizleyici/siipiiriici mekanizmalarin etkisi arasindaki dengeye

dayalidir.
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R
A

Sekil 3. Redoks homeostazinin mekanizmalari

SOD, GSH-Px ve KAT gibi belli antioksidan enzimler etkili ROT temizleyicileridir,
ancak hiicrelerde sadece goreceli olarak diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar. Ayn1 durum,
enzimatik olmayan antioksidanlar i¢in de gegerlidir. Aminoasitler ve proteinler de ROT
temizleyicisidir. Aminoasitler molarite bazinda klasik antioksidanlardan daha az etkin olsalar
da, hiicre i¢i konsantrasyonlar1 yiiksektir (19).

Redoks sinyal iletiminin ¢aligmasi; bu denge durumunun, ROT konsantrasyonlarinda
artts veya bir veya daha fazla antioksidan sisteminin aktivitesinde azalmaya baglh
bozulmasimi gerektirir. Yiiksek organizmalarda bu tip oksidatif bir olay, endojen serbest
radikal iiretimi yapan sistemlerin kontrollii aktivasyonuyla diizenlenebilir. Diger taraftan,
cevresel faktorlerin olusturdugu oksidatif stres sartlar1 da benzer cevaplarin olugmasini
saglayabilir. Eger ROT diizeylerindeki ilk artis goreceli olarak diisiikse, ROT artisini
dengelemek i¢in antioksidan cevap yeterli olacaktir. Dolayisiyla, redoks regiilasyonunun
fizyolojik belirtileri, hiicre iginde oksidatif duruma dogru gecici bir artis ve degisiklik
seklindedir (Sekil 4). Uzun donemde, bu mekanizmalar redoks homeostazi olarak

adlandirilan stabil bir durum kazanmaya egilim gosterir.
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Kronik oksidatif stresin neden oldugu
regiilasyon bozuklugu

Regiilasyondaki
diizensizlikler

Baslangi¢ diizeyi

Serbest radikallerin konsantrasyonu

Zaman

Sekil 4. Redoks dengesi

Belli sartlar altinda ROT iiretimi ¢ok daha giicliidiir, antioksidan cevap ise redoks
dengesinin yeniden olusturulmasini saglayamayabilir. Bu tip durumlarda sistem sekil 4’teki
modele gore bir yari-denge durumunu yakalayabilir, ancak bu durum daha yiikksek ROT
konsantrasyonlari, farkli diizeylerde serbest aminoasitler ve/veya redoksa duyarl sinyal ileti
yollarina bagh farkli gen ekspresyon tipleriyle iliskilidir. Yaslanma siireci, bu tip bir yar1
denge siireci icin iyi bir ornektir. Dolayisiyla, oksidatif yondeki her dnciil degisim, kesin bir
patolojik siire¢ ve durumla iligkilendirilemeyebilir (73).

Patolojik durumlar, c¢ok siddetli ve yliksek ROT firetim diizeyleri séz konusu
oldugunda ortaya ¢ikabilir. Bu durumlarin gelisimi, bir homeostaz kaybindan ¢ok homeostaz
seviyesinde kronik bir degisiklikle ilgilidir. Buna gore, patolojik durumlar hem ROT
tiretiminin hasar verici etkilerinden hem de ROTnin yonlendirdigi gen ekspresyonundaki
degisikliklerden kaynaklanabilir. Oksidatif stresin bir¢ok klinik durumda rol oynadigina dair
bulgular gittikce artmaktadir.
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2.2 N-Metil-D-Aspartat (NMDA)

2.2.1 Glutamat Reseptorleri

Aspartat ve glutamat gibi eksitatér aminoasitler memeli santral sinir sisteminin ana
norotransmitterleridir. Beyinde oldukga yiiksek konsantrasyonlarda bulunurlar (glutamat 10
mmol/L ve aspartat 4 mmol/L). Sinir terminallerindeki sinaptik gecisi yonlendirir ve néron
icine iyon geg¢isini kontrol ederler.

Glutamat ve aspartat postsinaptik hiicre ylizeyindeki etkilerini belirli reseptorlerle
etkilesime girerek olustururlar (74). Spinal motor néronlarin kortikospinal motor ndronlara
yaptig1 sinapslarda major norotransmitter glutamattir. Ust motor noron eksitasyonu ile
glutamat molekiilleri sinaptik araliga diiserler ve spinal motor ndronlardaki (postsinaptik)
reseptor yerlerine giderek spinal motor néronlari depolarize ederler.

Memeli sinir sistemindeki eksitatér norotransmisyondan sorumlu baslica reseptorler
Glutamat reseptorleridir. Ayn1 zamanda 6grenme ve hafizanin temelinde yatan sinaptik
iletinin verimliligindeki plastik degisikliklerde ve biiyiime esnasinda sinir aginin olusmasinda
da rol oynarlar. Glutamat reseptdrlerinin asir1 aktivasyonlar1 ise santral ndronlarin Sliimiiyle
sonuglanir. Glutamat norotoksisitesi degisik norodejeneratif hastaliklarin  meydana
gelmesinde de rol oynar. Bu yiizden Glutamat reseptorlerinin beyin fonksiyonlarinin hem
fizyolojisinde hem de patolojisinde yer aldig1 sdylenebilir.

Glutamat ailesinin amino asit dizilisi, Asetilkolin (Ach), GABA, ve glisin
reseptorlerine benzerligi azdir. Glutamat ayri bir ailenin tiyesidir. Glutamat kontrollii kanallar
dort alt iiniteden olusurlar. Her kanal alt {initesi {i¢ transmembran a-heliksinden olusmaktadir
(75).

Glutamat reseptorleri, temelde postsinaptik membranda lokalizedir. Baglica 2 tipi
vardir.

I- Iyonotropik glutamat reseptorleri (iGluRs): Dogrudan iyon kanallarini kontrol eder.

II- Metabotropik glutamat reseptdrleri (mGluRs): ikinci haberciler iizerinden dolayli

olarak iyon kanallarini kontrol eder.
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Presinaptik sinir terminallerinden salinan glutamat molekiilleri iGluRs’e baglandiginda
bir elektriksel olaya dondiiriilen kisa bir kimyasal sinyal meydana getirir. Postsinaptik
depolarizasyonla sonuglanan net bir i¢ akima izin veren bir integral katyon secici kanal iceren
iGluRs 3 genis gruba ayrilir :

1. a-amino-3-hidroksi-5-metil izoksozole propionat tercih eden reseptorler (AMPAR)

2. Kainat tercih eden reseptorler (KAR)

3. N-metil D-aspartat tercih eden reseptorler (NMDAR)

Glutamat reseptor ailesinin iki iiyesi olan AMPAR ve KAR 6zellikleri bakimindan ¢ok
yakindirlar. NMDA reseptorti, diger iki glutamat reseptoriine biraz daha farklidir.

II- Metabotropik glutamat reseptorleri

Trans-(1S, 3R) -1-amino-1,3-cyclopentanedicarboxylic asit (ACPD) ile selektif olarak
aktive olurlar. Glutamat, iGluRs’1 {izerinden eksitasyon yaparken, metabotropik reseptorler
iizerinden eksitasyon veya inhibisyon olusturabilmektedir. Iyonotropik glutamat
reseptorlerinin gesitliligi, elektrofizyolojik ve farmakolojik ¢alismalarda umulandan daha da
genistir. Bugiline kadar memeli santral sinir sisteminde 16 adet iGluRs cDNA’s1 ve 8 adet
mGluRs cDNA’s1 tanimlanmustir. Simdiye kadar izole edilen 16 adet iGluRs cDNA’sinin;

a. 4 tanesi AMPA reseptor altbirimi (GluR1, GluR2, GIuR3, GluR4),

b. 5 tanesi kainat reseptor altbirimi (GluRS5,GluR6, GluR7, KA1, KA2)

c. 7 tanesi NMDA reseptor altbirimidir (NR1, NR2A,NR2B, NR2C, NR2D, NR3A,
NR3B)

Glutamat reseptdr genlerinin ekspresyonunu degistirici birgok degisik teknik
kullanilarak glutamat reseptdrlerinin tiim fizyolojisi ve patolojisi son yillarda genis bir

sekilde arastirilmaktadir (76).

2.2.2. NMDA Reseptor Tipleri

NMDAR’ lerinin su ana kadar tanimlanan yedi tane subuniti vardir. Bunlar; NR1,
NR2A-B-C-D ve NR3A-B. NMDAR’leri beynin tiimiinde yaygin olarak bulunmaktadirlar
ancak baskin olarak 6n beyine lokalize olmuslardir. En yiiksek diizeyde bulunduklar yer ise

hipokampiisiin CA1 bolgesidir (77).

27



NRI1: Glisin baglayic1 bolgeyi igerir. 938 aminoasitten’ten meydana gelmistir. 105,5
kDA agirligindadir. NR1 reseptor subunit ekspresyonu MSS’de hemen hemen her yerde
bulunmaktadir.

NR2: Glutamat baglayict bolgeyi igerir. 4 grubu bulunur:

NR2A: Beyinde postnatal eksprese edilir.1464 aminoasitten meydana gelir ve 165.5
kDA agirligindadir. Ekspresyonu i¢in ylizeyde NR1 N-terminalinin bulunmasi gereklidir.
NR2A mRNA’s1 tiim beyinde yaygin olarak bulunur; fakat serebral korteks, hipokampiis ve
serebellumda daha yogun olarak bulunmaktadir.

NR2B: Tim embriyonik beyinde eksprese edilir. Ayrica embriyonik ve neonatal
kardiyak miyositlerde eksprese edilir. Postnatal olarak yalniz 6n beyinde eksprese edilir.
1482 aminoasitten olusur ve agirligt 165,9 kDA’dir. NR2B’nin ekspresyonu Onbeyinde,
serebral korteks, hipokampiis, septum, kaudat ve putamende segici olarak yiiksek diizeyde
bulunmaktadir.

NR2C: Postnatal olarak cerebellumda eksprese edilir. 1239 aminoasitten olusur ve
1354 kDA agirhigindadir. NR2C’nin ekspresyonu ise serebellumda dominant olarak
bulunurken, talamusda ve olfaktér bulbusda daha az olarak bulunmaktadir.

NR2D: Diencephalon ve beyinsapinda embriyonal ve neonatal olarak eksprese edilir.
1323 aminoasitten olusur, 142,9 kDA agirligindadir. NR2D’nin ekspresyonu ortabeyin ve
arkabeyinde yiiksek iken; diisiik diizeyleri talamusda, olfaktoér bulbusda ve beyin sapinda
bulunmaktadir. NR2A ekspresyonununa tamamlayicidir.

NR3: Silik fonksiyon gosterir. NR3A ve NR3B olarak iki tiptir. Ca™ permeabilitesi
yavas ve uzun siirer. NR3A; Serebellum hari¢ korteks, hipokampiis (CAl), ortabeyin,
arkabeyin ve spinal kordda eksprese edilir. Neonatal ekspresyonlari ¢ok giicliidiir, sonra

azalmaya baglamaktadir (78,79).

2.2.3. NMDA’nIn Yapisi

Iyonotropik glutamat reseptorleri iizerinde en ¢ok calisilan ve bilgi sahibi olunan

reseptdr kompleksi NMDA reseptorleridir. Monovalan katyonlara ek olarak, Ca™ iyonunun
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da hiicre membranindan gegisini saglar. Diger Iyonotropik reseptorlere kiyasla Ca™<a karst
en az 5 kez daha fazla gecirgen oldugu gosterilmistir (80).

Santral sinir sistemine yaygin olarak dagilmistir. Duysal ileti ve iletinin integrasyonu
ile motor fonksiyon ve aktivitenin koordinasyonu ve programlamasinda yer alir (81). Bu
reseptor baslica 6 bolge igerir:

1. NMDA ve diger agonist tanima bolgesi: NMDA, glutamat ve diger agonistler ile
reaksiyona girer. Reseptdr i¢indeki iyon kanalinin agilmasini saglayarak normal eksitator
etkinin olugsmasini saglar. Stimiilasyonun siirmesi halinde ise patolojik eksitotoksik etki
ortaya ¢ikar. Kompetitif eksitator aminoasid antagonistleri buraya yapismak icin glutamatla
yarigirlar (82).

2. Katyon baglanma bolgesi: Kanal i¢inde yer alir, buraya Mg baglanir ve membran
boyunca olan iyon akimini bloke eder. Mg ™un etkisi agonist ve voltaj bagimlidir. Yani iyon
kapis1 olarak isleyen reseptorii istirahat membran potansiyeli (-70mV) durumunda bloke
eder. Reseptoriin tekrarlayan, uzun siireli uyarilarca (NMDA tanima bolgesine siirekli
baglanan agonistlerin varliginda) depolarize edilmeye basladigi ve membran potansiyeli —30
mV diizeylerine ulastigi zaman Mg "™‘un etkisi kaybolarak iyon kapisi ag1lir (82).

3. Glisin baglanma bdlgesi; Santral sinir sisteminde inhibitdr norotransmitter olarak
calisan glisin, paradoksal olarak NMDA reseptoriiniin etkinligini, dolayisiyla da eksitator
iletiyi giiclendirir (82).

4. Poliamin baglanma bdlgesi; endojen poliaminlerden spermin ve spermidinin
baglanma yeri olan bu bolgenin islevi, glisin gibi reseptoriin aracilik ettigi yaniti arttirmaktir.
Buna karsilik her iki bolge de normal durumlarda tam olarak aktif degildir (82).

5. Cinko baglanma bolgesi; Bu bolge inhibitor etki gosterir. Zn™ blokaji da voltaj
bagimlidir (83).

6.Kanal antagonist baglanma bolgesi; Reseptor kanal kompleksinin alt boliimiinde yer
alir. Eksitotoksik etkiyi antagonize edebilecek farmakolojik maniiplasyonlara agik bir
bolgedir. Bu bolgeye baglanacak antagonistin baglanma yerine ulasabilmesi i¢in kanalin agik
olmasi, yani reseptoriin NMDA, glutamat veya benzeri agonistlerce uyarilmig ve
magnezyumun kanal kapatict etkisinin ortadan kaldirilmis olmasi gerekmektedir. Bu etki
agonist bagimli olmakla birlikte nonkompetitifdir. Yani baglanma yeri i¢in agonistlerle
yarismaz, aksine onlarin actigi kanala girerek kanalin kapanmasini saglar. Postsinaptik
membran reseptdriiniin uyarilmasi arttikga bu bolgeye yapisan non-kompetitif antagonistlerin
etkinligi de artar (84). NMDA reseptorleri lizerindeki yogun ¢aligmalar yakin zamanda bir¢ok

altbirimin de ortaya konulmasini saglamistir. Bu altbirimler degisik beyin bolgelerinde daha
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yogun konsantrasyonlarda yer almakta ve canlinin gelisim evresine gore de farkliliklar
gosterebilmektedir. Bir¢ok olguda iGluRs altbirimleri degisik laboratuarlar tarafindan ayri
ayr1 ve de es zamanli olarak klonlandig1 i¢in benzer altbirimlere her biri farkli isimler

vermigler.

2.2.4. NMDA’nIn Fizyolojisi

NMDA reseptor kanallarinin ti¢ 6zelligi vardir:

1- Yiiksek iletkenlige sahip iyon kanallarin1 kontrol ederler (50 pS) ve Na' ile K * *un
yamsira Ca>’a da gegirgendirler.

2- Kanalin ac¢ilmasi, ko-faktdr olarak glisinin ekstraselliller olarak bulunmasina
bagimlidir. Kanal sadece glisinin varliginda c¢alisir. Normal kosullarda ekstraselliiler glisin
yogunlugu NMDAR kanalinin ¢alisabilecegi miktarlarda bulunmaktadir.

3- Acilmasi kimyasal haberciye bagli oldugu kadar membran potansiyeline de baglidir.
Bu, NMDAR’nii diger voltaj kontrollii kanallardan ayiran bir 6zelliktir.

Voltaja bagimhilik diger kanallarda olmayan farkli bir mekanizmadan
kaynaklanmaktadir. Diger kanallarda membran potansiyelindeki degisiklikler, intrensek
voltaj sensorii sayesinde kanalda konformasyonel degisikliklere neden olurken, NMDA ile
aktive olan kanalda ekstrensek bloker olan Mg+2 (ekstraseliiler Mg+2) acik olan kanali
kapayan bir tika¢ gibi davramir ve iyon akisina engel olur. Mg™ istirahat membran
potansiyelinde (-65 mV) de kanala sikica baglanir. Ancak membran depolarize oldugunda
(sdzgelimi, non-NMDA reseptorleri glutamat ile aktive oldugunda), Mg™ elektrostatik
etkiyle kanaldan uzaklastirilir ve Na® ile Ca™’un gegisine izin verir. Bu nedenle NMDA
reseptorlerinde en yiiksek iyon akimi her iki kosulun da gerceklestigi zaman ortaya ¢ikar.

Bircok hiicrede hem non-NMDA hem de NMDA reseptorii bulunmaktadir. Mg ™
istirahat membran potansiyelinde NMDA reseptor kanalin1 bloke ettigi i¢in eksitatdr post-
sinaptik potansiyelin (EPSP) olusmasinda énemli bir katkist yoktur.

Bu nedenle istirahat durumunda olugan EPSP’lerde biiyiik oranlarda non-NMDA
reseptorlerinin katkist bulunmaktadir. Depolarizasyon arttikca Mg™ NMDA reseptdr
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kanalindan uzaklasir ve daha ¢ok NMDA reseptorii agilarak bu kanallardan iyon akisi
gercgeklesir.

NMDA reseptor kanalinin diger bir farki, goreceli olarak daha yavas acilip daha yavas
kapanmasi ve bu 6zelligi nedeniyle EPSP’lerin ge¢ fazina katkida bulunmalaridir. EPSP’nin
gec fazi, Mg™ ‘un kanal1 bloke etmesi nedeniyle tek bir presinaptik sinyalden sonra zayif bir
yanit olarak karsimiza c¢ikar. Oysa presinaptik ndron ard arda sinyaller gonderirse
postsinaptik hiicrede EPSP’ler toplanarak 20 mV veya daha fazla bir depolarizasyon
olusturur. Bu durumda NMDA reseptorii biiyiik olgiide Ca'*’un katkisi ile daha biiyiik
akimlara yol acar. NMDA reseptoriiniin aktivasyonu sonucu post-sinaptik hiicrelerde,
kalsiyuma bagimli enzimler ve bazi ikinci haberciler devreye girer. Bu biyokimyasal
reaksiyonlar, sinapsta bazi uzun vadeli modifikasyonlara katkida bulunan sinyal yollarin
tetikler. Ogrenme ve bellekte, sinapsta gerceklesen degisikliklerin &nemli oldugu
distiniilmektedir.

NMDA reseptoriiniin aktivasyonu presinaptik aktiviteye bagli oldugu ve uzun siireli
sinaptik modifikasyonlar ile ortaya ¢iktig1 icin, cogu kez bu duruma aktiviteye bagimli
sinaptik modifikasyonlar denilmektedir (85).

Baz1 kosulllar altinda glutamat gibi eksitator transmitterlerin dengesizligi, hastaliklarin
ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Yiiksek miktarlarda glutamat noéronlar i¢in toksiktir.
Beyindeki bir¢cok hiicrede L-glutamata yanit veren reseptdrler bulunmaktadir. Doku
kiiltiirlerinde ortama yiiksek diizeyde glutamat eklenmesi bir¢ok ndéronu 6ldiirmektedir, buna
glutamat eksitotoksisitesi adi verilmektedir. Birgok hiicrede bu tiir toksisitede, NMDA
reseptorlerinden Ca™’un hiicre i¢ine girisi sorumlu tutulmaktadir. Yiiksek intraseliiler Ca™,
kalsiyuma bagli proteazlar1 ve fosfolipazlari aktive ederek hiicreye toksik olan serbest
radikalerin olusmasina yolagmaktadir. Inme sonrasi hiicre hasarindan, status epilepsisinde
tekrarlayan episodlarda ortaya ¢ikan hiicre 6liimiinden, Huntington hastalig1 gibi dejeneratif
hastaliklarda glutamat toksisitesinin pay1 oldugu diisiiniilmektedir. Spesifik NMDA reseptor
blokerleri, glutamatin toksik etkisini engelleyebilmesi nedeniyle bugiin kliniklerde

kullanilmaya baslanmustir.
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2.2.5. NMDA ve Alkol Bagimlihigi

Bagimlilikta, glutamaterjik ndrotransmisyon sinaptik plastisitenin olusumunda 6nemli
bir role sahiptir. Dentritlerde, NMDA reseptorlerindeki kalsiyum akimi da kalsiyuma baglh
sinyal yollarmi kullanarak sinaptik plastisiteye onemli katki saglamaktadir. Insanlarda
davranigsal etkiler olusturan konsantrasyonlardaki akut etanolun, NMDA reseptorleri
araciligl ile olan kalsiyum akimini inhibe ettigi ve kalsiyuma bagli sinyal yollarini
degistirdigi bilinmektedir. Tam tersine, etanole tolerans NMDA reseptorlerindeki asirt
duyarlilikla iligkilidir ve etanolun kesilmesi ile artmis kalsiyum akimi gézlenmistir. Etanolun
inhibitor GABAerjik norotransmisyonu {iizerine olan bilinen etkileri ile birlikte, etanol
muhtemelen NMDA reseptorleri yolu ile beyinde sinaptik plastisiteyi etkilemektedir. Uzun
donemde etanole bagli olusan beyin fonksiyonlarindaki degismelerin altinda NMDA ile
iliskili sinaptik plastisite yatiyor olabilir (86).

Etanol NMDA reseptolerini ve fosforilizasyon durumunu degistirmek suretiyle NMDA
kanal aktivitesini inhibe etmektedir (87). GABA'nin artan inhibisyonu sonucunda glutamat
salimiminda azalma olmakta ve etanolun dogrudan inhibe edici etkisi ile birlikte NMDA
reseptor fonksiyonlarinda onemli bir disme meydana gelmektedir. NMDA yolu ile olusan
kalsiyum akimindaki azalmanin sinaptik plastisite iizerinde 6nemli etkileri vardir (86).

Siirekli etanol tiikketimi etanole bagimliligin olusmasina ve birakildiginda da yoksunluk
sendromunun olusmasina sebep olmaktadir. Merkezi sinir sisteminin agir1 uyarilmiglig etanol
yoksunlugunun bir 6zelligidir ve etanole karsi gelisen toleransin ve fiziksel bagimliligin
uyumsal cevaplarin altinda, kismen de olsa, glutamaterjik sistemdeki néroadaptif degisimler

bulunmaktadir (88).
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2.3. Alkol Bagimhiligi

2.3.1. Alkol Bagimhiliginin Tanimi ve Siniflandirmasi

Alkol bagimliligi; bireyin beden ve ruh saghgini, ailevi, toplumsal ve mesleki
uyumunu bozacak derecede sik ve fazla alkol alma ve alkol alma istegini durduramamasi
olarak tanimlanabilir (1).

Alkol bilinen en eski psikoaktif ajanlardan biri olup, alkol kullanimu ile ilgili sorunlar
eski caglara dek uzanmaktadir. Hipokrat’dan baglayarak pek ¢ok hekim alkollii igkilerin
insan sagligina olan zararh etkilerinden s6z etmislerdir. Ancak alkol bagimliliginin tibbi bir
sorun olarak kabul edilmesi son yiizelli yila dayanmaktadir (5).

19. yiizyilin baslarinda bir grup klinisyen alkol bagimliligini bir hastalik kavrami
icinde ele almaya baslamistir. Bruhl-Cramer 1819” da alkol arayis1 ve dipsomani kavramlari
tizerinde durmustur. Esquinol 1845’ te sarhosluk kavramini psikiyatrik terminolojiye
kazandirmistir.

Huss 1849’ da ilk kez “alkolizm” terimini kullanmustir.

19. yiizyilin diger yarisinda ise Carpenter (1850), Crothers (1893) ve Kerr (1888) alkol
kullanimu ile ilgili sorunlar1 giinlimiizdeki bagimlilik kavramina benzer bir baglamda ele
almaya baglamiglardir.

Alkol bagimliliginin hastalik kavrami i¢cinde degerlendirilmesi bu tarihlere dayanirken
siiflandirma sistemlerine dahil edilmesi 20. yiizyilin ilk yarisina tekabiil etmektedir.

Kraeplin, kronik alkol kullanimia bagli organik bozukluklara yer verdigi Psikiyatri
Kitabi’nda, (1909-1915) intoksikasyon psikozunu, major bir kategori olarak siniflayan ilk
isimdir (89).

Jellinek 1960 yilinda alkolizmi; bireye veya topluma ayr1 ayr1 ya da her ikisine birden
zarar verebilecek derecede alkol kullanma aligkanligi olarak tanimlamis ve bu tanim igine
giren alkolik hastalar1 5 gruba ayirmistir. (Alfa, beta, gama, delta ve epsilon alkolizm )

Jellinek’in tanimlamalarini izleyerek 1969 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO), alkol
bagimhiligim1 “Bir kisi tarafindan alkoliin kendi kiiltlirindeki sinirlar1 asacak ya da kendi

sagligini ve toplumsal iliskilerini bozacak kadar kullanilmas1” olarak tanimlamustir. (5)
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Bagimlilik ile iliskili bozukluklarin ayr1 bir siniflandirma grubu olarak kabul edilmesi
DSM-III (1980) ile olmustur. DSM-III’te “kdtiiye kullanim” ve “farmakolojik bagimlilik”
ayr1 tani gruplar olarak kullanilmigtir.

DSM-III-R’de davranisa dayali bagimlilik o6zellikleri daha ayrintili  olarak
tanimlanmig, bagimlilik tanisi koymak icin fizyolojik bagimlilik kosulu aranmasindan
vazgecilmistir.

DSM-IV’ te ise tabloya fizyolojik bagimliligin eslik edip etmediginin belirtilmesi
zorunlu kilinmis ve DSM-III” te bagimliligin tamamen diizelmesi i¢in gegmesi gereken siire 6

ayken DSM-IV’te bu siire 1 yila uzatilmistir (5,89).

2.3.1.1. Alkol Bagimhiligi igin DSM-IV Tani Olgiitleri

12 aylik bir dénem i¢inde herhangi bir zaman ortaya ¢ikan, asagidakilerden {i¢ii (ya da
daha fazlasi) ile kendini gosteren, klinik olarak belirgin bir bozulmaya ya da sikintiya yol
acan uygunsuz bir alkol kullanimi oriintiisii:

1. Asagidakilerden biri ile tanimlandigi iizere tolerans geligsmis olmast:

a. Entoksikasyon ya da istenen etkiyi saglamak icin belirgin olarak artmis miktarlarda
alkol kullanma gereksinimleri

b. Siirekli olarak ayni miktarda alkol kullanilmasi ile belirgin olarak azalmis etki
saglanmast

2. Asagidakilerden biri ile tanimlandig1 lizere yoksunluk gelismis olmast:

a. Alkole 6zgii yoksunluk sendromu

b.Yoksunluk semptomlarindan kurtulmak ya da kaginmak i¢in ayn1 madde ( ya da
yakin benzeri) alinir

3. Alkol ¢ogu kez tasarlandigindan daha yiiksek miktarlarda ya da daha uzun bir
dénem siiresince alinir

4. Alkol kullanimini1 birakmak ya da denetim altina almak i¢in siirekli bir istek ya da
bosa ¢ikan ¢abalar vardir

5. Alkolii saglamak, alkol kullanmak ya da alkoliin etkilerinden kurtulmak ic¢in ¢ok

fazla zaman harcama
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6. Alkol kullanimi yiiziinden 6nemli toplumsal, mesleki etkinlikler ya da bos zamanlari
degerlendirme etkinlikleri birakilir ya da azaltilir

7. Alkoliin neden olmus ya da alevlendirmis olabilecegi, siirekli olarak var olan ya da
yineleyici bicimde ortaya ¢ikan fizik ya da psikolojik bir sorunun oldugu bilinmesine kargin
madde kullanimi stirdiiriiliir ( alkol kullanimi ile kotiilestigini bildigi tilseri olmasina karsin
icmeyi siirdiirme)

Varsa Belirtiniz:

Fizyolojik Bagimlilik Gosteren: Tolerans ya da yoksunlugun kaniti vardir (yani ya
birinci ya da ikinci madde vardir)

Fizyolojik Bagimlilik Gostermeyen: Tolerans ya da yoksunlugun kanit1 yoktur (yani ne

birinci ne de ikinci madde vardir) (90).

2.3.1.2. Alkol Bagimhligi igin ICD- 10 Tani Olgiitleri

Asagidaki kriterlerden en az tigiliniin son bir y1l icinde bulunmas:

* Alkol i¢gmek i¢in giiclii bir istek olmas1

* Alkol arama davranisin1 denetlemede giicliik (alinan alkol miktarin1 ayarlayamama,
kullanim siiresini ayarlayamama ve basarisizlikla sonlanan birakma girisimleri)

» Alkol kullanimi azaltildiginda ya da birakildiginda tipik yoksunluk belirtilerinin
ortaya ¢ikmasi

* Alkol ile gerekli iyilik halini elde etmek icin (rahatlik, sarhosluk, keyif) gittikce artan
miktarlarda alkole gereksinim duyma (tolerans gelisimi)

* Alkolii elde etmek, kullanmak ve etkilerini gizlemek i¢in harcanan ¢abanin, diger ilgi
ve ugraglara yer vermeyecek sekilde giderek artmasi

* Asinn alkol kullanimi nedeniyle ruhsal, sosyal, fiziksel zararlar ortaya ¢ikmis

olmasina ragmen alkol kullanimini siirdiirme (91).
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2.3.1.3. DSM-IV Siniflamasina Gore Alkol Kullanim Bozukluklari

Alkol Bagimliligi
Alkol Kétiiye Kullanimi

DSM-IV smiflamasina gore alkol kullaniminin yol agtig1 bozukluklar:
Alkol Intoksikasyonu

Alkol Yoksunlugu

Alkol Yoksunlugu Deliryumu

Alkol Kullanimina Bagli Kalici Demans

Alkol Kullanimina Bagli Amnestik Bozukluk

Alkol Kullanimina Bagli Sanrilarla Giden Bozukluk

Alkol Kullanimina Bagli Haltiisinasyonlarla Giden Psikotik Bozukluk
Alkol Kullanimina Bagli Duygu Durumu Bozukluklar

Alkol Kullanimina Bagli Anksiyete Bozukluklari

Alkol Kullanimina Bagli Sekstiel Disfonksiyon

Alkol Kullanimina Bagli Uyku Bozukluklari

Alkolle Iliskili Baska Tiirlii Adlandirilamayan Bozukluklar (90).

2.3.1.4. ICD- 10 Siniflamasina Gore Alkol Kullanim Bozukluklari

Zararli Kullanim

Bagimlilik Sendromu

Yoksunluk Durumu (Deliryumla birlikte)
Psikotik Bozukluk

Amnezik Sendrom

Kalint1 ve Geg Baslayan Psikotik Bozukluk
Baska Ruhsal ve Davranigsal Bozukluk

Belirlenmemis Ruhsal ve Davranigsal Bozukluk (91).
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2.3.2. Alkol Bagimhiliginin Epidemiyolojisi

Asirt alkol kullanimi ve alkolle iliskili sorunlar tiim diinyada 6énemli bir halk saglig
sorunudur. Alkol bagimlilig1 6nemli morbidite ve mortalite nedenleri arasindadir (6).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) diinyada 2 milyar kisinin alkol kullandigini, 76,3 milyon
kiside alkol kullanim bozuklugu oldugunu ongormektedir (92). Halk saghigi agisindan
diinyanin bir¢ok yerinde alkol tiiketimi ile iliskili global yiik (mortalite ve morbidite
baglaminda) onemli boyutlardadir. Global olarak alkol tiikketimi oliimlerin %3,2'sine (1,8
milyon), kaybedilen DALY'lerin (Disability-Adjusted Life Years; yetersizlige gore
diizeltilmis yasam yillar1) %4,0’tine (58,3 milyon) neden olmaktadir. Alkolden kaynaklanan
yiik tiitiinden daha fazladir, ¢iinkii alkol sorunlar1 yasamin daha erken donemlerinde ortaya
cikmaktadir. Alkol tiiketimi ile 60'dan fazla hastalik ve yaralanmalar arasinda nedensel iligki
bilinmektedir. Alkol tiikketimi 1999 yilinda sadece Avrupa'da 15-29 yaslar arasindaki
genglerde 55 000'in tizerinde 6liime neden olmustur. Uzun siireli alkol kullaniminin olumsuz
saglik sonuglar1 yasamin ge¢ donemlerine dek oliim ya da yetersizlige neden olmasa da, alkol
kullanimina bagli amagl ya da amagsiz yaralanmalar igeren akut sonucglar gengler arasinda
daha yaygindir. Bir¢ok akut ve kronik saglik etkilerinin yan1 sira, alkol tiikketimi genis sosyal,
mental ve emosyonel sorunlara neden olmaktadir. Bu sorunlar is yerinde devamsizlik,
iliskilerde istismar seklinde de goriilmektedir (6).

Ekonomik gelisme diizeyi ve din alkol tiiketiminde en etkili belirleyicilerdir (93).
Biiyiik oranda miisliiman olan Dogu Akdeniz Bolgesi'ndeki igme miktarinin diisiik olmasi
alkol tiiketim diizeyi ve bi¢iminde dinin roliinii gostermektedir. Alkol kullaniminin dinle
iliskisi caligmalarda gosterilmistir (6).

Ulkemizde 2000 yilindan sonra lise ve {iniversite dgrencilerinde yapilan galismalarda
yasam boyu alkol kulanim oram1 %46,1-%71,2 arasinda bildirilmistir. Ulkemizde alkol
kullanim1 prevalansinin %31,4-%90,0 arasinda bildirilen diger tilkelere gore daha diisiik
oldugu gériilmektedir. Alkol kullannmmin diisiik olmasinda Islam'in etkisinin, alkol
kullaniminin giinliik yasamin bir par¢asi olmamasinin, genellikle sosyal ortamlarda alkol
icilmesinin ya da sosyal baski nedeniyle az bildirimin etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Ulkemizde erkekler kadinlara gore daha fazla igme, daha fazla oranda agir icici olma ve

alkolle iligkili sorunlar yasama egilimindedirler (6,94).
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2.3.3. Alkol Bagimhihgi Etiyolojisi

Asirt alkol kullanimma hangi nedenlerin yol agtifi sorusu, eski yillardan beri
kuramcilarin ilgisini ¢ekmistir. Bugiine kadar bu konuda, biyolojik, davranigsal ve sosyal
bilim alanlarinda bir¢cok kuram ve goriis ortaya atilmis, zengin bir literatlir ortaya ¢ikmistir.
Buna ragmen, bugiin iizerinde en ¢ok anlagsma saglanmis olan yaklasim, alkolizmi

etiyolojisinde ¢ok etkenin rol oynadig1 bir bozukluk olarak goren yaklagimdir (95).

2.3.4. Alkoliin Ozellikleri ve Metabolizmasi

Alkollii ickilerde etil alkol (etanol) bulunmaktadir. Alkol, meyve ve tahillardaki
karbonhidratlarin fermantasyonu sonucu olugmaktadir; molekiiler agirligr kiiciiktiir ve bu
yiizden hiicre zarindan kolayca gecebilir. Midenin bos veya dolu olmasina bagl olarak alinan
alkoliin %10"a mideden, geri kalani ise ince barsaktan emilir. Kandaki pik konsantrasyonuna
30-90 dakikada ulasir. Pik kan konsantrasyonuna ulagsma zamanini etkileyen bir etken de
alkoliin alinma siiresidir.

Emilen alkoliin %90'1 karacigerde oksidasyonla metabolize edilir, %10'u ise bobrek ve
akcigerler yoluyla atilir. Karacigerdeki oksidasyon hizi sabit olup bedenin enerji
gereksinmelerinden bagimsizdir. Saglikli bir organizma, saatte 15 mg/dlt alkolii metabolize
edebilir. Alkol, iki enzimle metabolize edilir. Bunlar alkol dehidrogenaz ve aldehit
dehidrogenazdir. Alkol dehidrogenaz enzimi, alkoliin toksik bir bilesik olan asetaldehite
doniisiimiinii katalize eder. Aldehit dehidrogenaz ise asetaldehitin, asetik asite doniisiimiinii

katalizler (95).
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2.3.5. Alkol Bagimliliginin Tedavisi

Alkol bagimliliginda tedavi se¢imi bireyin genel tibbi ve psikolojik degerlendirmesine
gore yapilir. Alkol yoksunlugunda detoksifikasyon yapilmali ve klinik agidan yakindan
izlenmelidir. Detoksifikasyon sonrasinda kisi tedavisine ayaktan devam edebilir.

Yoksunluk nébetleri veya delirium tremens Oykiisii olan, ¢ok fazla miktarda alkol
kullanan ve ayaktan tedaviden fayda gérmeyen hastalar; komplike bir yoksunluk sendromu,
diger madde kotiiye kullanimlari, komorbid tibbi/psikiyatrik hastaliklar agisindan risk altinda
olduklarindan yatarak tedavi edilmelidir.

Yatarak detoksifikasyon tedavisi i¢in belirlenmis optimal giin sayisi olmamasina
karsin genellikle 28 giinliik tedavi siiresi tercih edilir. Bununla birlikte kronik hastalik dykiisii
olanlarda 28 giin kisadir.

1)Intoksikasyon Tedavisi: Akut intoksikasyon durumlarinda kisinin kendini giivende
hissedecegi, dis uyarandan uzak, sakin bir ortam saglanmali ve hasta monitérize edilmelidir.
Bol hidrasyon ve beslenme esansiyeldir. Genel tibbi ve mental durumunun, madde kullanim
Oykiisiiniin ve iligkili sosyal problemlerin sorgulanmasi1 6nemlidir. Ek madde kullanimlarinda
klinik gidis daha komplike hale gelir. Uzun siireli ve fazla miktarda alkol kullananlar veya
yoksunluk semptomu 0ykiisii olanlar hospitalize edilmelidir.

2)Yoksunluk Semptomlar1 Tedavisi: Alkol yoksunlugu tedavisindeki iki ana hedef
detoksifikasyonu saglamak ve hastanin motivasyonunu arttirmaktir. DSM-IV TR’ye gore
hafif-orta diizey alkol yoksunlugu sendromu yogun alkol alimin1 azaltmayi/birakmayi takiben
birkag saat i¢cinde baslar.

Benzodiazepinlerle detoksifikasyon konusunsa spesifik bir protokol yoktur. Bazi
yazarlar 200400 mg klordiazepoksid veya 2040 mg diazepamin tek doz oral kullanimin
onerirler. Siklikla kullanilanlar; klordiazepoksid ( her 2-4 saatte 50 mg), diazepam ( her 2-4
saatte 10 mg), oksazepam (60 mg her 2 saatte), ve lorazepam (1 mg her 2 saatte) dir. Siddetli
yoksunluk semptomlar1 olan hastalarda benzodiazepin tedavisi 10 giline kadar uzatilabilir.
Yaglilarda, deliryum, demans, diger kognitif bozukluklar1 ve karaciger hastaligi olanlarda
lorazepam ve oksazepam gibi kisa etkili benzodiazepinler tercih edilir.

Otonom sinir sistemi hiperaktivitesine bagli semptomlarda (tremor, tagikardi, kan
basinct artigi, diaforez) beta-adrenerjik antagonistler kullanilir. Atenolol siklikla
benzodiazepinlerle kombine edilir, boylelikle kullanilan benzodiazepin dozu azalmis ve

benzodiazepin kullanimma bagli sedasyon ve kognitif bozulma onlenmis olur. Klonidin;
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tremor, nabiz ve kan basincinda azalmaya sebep olan bir alfa-adrenerjik agonisttir. Bununla
birlikte beta-bloker veye klonidinin alkol yoksunlugunda tek basma kullanimi 6nerilmez
clinkii etkinlikleri yoksunlukta gdriilen ndbeti 6nlemede yetersizdir.

Alkol yoksunlugunda antikonviilzanlarin profilaktik kullanimi genellikle onerilmez
(6nceden nobet Oykiisli olan ve alkol kullanimi sirasinda antikonviilzanlarin1 kesen kisiler
haric).

Yoksunluk semptomlarini azaltmada etkin olmamalarina karsin deliryum, hezeyan ve
haliisinasyonlarda haloperidol 0.5-2.0 mg IM. 2 saatte bir kullanilabilir.

Etkinligini dogrulayan net kanitlar olmamasina karsin bazi merkezlerde oral ve IV
etanol (yoksunluk sendromunda) tedavisi kullanilmaktadir.

3)Alkol Bagimlhilig1 ve Koétiiye Kullanim Tedavisi: Naltrekson, disiilfram, akamprosat

Naltrekson opiat reseptor antagonistidir. Opiat reseptor iliskili 6fori ve odiillendirici
etkileri ve alkoliin indiikledigi dopamin salinimini azaltarak etki gosterir. Opiat kullanan
hastalarda yoksunluk semptomlar1 goriilebileceginden; eroin gibi kisa etkili opiat alimindan
en az 5 gilin, metadon gibi uzun etkili opiat alimindansa en az 7 giin sonra tedaviye
baslanmalidir. Tedaviye baslamadan Once idrarda opiat taramasi yapilabilir. Non-opiat
kotiiye kullanimi olan hastalarda 50 mg dozunda naltrekson kullaniminin SSS ( basagrisi,
disfori) ve GIS ( bulant1 kusma, karmn agris1) iizerinde hafif ve gegici etkileri olabilir. Uzun
etkili enjektable naltreksonda da benzer yan etkiler mevcuttur. Morbid obezlerde ve yiiksek
doz (100 mg/giin den fazla) kullanimda hepatotoksisite bildirilmesine ragmen nadir goriiliir.
Yiiksek doz naltreksonun NSAID ile etkilesimi sonucunda hepatotoksisite olusabilir. Ek
olarak opiat analjezik kullanan hastalarda naltrekson kullanim1 uygun degildir.

Disiilfram etil alkoliin yikilmasindaki anahtar enzim olan aldehit dehidrogenazi inhibe
eder ve kanda asetaldehit birikimine sebep olur. Asetaldehit; basagrisi, flushing, bulanti,
kusma, hipotansiyon ve anksiyeteye sebep olur. Gogiis agrisi, ndbet, karaciger disfonksiyonu,
solunum depresyonu, kardiak aritmi, MI ve Olim de bildirilmistir (96). Kontrollii
calismalarda distilfram ve plasebo gruplar arasinda alkolden kaginma, relapslar1 6nleme ve
sosyal stabilite agisindan anlamli fark bulunmamistir (97). Disiilfram siirdiirim dozu
cogunlukla 250 mg/giin (125-500 mg/gilin)’diir. Toksik ve oliimciil etkileri olmasindan
dolayr hasta bilgilendirilmeden kullanilmamalidir. Tedavi siiresince etanoliin tiim
formlarindan kagmilmalidir (6zellikle bazi oksiiriik suruplarinin  i¢cinde mevcuttur).
Karacigerde metabolize olur, metaboliti CYP 3A4’{ inhibe ederek bu enzimle metabolize
olan pek cok ilacla etkilesir. Alkol alimi sonrasinda nadir ancak siddetli yan etkiler

gozlenebilir (néropati, hepatotoksisite gibi).
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Akamprosat alkol bagimliligi tedavisinde kullaniminda 2004 yilinda FDA onayi
almistir. Norofarmakolojik etkisi tam bilinmemesine ragmen arastirmalar taurinin aminoasid
derivesi oldugunu ve beyinde glutamat reseptorleri lizerinde etkili oldugunu gostermistir.
Yapilan ¢aligmalarda ayiklik siiresini uzattigi, relaps sayisin1 ve alkol alinan giin sayisini
azalttig1 bildirilmistir (98).

Hayvan calismalari uzamis yoksunluk belirtilerinin santral sinir sisteminde eksitator
amino asit olan glutamat ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. Akamprosat bir NMDA
antagonisti olup kalsiyum iyon akigini azaltir. Eksitatér aminoasid glutamat reseptorlerini
antagonize ederek NMDA reseptorleri lizerinde etkisini gosterir ve postsinaptik etkinligini
azaltir. Sonugta noronal eksitabilite azalir. Ayrica eksitatér aminoasidlerin uyarici etkisini
antagonize eder ve NMDA reseptorleri araciligi ile norotransmisyonu arttirir. Yapilan
calismalar noroprotektif etkileri oldugunu gostermistir. Akamprosat alkol yoksunlugunda
glutamat azalmasi ile olusan ndronal hipereksitabiliteyi azaltmakta ve bilhassa nukleus
accumbensteki santral dopamin diizeyleri lizerine de etki etmektedir. Yapilan ¢calismalar alkol
bagimliliginda relaps1 geciktirdigi lehinedir (96).

Akamprosatin 333 mg’lik tabletleri (Campral tb) mevcuttur. Onerilen doz 1-2 gr/giin
(3x1 - 3x2 tb.) seklindedir. Karacigerde metabolize olmaz ve bobrek yoluyla atilir. Bobrek
yetmezligi olanlarda dikkatli kullanilmalidir (97).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alisma Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel
Arastirma Laboratuvari, Biyofizik ve Biyokimya Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuarlarinda

gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu ¢alismada sekiz haftalik Wistar Albino cinsi toplam 40 adet 250+20 gr agirliginda
erkek sican kullanildi. Tip Fakiiltemizde iiretilmis olan siganlar standart 151k (12 saat giin 15181
/ 12 saat karanlik), 1s1 (25° C) kosullara maruz birakildi. Plastik kafeslerde 10’arli gruplar
halinde tutuldu. Yeterli miktarda yiyecek ve igecek saglandi. Bu calisma SDU Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanligi (HADYEK) tarafindan etik olarak uygun bulunmustur
(Protokol No:2009-25).

3.1.2. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

1- Sogutmali santrifiij: Eppendorf MR5415 (Almanya)

2- Santrifiij: Jouan B41 (Fransa)

3- Derin dondurucu: Ugur (Tiirkiye)

4- Hassas terazi: Scaltec SPB 33 (Isvigre)

5- Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

6- Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
7- Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

8- Cam-Teflon homojenizatdr: Caligkan Cam A.S.(Tiirkiye)

9- pH metre : Hanna Instruments (Portekiz)

42



10- Manyetik karistirici: Niive (Tiirkiye)

11- Elektroforez cihazi: EC Apparatus Corporation 250-90 (ABD)
12- Biyokimya analizdrii: Roche/Hitachi Modular PS0O0(Almanya)
13- Kodak Image Station 2000 MM: USA

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

SDS-PAGE ve Western Blot i¢in Kullanilanlar:

1-Akrilamid: bisakrilamid % 30 T, % 2.6 C; Sigma (Almanya)
2-Tris, Merck (Almanya)

3-Glisin, Merck (Almanya)

4-SDS, Merck (Almanya)

5-APS, Merck (Almanya)

6-TEMED, Merck (Almanya)
7-2-Merkaptoetanol, Merck (Almanya)
8-Brom Fenol Blue, Merck (Almanya)
9-Sodyum Kloriir, Merck (Almanya)
10-Tween 20, Merck (Almanya)

11-Bovin Serum Albumin, Merck (Almanya)
12-EDTA, Merck (Almanya)

13-EGTA, Merck (Almanya)

14-Leupeptin, Sigma (Almanya)
15-Aprotinin, Sigma (Almanya)
16-Benzamidin, Sigma (Almanya)

17-Triton X-100, Sigma (Almanya)
18-Immobilon-P, Sigma (Almanya)
19-Kromotografi filtre kagidi, Whatman (Ingiltere)
20-Metanol, Merck (Almanya)
21-Hidroklorik Asit, Merck (Almanya)
22-Anti NR2A, Millipore (Avustralya)



23-Anti NR2B, Millipore (Avustralya)
24- BCIP/NBT Phosphatase Substrate, Sigma (Almanya)

3.1.4. Kullanilan Cozeltiler

SDS-PAGE ve Western-Blot i¢in Kullanilanlar:

1- 4 x Lower Buffer: 1.5 M Tris HCI, pH: 8.8

36.3 g Tris 170 ml’ye distile su ile tamamlanip pH'1 8.8'e ayarlandi. Sogutulup pH’1
tekrar 8.8’e ayarlandi. 200 ml'ye distile suyla tamamlandi.

2- 4 x Upper Buffer: 0.5 M Tris HCI, pH: 6.8

12.1 g Tris, 170 ml’ye distile su ile tamamlanip pH'1 6.8’e ayarlandi. Sogutulup pH"t
yeniden 6.8'e ayarlandi. 200 ml'ye distile suyla tamamlanda.

Lower jel: (% 7.5’1uk)

Distile su 4450 pl
Acril: bisacril % 30 T, % 2.6 C 2500 pl
4 x lower buffer (tris HCI, pH: 8.8) 2500 pl
% 10 SDS 100 pl
% 10 APS 450 pl
TEMED 10 ul

Upper jel: (% 4°lik)

Distile su 2920 ul
Acril: bisacril % 30 T, % 2.6 C 670 ul
4 x lower buffer (tris HCI, pH: 8.8) 1250 pl
% 10 SDS 50 ul
% 10 APS 200 pl
TEMED 10 pl

3- Homojenizasyon buffer: 50 mM Tris-HCI pH: 7.5, 0.15 M NaCl, 1 mM EDTA, 2
mM EGTA, 25 pg/ml Leupeptin, 25 pg/ml Aprotinin, 10 uM benzamidin ve % 1’lik Triton
X-100 bulunacak sekilde total hacim 30 ml’ye tamamlandi.
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4- Sample buffer:

Upper buffer (0.5 M Tris-HCI, Ph: 6.8) 2.0 ml
Gliserol 1.6 ml
% 10 SDS 3.2 ml
2-Merkaptoetanol 0.8 ml
% 0.1(w/v) Brom fenol blue 0.4 ml

5- Running buffer: 15 gr Tris, 72 gr Glisin, 5 gr SDS, pH 8.3’e ayarlanip distile su ile 1

1t’ye tamamlandi. 5 kat sulandirilarak kullanildu.

6- Transfer buffer: 0.606 gr Tris, 2.882 gr Glisin ve 1 ml % 10 SDS, distile su ile 160

ml’ye pH: 8.2-8.4 olacak sekilde tamamlandi. 40 ml metanol eklendi.

7- TTBS (Tris-Tween-Buffer Saline): 12.1 gr Tris, 17.5 gr NaCl, 2 ml Tween 20

(pipetle yavasca ¢ekilir, yogun bir madde oldugu i¢in) pH: 7.5 olarak ayarlanip 2 litreye

distile suyla tamamlanda.

8- Primer antikorlar: NR2A 1/1000 ve NR2B 1/2000 oraninda, taze % 1 BSA-TTBS

ile diliie edilerek hazirlandi.

9- Sekonder antikor: Antirabbit IgG (Alkalen fosfataz konjuge) 1:10.000 oraninda,

taze % 1 BSA-TTBS ile dilue edilerek hazirland:.

3.2. Metot

3.2.1. Deneysel Model

Sicanlara;

Grupl (G1) : Kontrol. Dort hafta boyunca serum fizyolojik (SF) verildi. (n=10)

Grup2 (G2) : Ethanol 10,0 g/kg/giin dozunda 21 giin boyunca verildi. (n=10)

Grup3 (G3) : Akamprosat 200 mg/kg/giin dozunda 21 giin boyunca verildi. (n=10)

Grup4 (G4) : Ethanol 10,0 g/kg/giin ve akamprosat 200 mg/kg/glin dozunda 21 giin

boyunca verildi. (n=10)
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3.2.2. Anestezi ve Doku Ornekleri

Bir gece 6nceden beslenmesi kesilen hayvanlara ketamin hidrokloriir (50 mg/kg) ve
ksilazin (5 mg/kg) karisimi i.p. olarak uygulandi. Daha sonra biitiin ratlar sakrifiye edilerek
beyin korteksi ve hipokampuslar ¢ikarildi.

3.2.3. Hipokampiis Orneklerinin Homojenizasyonu

Ayni gruptaki farkli sicanlara ait hipokampilis Ornekleri tartilip yeterli protein
konsantrasyonunu saglamak amaciyla 3 hipokampiis 1 Ornek olusturacak sekilde
birlestirilmis ve ardindan 1/5 oraninda homojenizasyon tamponu ile karigtirilarak homojenize
edilmistir. Ilk adimda buz {izerinde teflon-cam homojenizatér ile 18-20 darbede
homojenizasyon yapilmistir. Ikinci adimda 30 sn. buz iizerinde sonike edilerek
homojenizasyon tamamlanmistir. Homojenize edilen 6rnekler 10000 g’de +4°C’de 10 dakika
stireyle santrifiij edilmistir. Siipernatantlarinda Lowry yontemi kullanilarak protein tayini

yapilarak SDS-PAGE ve Western Blot ¢alisildi.

3.2.4. SDS-PAGE Yontemi

Laemmli’nin yontemi esas alinarak calisgilmistir (99). % 7.5’lik lower jel ve % 4’liik
upper jel hazirlanip, kuyucuk basina son konsantrasyonu 50 pgr protein olacak sekilde, doku

homojenati sample buffer’la 1/1 oraninda karistirilarak uygulanmistir.
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3.2.5. Western Blot Yontemi

SDS-PAGE prosediirii ile ornekler jel {izerinde proteinlerine ayrildi ve daha sonra
polyvinylidene difluorid (PVDF) membrana (immobilon-P) transfer edilmek {izere transfer
tankina alindi. Transfer prosediirii sonras1 anti NR2A ve anti NR2B igeren soliisyonlarda bir
gece boyunca bekletildi. Daha sonra sekonder antikorla 1 saat siire ile inkiibe edilen
membranlar, taze hazirlanan BCIP/NBT soliisyonunda yeterli boyanma saglanana kadar
bekletildi. Olusan bantlar Kodak Image Station 2000 MM cihaz1 kullanilarak tarandi. Elde

edilen bant yogunluklar1 her bir reseptor subiiniti i¢in kendi arasinda karsilastirildi (100).

3.2.6. Beyin Homejanat Hazirlanmasi

3.2.6.1 Lipit peroksidasyon (MDA) Analizi

Beyin homojenatlarinda LPO diizeylerinin belirlenmesi, Placer ve ark. (101)
bildirdikleri yonteme gore tiyobarbitiirik asit (TBARS) reaksiyonu ile son derece hassas bir
spektrofotometrede (Schimadzu, UV-1800, Japonya) yapildi.

Deneyin yapilist: 0.25 ml beyin hemolizati1 1/9 (2.25 ml) oraninda TBARS soliisyonu
ile sulandirildi. Kor olarak ise 0.25 ml fosfat tamponu ile 1/9 oraninda TBARS karisimi
kullanildi. Ornekler ve kor, 20 dakika siiresince 100 C’lik kaynar suda, su banyosunda
tutuldu. Daha sonra ¢cesme suyu altinda sogutuldu. 2500 devirde 5 dk santrifiij edildi. Ustteki
pembe renkli s1vi otomatik pipetle hassas bir sekilde alinarak 1 cm 151k gecisine sahip 532 nm
dalga boyundaki spektrofotometrede kore karsi okundu. Standart olarak ise yine ayni
oranlarda hazirlanmis 1, 1, 3, 3 tetraethoxy propane soliisyonu kullanildi. Degerler

mikromol/gram protein olarak belirlendi. Sonuglar nanomol/ gram protein olarak verildi.
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3.2.6.2 GSH ve GSH-Px Analizi

GSH diizeyleri Sedlak and Lindsay’in (102) bildirdikleri

spektrofotometre cihazi ile belirlendi. GSH tayini i¢in gerekli soliisyonlar;

%10 triklorikasetik asit (TCA) sollisyonu

yonteme

gore

Tris tamponu (0.4 M pH:8.9): 48.46 gram tris-hydroxymethil-aminomethan’in

hidroklorik asit (HCI) ile pH 8.9 olacak sekilde 1 litrede ¢6ziilmesi ile hazirlanir.

Deneyin yapilist: 0.1 ml kan homejenat1 0.4 ml TCA soliisyonu ile karistirildi. 20 sn

karistiricida vortekslendi ve 3000 rpm de 5 dk santrifiij edildi, 0.1 ml siipernatant temiz bir

tiip igine alind1. Uzerine 0.9 ml distile su, 2.0 ml Tris tamponu ve 0.1 ml DTNB soliisyonu

eklendi. Olusan sar1 renk distile suya karsi spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda

okundu.

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk (103) tarafindan bildirilen yonteme gore

spektrofotometrede belirlendi.
Kullanilan kimyasallar
1- Tris HCI tamponu (50 mM) pH:7.6
2- GSH soliisyonu
3- CHPO (cumene-hydroperoxide) soliisyonu
4- %10 TCA soliisyonu
5- Tris tampon 0.4 M pH: 8.9
6- DTNB soliisyonu

Deneyin semast:

Kimyasallar Kontrol Ornek
Doku homejanati 0.5 ml 0.5 ml
Tris HCI tamponu eklendi. 0.3 ml 0.3 ml
CHPO ilave edildi. 0.1 ml
GSH (her tlipe 5 sn araliklarla konuldu.) 0.1 ml 0.1 ml
Oda 1s1sinda tam 10 dakika beklendi.

TCA (her tiip igin 5 sn araliklarla konuldu) 1.0 ml 1.0 ml
2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Ustteki siipernatant temiz bir tiipe alind1.

Uzerine Tris Tampon eklendi. 2.0 ml 2.0 ml
DTNB eklendi. 0.1 ml 0.1 ml
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Oda 1s1sinda 5 sn beklendi. Saf suya kars1 spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda

okundu.

3.2.6.3. Mikrozomal Ca**-ATPaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Ca’’-ATPaz aktivitesi Niggli ve arkadaslarmm spektrofotometrik metoduna gore
belirlendi (104).

Ca®" ATPase
ATP —ADP+Pi
Pyruvate kinase

ADP+Phosphoenolpyruvate — ATP+Pyruvate
Lactate dehydrogenase

Pyruvate+NADH Lactate+NAD"

Medium igerigi : 120 mmole 1 /1 KCI, 60 mmole 1/1 Hepes pH 7 (at 37 °C), 1 mmole 1
/1 MgCI2, 0.5 mmole I/l K2-ATP, 0.2 mmole I/l NADH, 0.5 mmole 1/1 PEPA, 1 IU piirivat
kinase, 1 IU ml/l LDH and 500 pmole 1/ EGTA..Dort dak 37°C inkiibasyon ortaminda
bekletildi. (toplam hacim 1 ml) ve hazirladigimiz mikrozomlardan 50 pg ilave edildi. 2 dak.
Sonrasinda 600 mmol 1/1 CaCl,. Ilavesinden sonra reaksiyon basladi. ATPaz aktivitesi 365

nm dalga boyunda okundu.

3.2.7. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler “SPSS 9.05 for Windows” paket progranmi kullanilarak
yapildi. Genel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark olup olmadig1 Kruskal-Wallis varyans
analiziyle degerlendirildi. Gruplarin birbiriyle karsilastirilmas: igin Mann-Whitney U testi
kullanildi. NR2A, NR2B, MDA, GSH, GSH-Px ve Ca™-ATPaz sonuglar1 ortalama + standart
sapma (SD) olarak belirlendi. P degerinin 0.05’den kii¢iik olmast anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Korteks MDA Duizeyleri

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim gruplarda MDA degerleri ac¢isindan
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir (Tablo 3).

Alkol verilen grupta kontrol grubuna gore korteks MDA diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli artis (p< 0.05) bulunmustur. Akamprosat verilen grupta kontrol grubuna gore
korteks MDA diizeylerinde artis (p< 0.01) daha belirgindir. Akamprosat alan grupla alkol
alan grup karsilagtirlldiginda; akamprosat alan gruptaki korteks MDA diizeyleri istatistiksel
olarak anlamli artis (p< 0.01) bulunmustur. Alkol ve akomprasati birlikte alan grupta kontrol
grubuna gore korteks MDA diizeylerindeki artis diger gruplarla kiyaslandiginda belirgin
olarak artis (p< 0.001) saptanmustir.

Tablo 3. Ratlarin korteks MDA diizeyleri (Ort+SD)

Kontrol Alkol Akamprosat Alkol +
Parametre (n=10) (n=10) (n=10) Akamprosat
(n=10)
MDA 883 + 169 1047£247° 1336 +204>" 1772 +349°%¢

(umol/g protein)

aP<(.05, b P<0.01 ve ¢ P<0.001 kontrol grubuna kiyasla.
d p<0.01 alkol grubuna kiyasla.

€ P<0.05 akamprosat grubuna kiyasla.

4.2. Korteks GSH ve GSH-Px Duzeyleri

Korteks GSH diizeylerinde kontrol grubuna gore hi¢bir grupta anlaml diizeyde degisme

olmamistir. Korteks GSH-Px diizeylerinde ise her ii¢ grupta kontrol grubuna oranla
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istatistiksel olarak anlamli azalma (p< 0.05) saptanmistir. Kontrol grubu haricindeki i

grupta istatistiksel olarak anlamli olmayan diizeylerde farklar mevcuttur (Tablo 4).

Tablo 4. Ratlarin korteks GSH ve GSH-Px diizeyleri (Ort+SD)

Kontrol Alkol Akamprosat Alkol +
Parametre (n=10) (n=10) (n=10) Akamprosat
(n=10)
GSH 23.65+2.82 2291 +2.48 22.68 + 1.64 24.01 £2.30
(umol/g protein)
GSH-Px 2795+4.92  2395+3.11" 2047+3.11° 19.81 + 4.14*
(IU/g protein)

a4 P<0.05 kontrol grubuna kiyasla.

4.3. Spektrofotometri ile Saptanan Mikrozomal Beyin Ca*’ATPaz
Duzeyleri

Mikrozomal beyin Ca"™>ATPaz diizeyleri analizinde kontrol grubuyla kiyaslandiginda
her ii¢ grupta istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmistir. Alkol verilen grupta azalma (P
<0.001) en belirgindir. Alkol+akamprosat verilen grup, sadece akamprosat verilen grupla
karsilastirildiginda mikrozomal beyin Ca"™?ATPaz diizeylerinde anlamli Slgiide azalma oldugu

bulunmustur (p<0.05) (Tablo 5).

Tablo 5. Ratlarin mikrozomal korteks Ca™?ATPaz diizeyleri (Ort+SD)

Kontrol Alkol Akamprosat Alkol +
Parametre (n=10) (n=10) (n=10) Akamprosat
(n=10)

Brain Microsomal

Ca"-ATPaz (IU/mg  2.06 + 0.08 0.67+0.09°  1.53+0.15™  1.01+0.17>
prot)

aP <0.001 ve b P<0.05 kontrol grubuna kuyasla.
€ P<0.01 alkol grubuna kiyasla.

d p<0.05 akamprosat grubuna kiyasla.
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4.4. Western Blot Analizi ile Saptanan NR2A, NR2B Reseptor
Diizeyleri

NR2A ve NR2B reseptor yogunluklar: analizinde, kontrol grubuyla diger biitiin gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmustur (p< 0.05) (Grafik 1-2). Hem NR2A
hem de NR2B reseptorlerinde alkol verilen grupta kontrol grubuna gore reseptor diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli azalma (p< 0.01) bulunmustur. Sadece akamprosat alan grupla
kontrol grubu arasinda her iki reseptor diizeylerinde de istatistiksel olarak fark
saptanmamustir. Alkol ve akomprasati birlikte alan grupta ise NR2A ve NR2B reseptor
yogunluklarinda hem kontrol grubuna gore artis (p< 0.05); hem de alkol alan gruba gore artis
(p<0.01) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 6).

Tablo 6. Ratlarin NR2A, NR2B reseptorlerinin yiizdelik cinsinden yogunluklar1 (Ort£SD)

Kontrol Alkol Akamprosat Alkol +
Parametre (n=10) (n=10) (n=10) Akamprosat
(n=10)
NR2A 100 63.10+6,81°  9548+21,19° 122.52+36.94 "
NR2B 100 59.20+11,25%  85.33+19,79° 114.60+23.66 ¢

ap<0.01, b p<(.05 konrol grubuna kiyasla.

¢ P<0.05, 4 P<0.01 alkol grubuna kiyasla.
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Grafik 1. NR2A’ya ait Western Blot 6rnegi. Sonuglar kontrol grubu 100 kabul edilip kontrole gore %
konsantrasyon degeri olarak verilmistir.
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Grafik 2. NR2B’ye ait Western Blot 6rnegi. Sonuglar kontrol grubu 100 kabul edilip kontrole gore %
konsantrasyon degeri olarak verilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Alkolizm; bireyin beden ve ruh sagligi; aile, toplumsal ve is uyumunu bozacak
derecede sik ve fazla alkol alma; alkol alma istegini durduramama ile belirli bir bozukluktur
(1). Kaynaklara gore ilk kesfedilen psikofarmakolojik ajan "alkol" diir (2). Tarih boyunca
Hipokrat'dan baglayarak pek cok hekim alkollii igkilerin insan sagligima olan zararl
etkilerinden s6z etmislerdir.

Asirt alkol kullanimi ve alkolle iliskili sorunlar tiim diinyada 6nemli bir halk saglig
sorunudur. Tiim diinyada alkol kullanimi ve yarattig1 sorunlar hakkinda 6grenilecek daha
cok sey olmasina karsin, alkoliin diinya saglig1 icin énemli bir tehlike olduguna dair yeterli
kanit vardir.

Alkoliin organizmadaki baglica etki yeri santral sinir sistemidir. Yapilan
epidemiyolojik calismalar, alkol aliminin serebral ve kardiyovaskiiler hasar gelisiminde en
onemli risk faktorlerinden biri oldugunu ortaya koymustur (7).

Alkoliin ¢cogu nérokimyasal sistem iizerine doza bagl olarak major etkileri vardir.
Alkol ile santral GABA-erjik, glutamaterjik, kolinerjik, monoaminerjik (noradrenerjik,
dopaminerjik ve serotonerjik), opiyaterjik ve nitrerjik sistemler arasinda ndrohiimoral
diizeyde onemli etkilesimler s6z konusudur (105).

Alkol direkt toksik 6zelliklerinin yanisira, oksidatif strese yol acarakta hiicrelerde
indirekt etkiler meydana getirmektedir. Alkol metabolizmasi esnasinda meydana gelen
oksidatif stres, artmig reaktif oksijen radikal iiretimi ve/veya azalmig antioksidan savunma
kapasitesinden kaynaklanmaktadir (10).

ROT, organizmada metabolik aktivite ve enerji elde edilmesi siirecinde iiretilmektedir.
Hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal iletimi ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde,
reseptorlerin ve niiklear transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunda, hiicre bilesenlerinin
oksidatif hasara ugratilmasinda, immiin sistem hiicrelerinin antimikrobiyal ve sitotoksik etki
gostermesinde 6n planda olan ROT, ayn1 zamanda yaslanma ve yas ile iliskili dejeneratif
hastalik siireglerinde de rol oynamaktadir. Hiicreler ROTnin neden oldugu oksidatif hasardan
korunmak icin antioksidan mekanizmalar bulundururlar. Oksidatif stres, ‘oksidanlar ve

antioksidanlar arasindaki dengesizlik’ olarak tanimlanmaktadir (106).
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Gerek alkol kullanim1 sonucu gelisen serebral atrofiye yanit olarak eksitator iletimin
artmasi, gerekse lipid peroksidasyonunun artmasi beyinde oksidatif strese neden olmaktadir
(107,108). Yapilan aragtirmalar, kronik alkol aliminda ortamda rediikte oksijen birikiminin
alkoliin beyin iizerindeki hasarina araci olabilecegini ortaya koymustur (108,109).

Bu c¢alismada; ratlarda etanolle olusturulan alkol bagimlilig1 modelinde akamprosatin
beyin oksidatif hasarin belirleyicisi kabul edilen LPO iiriinii MDA’in ve antioksidan
parametreler olan GSH-Px 1, GSH’un ve kalsiyum ATPazin aktivitelerinin belirlenmesi ve
akamprosatin NMDAR subtiplerinden NR2A ve NR2B subtipi konsantrasyonlarin1 nasil
etkilendigini incelemeyi amacladik. Ek olarak, NR2A ve NR2B subtipi konsantrasyonlarini
ile MDA ve antioksidan parametrelerin diizeyleri arasindaki olasi iligkiler degerlendirildi.

ROT, en kolay okside edilebilen substratin lipit olmasindan dolay1, hiicre membran ve
lipoproteinlerindeki PUFA ile etkilesime girer ve LPO siirecini baslatir. LPO reaksiyon
zincirinin sonucunda, hiicre biitiinliigiine hasar veren oksidatif stres gelisir. Oksidatif stres
olusumu ile PUFA peroksidasyonunun temel {iriinii olan MDA yiiksek seviyelere ulagsir
(110).

MDA, LPO ve prostaglandin biyosentezinin dogal bir {iriinii olan, mutajenik ve
karsinojenik bir alkoksil radikalidir ve peroksidasyon diizeyinin belirlenmesinde siklikla
kullanilir (111). Genel olarak LPO {iriinleri yliksek molekiiler aktivitelerinden dolay1 immiin
cevabin artmasina, fibrozis veya enflamasyona, tiyol igerikli enzimlerin etkisiz hale
gelmesine, gen transkripsyonuna veya apoptozisin tetiklenmesine yol agabilirler. MDA
patofizyolojik olarak, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, GSH S-transferaz ve GSH rediiktaz gibi
enzimleri inaktive edebilmesinin yanisira protein sentezini inhibe edebilir (112).

Glutatyonun GSH ve GSSG formlari, tiim memeli hiicrelerinde bulunur. Aminoasit
transportu, proteinlerin siilfidril gruplarinin indirgenmis formda kalmasi ve oksidan
molekiillere karst koruma gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonda yer alirlar. GSH, dogrudan
ROTne kars1 temizleyici etkisinin yanisira, GSH-Px aktivitesi i¢in bir ko-substrat ve birgok
enzim igin bir kofaktdr olarak gorev yapar (113). Intraseliiler olarak redoks dengesinin
stirdiiriilmesinde temel rol oynayan GSH, dokularda GSSG ile dengede bulunur (106).

GSH-Px, temel biyolojik rolii organizmayi oksidatif hasardan korumak olan,
peroksidaz aktiviteye sahip bir enzim ailesinin genel adidir (114). Biyokimyasal olarak lipit
hidroperoksitleri alkollere indirgeyen GSH-Px, GSH molekiiliinii kofaktor olarak kullanarak
H,0; radikalini suya metabolize eder ve SOD ile paralel etkinlik gosterir (114). GSH-Px,
GSH/GSSG dengesinin saglanmasinda ve LPO karsit1 dengenin korunmasinda rol aldig1 gibi,
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prostaglandin sentezinde ve prostasiklin olusumunun regiilasyonunda da fonksiyon goriir
(114).

Alkol bagimliliginda oksidan/antioksidan dengesinin bozuldugu ve alkol bagimlisi
hastalarin plazmalarinda ROTnin arttig1 bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (115,116,117). Buna
karsin yapilan bazi ¢alismalarda kirmizi sarabin alkolle indiiklenen oksidatif strese karsi
koruyucu olduguda gosterilmistir (118).

Calismamizin sonuglarina gore, kontrol grubuyla kiyaslandiginda korteks MDA
diizeyleri hem alkol hemde akomprasat verilen gruplarda daha ytiksekti. Ek olarak alkol ve
akamprosatin birlikte verildigi grupta artis en fazlaydi. Kan GSH diizeylerindeki
karsilastirmalarda higbir grup arasinda istatistiksel diizeyde anlamli bir farklilik, sayisal
farkliliklara ragmen tespit edilemedi. GSH-Px diizeyleri agisindan ise kontrol grubuna
kiyasla her ii¢ grupta da istatistiksel olarak anlamli bir azalma tesbit edildi. Sonuglarimiza
gore hem alkoliin hemde akamprosatin oksidatif stres iizerine olumsuz etkileri oldugu
saptanmistir.

Yapisinda selenyumun kofaktor olarak yer aldigit GSH-Px enzimi, SOD enzimi vasitasi
ile stiperoksit radikalinden sentezlenen hidrojen peroksiti suya kadar parcalayarak serbest
radikalleri inhibe etmektedir. Ayrica, hidroperoksitler iizerinde de inhibe edici etkisi vardir.
Sayet, lipid peroksidasyon artar ise antioksidanlarin kullanilmasina bagl olarak azaldiklari
cok iyi bilinmektedir. Beyin, lipit peroksidasyon olusumunu artiran PUFA bakimindan
zengin olmasma ragmen antioksidan diizeyleri bakimindan karaciger ve bdobrek gibi
organlara gore fakirdir (7, 42). Bu calismamizda da, beyin korteks orneklerinde serbest
radikallerin {iretiminin artisina bagli olarak MDA diizeyinin artisina paralel GSH-Px
diizeylerinin azaldig1 gézlemlendi. Bu sonuc¢larimizin Naziroglu ve ark.’in deney hayvanlari
(rat) beyinlerinde yapilan epilepsi ¢alismasindaki sonuglar ile paralel oldugu anlagildi (119).

Serbest radikallerin asir1 iretilmesi iki yolla sitozole kalsiyum iyon akigini
uyarmaktadir. Glutamat dekarboksilaz inhibisyonu ile GABA salinisini1 baskilarken, glutamin
sentetaz enzimini uyararak, glutamat tarafindan NMDA reseptorlerinim uyarilmasini
baskilamaktadir. Asir1 serbest oksijen radikallerinin artigi sonucu sitozelde ki bu kalsiyum
iyon artig1, mitokondride porlarin acilmasi ve depolarizasyon yollari ile serbest radikallerin
tretimini daha da artirmaktadir. Bu asir1 serbest radikal iiretimi basta voltaja duyarh
kalsiyum kanallar1 basta olmak {izere birgok kanali uyararak sitozole kalsiyum akisini daha
da uyarmaktadir. Bunun sonucunda, mitokondrinin daha fazla depolarize olmasi sonucu
serbest radikaller tiretimi daha da artmaktadir. Bu olay apoptosise kadar gitmektedir. Hiicre

zarma bagli Ca™-ATPaz enzimi hiicre icerisinden dismna kalsiyum iyonlarini gondermekten
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sorumlu oldugu i¢in asir1 serbest radikal artisi durumlarindaki bu kanal aktivasyonlarinda
asirt kullanilarak aktiviteleri azalmaktadir (119, 120). Bu c¢alismamizda MDA diizeyi
artisinin gozlemledigimiz alkol ve akamprosat gruplarinda ayni sekilde hiicre zarma baglh
Ca™-ATPaz enzimi diizeyleri ile NMDA reseptorlerinde azalmalar gozlemlendi. Bu
sonucumuzun epilepsi ¢alisma sonuglar1 (120, 121) ile benzer oldugu gézlemlendi.

Etanol bir NMDA reseptor antagonistidir 6zellikle niikleus akumbens (Nacc), VTA ve
hipokampusda glutamat {izerine etkilidir. Akut alkol alimi NMDA reseptorlerini inhibe
ederek glutamatin etkisini bloke eder. Kronik alkol alim1 ise NMDA reseptorlerinde (NR1 ve
NR2 altbirimlerinde) kompansasyon amagli artisa neden olarak noroadaptif uyuma aracilik
eder. NMDA reseptorleri sinaptik plastisiteden, 6grenme, bellek, norotoksisite ve epileptik
nobet aktivitesine kadar bir¢ok fonksiyona eslik eder (5).

Kronik alkol aliminin sonucunda gelisen glutamat etkinlifinde artis bi¢imindeki
noroadaptasyon, alkol yoksunlugundaki belirtilerin yani sira, bu yoksunluk dénemlerinin
sonucunda gelisen nérodejenerasyondan da sorumlu gibi goriinmektedir (122,123).

Yoksunluga bagli norotoksisite i¢in NMDA reseptor islevinin artmasinin olmazsa
olmaz bir kosul oldugu ve noérotoksisitenin daha ¢ok yoksunlugun ilk giinlerinde oldugu
bildirilmektedir.

Bizim c¢alismamizda NR2A ve NR2B reseptor yogunluklari analizinde, kontrol
grubuyla diger biitiin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmustur. Hem
NR2A hem de NR2B reseptorlerinde alkol verilen grupta kontrol grubuna gore reseptor
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli azalma bulunmustur. Akamprosat verilen grupta
NR2B reseptor diizeylerinde azalma saptanmistir. Alkol ve akamprosati birlikte alan grupta
ise NR2A ve NR2B reseptér yogunluklarinda alkol verilen grubun tersine reseptor
yogunluklarinda artis bulunmustur.

Sonug olarak NMDA antagonistleri alkol yoksunluguna bagli norodejenerasyonu da
engelleyebilir fakat alkol bagimliliginda da diger bir¢ok psikiyatrik hastaliktaki gibi birgok
norotransmiter sistemine etkili olabilecek cesitli ilaglarin ayni1 anda verilmesi gerekli gibi
goriinmektedir. Ayrica, literatiirde ilk defa akamprosatin alkol bagimliligi deneysel
modelinde beyin korteks lipit peroksidasyon diizeyini artirirken, antioksidan diizeyi azalttig
gozlemlendi. Bu nedenle, akamprosatla birlikte destekleyici tedavi olarak antioksidan
(6rnegin C ve E vitamini) iceren preperatlarin destekleyici olarak kullanilmasi gerekli oldugu

gbzlemlendi.
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OZET

Ratlarda Alkol Bagimlihigi Modelinde Akamprosatin Beyin Glutatyon, Glutatyon
Periksodaz, Malondialdehit, Ca>-ATPaz ve NMDA Reseptorleri Uzerine Etkileri

Alkol bagimmliligr biiyliik toplumsal etkileri olan kronik, yineleyici bir hastaliktir.
Alkolizmin nasil bir hastalik oldugu, etyolojisinde hangi faktorlerin rol oynadigi ve tedavisi
hakkinda bilgilerimiz yeterli degildir. Artan bilgiler alkoliin ndrotrofik faktorler,
glutamaterjik ve serotonerjik sistemler ve hiicre i¢i sinyal yollar1 iizerinde etkisi oldugunu
distindiirmektedir.

Bu calismanin amaci etanol ile alkol bagimlilig1 olusturulmus ratlarda akamprosatin
beyin korteks MDA, GSH-Px, GSH, mikrozomal Ca"-ATPaz aktivitelerini ve hipokampal
NMDAR konsantrasyonunu 6lgmektir.

Calisma igin 40 erkek Wistar rat alind1 ve dort esit gruba ayrildi. Ik grup kontrol
grubu ve ikinci grup etanol (10 mg/kg/g) verilen gruptu. 3. gruba 200 mg/kg/g den
akamprosat, 4. gruba ise 200 mg/kg/g’den akamprosat ve 10 mg/kg/g’den etanol intragastrik
olarak 21 giin boyunca verildi. 21. giiniin sonunda tiim ratlar sakrifiye edildi. Beyin dokusu
ve hipokampuslari alindi.

Sonuglarimiz etanolle olusturulan alkol bagimliligi modelinde GSH-Px, Ca™*-ATPaz
aktivitesinin ve NMDA subiinit konsantrasyonlarinin azaldigini, MDA diizeyinin arttigini
desteklemektedir. Akomprasat tedavisi GSH-Px, Ca'2-ATPaz aktivitesini ve NMDA subiinit
konsantrasyonlarinin azaltip MDA diizeylerini arttirirken, akamprosat ve alkoliin beraber
verilmesi GSH-Px, Ca'>-ATPaz enzim aktivitesini azaltipp, MDA diizeylerini ve NMDA
subiinit konsantrasyonlarini artirmaktadir.

Sonu¢ olarak, bu calismada elde edilen veriler akamprosatin alkol bagimlilig
modelinde NMDA reseptorleri iizerinde bazi olumlu etkilerinin ve antioksidan sistemler

tizerinde olumsuz etkilerinin oldugunu gostermistir.

Anahtar soOzcukler: Akamprosat, alkol bagimlilhigi, Ca'”-ATPaz, GSH, GSH-Px,
MDA, NMDA

59



SUMMARY

Effect of Acamprosate on Alcohol Dependence, Brain Glutathione, Glutathione

Peroxydase, Malondialdehid, Ca”-ATPase and NMDA Receptors of Rats

Alcohol addiction is a chronic, relapsing disorder with a huge societal impact. We do
not have adequate information on the factors taking part in the etiology of alcoholism, what
sort of disease it is and on its treatment. Increasing evidences suggest that alcohol interferes
with the action of neurotrophic factors, glutamatergic and serotonergic systems, intracellular
signaling pathways.

The aim of this study was to investigate the brain cortex MDA, GSH-Px, GSH,
microsomes Ca"*-ATPase activities of acamprosate and hippocampal NMDAR consantration
in rats induced alcohol dependence by ethanol.

40 male Wistar rats were randomly divided into four equal groups. First group was
used as control and second group received 10 mg/kg/d ethanol. 200 mg/ kg/d of acamprosate
and 200 mg/ kg/d of acamprosate with 10 mg/kg/d ethanol each day were intragastrically
administrated to rats constituting third and forth groups for 21 days, respectively. At the end
of 21. day, all rats will be sacrificed and brain tissue and hippocampus were taken.

Our results support the that decreased GSH-Px, Ca’>-ATPase activities and NMDA
subunit concentrations, increased MDA levels following induction of alcohol dependence
with ethanol. Acamprosate treatment decracsed GSH-Px, Ca™*-ATPase activities and NMDA
subunit concentrations, increased MDA levels while giving acamprosate together with
alcohol caused decrease in the activity of the enzyme GSH-Px, Ca'*-ATPaz; increase MDA
levels and NMDA subunit concentrations.

In conclusion, the data obtained in this study revealed that in alcohol dependence
model acamprosate has some beneficial effects on NMDA receptors although acamprosate

induced nagative effects on antioxidant defence systems.

Key Words: Acamprosate, alcohol dependence, Ca'>-ATPaz, GSH, GSH-Px, MDA,
NMDA

60



—_

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

KAYNAKLAR

Oztiirk MO. Ruh Saglig1 ve Bozukluklari. 10. Baski, Ankara: Feryal Matbaas1 2004;520.

Coskunol H, Celikkol A. Alkol kullanim bozukluklar1. Ege Psikiyatri Siirekli Yaymlar1 1996;1(2):141-
55.

Kalyoncu A, Mirsal H. Alkol kullanim bozukluklar1. Psikiyatri Diinyas1 2000;4:22-30.

Goodwin FK. From the Alcohol, Drug Abuse, and Mental Health Administration. JAMA 1989;
262(19):2654.

Ceylan ME, Tiirkcan A. Arastirma ve klinik uygulamada biyolojik psikiyatri. 2. Cilt, 2. Baski, Istanbul:
2003;1-4.

Akvardar Y. Alkol ile iliskili Bozukluklarin Epidemiyolojisi. Tiirkiye Klinikleri J Int Med Sci 2005;
1(47):5-9.

Masoero E, Frattini P, Favalli L, Rozza A, Scelsi R, Govoni S. Effect of acute alcohol on ischemia
induced glutamate release and brain damage. Alcohol 2000;22:173-7.

Bleich S, Degner D, Javaheripour K, Kurth C, Kornhuber J. Homocysteine and alcoholism. J Neural
Transm Suppl 2000;(60):187-96.

Ozbakis G. Akut alkol intoksikasyonu ve tedavisi. Sendrom 1998;6:96-100.

Esel E. Yoksunlugunun norobiyolojisi: baskilayici ve uyarici norotransmiterler. Tiirk Psikiyatri Dergisi
2006;17(2):129-38.

Errico AL, King AC, Lovallo WR, Parsons OA. Cortisol dysregulation and cognitive impairment in
abstinent male alcoholics. Alcohol Clin Exp Res 2002;26:1198-204.

Herrera DG, Yagiie AG, Johnsen-Soriano S, Bosch-Morell F, Collado-Morente L, Muriach M at al.
Selective impairment of hippocampal neurogenesis by chronic alcoholism: protective effects of
antioxidant. PNAS 2003;100:7919-24.

Esel A, Asdemir A. Alkol Bagimliliginda Stresin Rolii ve Strese Cevap Sistemindeki Degisiklikler.
Turkiye Klinikleri J Int Med Sci 2005;1(47):35-43.

Sapolsky RM. Glucocorticoids and hippocampal atrophy in neuropsychiatric disorders. Arch Gen
Psychiatry 2000;57:925-35.

Gibson DA, Harris BR, Prendergast MA, Hart SR, Blanchard JA 2nd, Holley RC at al. Polyamines
contribute to ethanol withdrawal-induced neurotoxicity in rat hippocampal slice cultures through
interactions with the NMDA receptor. Alcohol Clin Exp Res 2003 Jul;27(7):1099-106.

Prendergast MA, Harris BR, Mullholland PJ, Blanchard JA 2nd, Gibson DA, Holley RC at al.
Hippocampal CAl region neurodegeneration produced by ethanol withdrawal requires activation of
intrinsic  polysynaptic hippocampal pathsvays and function of N-methyl-D-aspartate receptors.
Neuroscience 2004;124:869-717.

Oztiirk MO, Ulusahin A. Ruh Saglig1 ve Bozukluklar1. 11. Baski, 2. Cilt Ankara: Nobel Tip Kitabevleri
Ltd. Sti. 2008.

Ceylan ME, Tiirkcan A. Arastirma ve klinik uygulamada biyolojik psikiyatri. 2. Cilt, 2. Baski, Istanbul:
2003;114-5.

Knight, J.A. Review: Free radicals, antioxidants, and the immune system. Ann Clin Lab Sci
2000;30(2):145-58.

Seifried HE, Anderson DE, Fisher EI, Milner JA. A review of the interaction among dietary
antioxidants and reactive oxygen species. J Nutr Biochem 2007;18(9):567-79.

Seifried HE, Anderson DE, Sorkin BC, Costello RB. Free radicals: the pros and cons of antioxidants.
Executive summary report. J Nutr 2004;134(11):3143-63.

Lam MA, Pattison DI, Bottle SE, Keddie DJ, Davies MJ. Nitric oxide and nitroxides can act as efficient
scavengers of protein-derived free radicals. Chem Res Toxicol 2008;21(11):2111-9.

Russell RC, Roth AC, Kucan JO, Zook EG. Reperfusion injury and oxygen free radicals: a review. J
Reconstr Microsurg 1989;5(1):79-84.

Van Wijk R, Van Wijk EP, Wiegant FA, Ives J. Free radicals and low-level photon emission in human
pathogenesis: state of the art. Indian J Exp Biol 2008;46(5):273-309.

Mruk DD, Silvestrini B, Mo MY, Cheng CY. Antioxidant superoxide dismutase - a review: its function,
regulation in the testis, and role in male fertility. Contraception 2002;65(4):305-11.

Leusen JH, Verhoeven AJ, Roos D. Interactions between the components of the human NADPH
oxidase: a review about the intrigues in the phox family. Front Biosci 1996;1:72-90.

Peskin AV. Cu,Zn-superoxide dismutase gene dosage and cell resistance to oxidative stress: a review.
Biosci Rep 1997;17(1):85-9.

61



28.

29.

30.

31.

32.
33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Raha S, Myint AT, Johnstone L, Robinson BH. Control of oxygen free radical formation from
mitochondrial complex I: roles for protein kinase A and pyruvate dehydrogenase kinase. Free Radic
Biol Med 2002;32(5):421-30.

Juranek I, Bezek S. Controversy of free radical hypothesis: reactive oxygen species--cause or
consequence of tissue injury? Gen Physiol Biophys 2005;24(3):263-78.

Sharpe MA, Robb SJ, Clark JB. Nitric oxide and Fenton/Haber-Weiss chemistry: nitric oxide is a potent
antioxidant at physiological concentrations. J Neurochem 2003;87(2):386-94.

Liochev SI, Fridovich I.The Haber-Weiss cycle -- 70 years later: an alternative view. Redox Rep
2002;7(1):55-7.

Kehrer JP. The Haber-Weiss reaction and mechanisms of toxicity. Toxicology 2000;149(1):43-50.
Khan AU, Kasha M. Singlet molecular oxygen in the Haber-Weiss reaction. Proc Natl Acad Sci U S A
1994;91(26):12365-7.

Gutteridge JM, Maidt L, Poyer L. Superoxide dismutase and Fenton chemistry. Reaction of ferric-
EDTA complex and ferric-bipyridyl complex with hydrogen peroxide without the apparent formation of
iron(IT). Biochem J 1990;269(1):169-74.

Imlay JA, Chin SM, Linn S. Toxic DNA damage by hydrogen peroxide through the Fenton reaction in
vivo and in vitro. Science 1988;240(4852):640-2.

Winterbourn CC. Toxicity of iron and hydrogen peroxide: the Fenton reaction. Toxicol Lett 1995;82-
83:969-74.

Valko M, Morris H, Cronin MT. Cronin, Metals, toxicity and oxidative stress. Curr Med Chem
2005;12(10):1161-208.

Gutteridge JM. Lipid peroxidation and antioxidants as biomarkers of tissue damage. Clin Chem
1995;41:1819-28.

Halliwell B, Gutteridge JM, Cross CE. Free radicals, antioxidants, and human disease: where are we
now? J Lab Clin Med 1992;119(6):598-620.

Gutteridge JM, Halliwell B.Free radicals and antioxidants in the year 2000. A historical look to the
future. Ann N'Y Acad Sci 2000;899:136-47.

Morrow JD, Chen Y, Brame CJ, Yang J, Sanchez SC, Xu J, Zackert WE et al. The isoprostanes: unique
prostaglandin-like products of free-radical-initiated lipid peroxidation. Drug Metab Rev
1999;31(1):117-39.

Leutner S, Eckert A, Miiller WE. ROS generation, lipid peroxidation and antioxidant enzyme activities
in the aging brain. J Neural Transm 2001;108(8-9):955-67.

Quinlan GJ, Gutteridge JM. Hydroxyl radical generation by the tetracycline antibiotics with free radical
damage to DNA, lipids and carbohydrate in the presence of iron and copper salts. Free Radic Biol Med
1988;5(5-6):341-8.

Wallace SS. Biological consequences of free radical-damaged DNA bases. Free Radic Biol Med
2002;33(1):1-14.

Valko M, Rhodes CJ, Moncol J, I1zakovic M, Mazur M. Free radicals, metals and antioxidants in
oxidative stress-induced cancer. Chem Biol Interact 2006;160(1):1-40.

Mason RP, Stolze K, Flitter WD. Free radical reactions with DNA and its nucleotides. Basic Life Sci
1990;52:119-25.

Peskin AV. Interaction of reactive oxygen species with DNA. A review. Biochemistry (Mosc)
1997;62(12):1341-7.

Blokhina O, Virolainen E, Fagerstedt KV. Antioxidants, oxidative damage and oxygen deprivation
stress: a review. Ann Bot 2003;91:179-94.

Greenwald RA. Superoxide dismutase and catalase as therapeutic agents for human diseases. A critical
review. Free Radic Biol Med 1990;8(2):201-9.

Macmillan-Crow LA, Cruthirds DL. Invited review: manganese superoxide dismutase in disease. Free
Radic Res 2001;34(4):325-36.

Bhamre S, Nuzzo RL, Whitin JC, Olshen RA, Cohen HJ. Intracellular reduction of selenite into
glutathione peroxidase. Evidence for involvement of NADPH and not glutathione as the reductant. Mol
Cell Biochem 2000;211(1-2):9-17.

Zachara BA, Gromadzinska J, Wasowicz W, Zbroég Z. Red blood cell and plasma glutathione
peroxidase activities and selenium concentration in patients with chronic kidney disease: a review. Acta
Biochim Pol 2006;53(4):663-77.

Cheng W, Fu YX, Porres JM, Ross DA, Lei XG. Selenium-dependent cellular glutathione peroxidase
protects mice against a pro-oxidant-induced oxidation of NADPH, NADH, lipids, and protein. FASEB J
1999;13(11):1467-75.

Vaziri ND, Lin CY, Farmand F, Sindhu RK. Superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase
and NADPH oxidase in lead-induced hypertension. Kidney Int 2003;63(1):186-94.

62



55.

56.
57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.
79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Hall AG. Review: The role of glutathione in the regulation of apoptosis. Eur J Clin Invest
1999;29(3):238-45.

Salinas AE. Wong MG. Glutathione S-transferases--a review. Curr Med Chem 1999;6(4):279-309.
Matthews GM, Butler RN. Cellular mucosal defense during Helicobacter pylori infection: a review of
the role of glutathione and the oxidative pentose pathway. Helicobacter 2005;10(4):298-306.
Birlouez-Aragon I, Tessier FJ. Antioxidant vitamins and degenerative pathologies. A review of vitamin
C. J Nutr Health Aging 2003;7(2):103-9.

Duarte T, Lunec J. Review: When is an antioxidant not an antioxidant? A review of novel actions and
reactions of vitamin C. Free Radic Res 2005;39(7):671-86.

Hinds TS, West WL, Knight EM. Carotenoids and retinoids: a review of research, clinical, and public
health applications. J Clin Pharmacol 1997;37(7):551-8.

Edge R, McGarvey DJ, Truscott TG. The carotenoids as anti-oxidants--a review. J Photochem
Photobiol B 1997;41(3):189-200.

Valko M, Izakovic M, Mazur M, Rhodes CJ, Telser J. Role of oxygen radicals in DNA damage and
cancer incidence. Mol Cell Biochem 2004;266(1-2):37-56.

Becker BF, Reinholz N, Leipert B, Raschke P, Permanetter B, Gerlach E. Role of uric acid as an
endogenous radical scavenger and antioxidant. Chest 1991;100(3 Suppl):176S-181S.

Pirisino R, Di Simplicio P, Ignesti G, Bianchi G, Barbera P. Sulfhydryl groups and peroxidase-like
activity of albumin as scavenger of organic peroxides. Pharmacol Res Commun 1988;20(7):545-52.
Krinsky NI. Mechanism of action of biological antioxidants. Proc Soc Exp Biol Med 1992;200(2):248-
54.

Pinchuk I, Lichtenberg D. The mechanism of action of antioxidants against lipoprotein peroxidation,
evaluation based on kinetic experiments. Prog Lipid Res 2002;41(4):279-314.

Klouche K, Morena M, Canaud B, Descomps B, Beraud JJ, Cristol JP. Mechanism of in vitro heme-
induced LDL oxidation: effects of antioxidants. Eur J Clin Invest 2004;34(9):619-25.

Comporti M. Introduction-serial review: iron and cellular redox status. Free Radic Biol Med
2002;32(7):565-7.

Kleinova M, Hewitt M, Brezovd V, Madden JC, Cronin MT, Valko M. Antioxidant properties of
carotenoids: QSAR prediction of their redox potentials. Gen Physiol Biophys 2007;26(2):97-103.
Dworakowski R, Anilkumar N, Zhang M, Shah AM. Redox signalling involving NADPH oxidase-
derived reactive oxygen species. Biochem Soc Trans 2006;34(Pt 5):960-4.

Guittet O, Roy B, Lepoivre M. Nitric oxide: a radical molecule in quest of free radicals in proteins. Cell
Mol Life Sci 1999;55(8-9):1054-67.

Kasparova S, Brezova V, Valko M, Horecky J, Mlynarik V, Liptaj T, et al. Study of the oxidative stress
in a rat model of chronic brain hypoperfusion. Neurochem Int 2005;46(8):601-11.

Hengstler JG, Bolt HM. Oxidative stress: from modification of cell-cycle related events, secondary
messenger function, dysregulation of small GTPases, protein kinases and phosphatases to redox-
sensitive cancer models. Arch Toxicol 2008;82(5):271-2.

Court JA, Perry EK. CNS Nicotine receptors. Pharmacol Pathophysiol 1994;2:216.

Barret JE. Interrelationships between behaviour and pharmacology as factors determinig the effects of
nicotine. Pharmacol Biochem Behav 1993;19:1027.

Ozawa S, Haruyuki K, Tsuzunki K. Glutamate receptors in the mammalian central nervous system.
Progress Neurobiol 1987;54:581-618.

Ozawa S, Haruyuki K. Glutamate receptors in the mammalian central nervous system. Progress in
Neurobiology 1987;54:581-618.

Cull-Candy S, Brickley SG. NMDA receptors. Encyclopedia of Life Sciences 2001.

Carroll RC, Zukin RS. NMDA-receptor trafficking and targetting: implications for synaptic
transmission and plasticity. Trends in Neuroscience 2002;25:571-577.

Schneggenburger R, Zhou Z, Konnerth A, Neher E. Fractional contribution of calcium to the cation
current through glutamate receptor channels. Neuron 1993;11:133-43.

Coyle IT, Bird SI, Evans RH, Gulley RL, Nadler JV, Nicklas WJ, Olney JW. Excitatory amino acid
neurotoxins: selectivity, specifity, and mechanism of action. Neurosci Res Prog Bull 1981;19:331-427.
Scatton B, Carter C, Benavides J. N-metyl-D-aspartate receptor antagonists: A novel therapeutic
perspective for the treatment of ischemic brain injury. Cerebrovasc Dis 1999;1:121-4.

McMillan M, Pritchard GA, Miller LG. Characterisation of Ca++-mobilizing excitatory amino acid
receptors in cultured chick cortical cells. Eur J Pharmacol 1990;189:253-66.

Wong EHF, Kemp JA. Sites for antagonism on the N-methyl-D-aspartate receptor channel complex.
Ann Rev Pharmacol Toxicol 1991;31:401-25.

Candy S, Brickley SG. NMDA receptors. Encyclopedia of Life Sciences 2001.

63



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.
110.
111.
112.
113.

114.

Chandler LJ. Ethanol and brain plasticity: Receptors and molecular netvvorks of the postsynaptic
density as targets of ethanol. Pharmacol Ther 2003;99:311-26.

Miyakavva T, Yagi T, Kitazawa H, Yasuda M, Kawai N, Tsuboi K at al. Fyn-kinase as a determinant of
ethanol sensitivity: Relation to NMDA receptor function. Science 1997;278:698-701.

Tsai G, Coyle JT. The role of glulamatergic neurotransmission in the pato-physiology of alcoholism.
Annu Rev Med 1998;49:173-84.

McCrady S, Epstein E, Addictions. A Comprehensive Guidebook, Oxford University Press, New York,
1999.

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edition, Text Revision, American
Psychiatric Association, Washington D.C. and London, 2000.

World Health Organization: International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems, 10 th Revision, Geneva, 1992.

World Health Organization. Global Status Report: Alcohol Policy. Geneva: World Health Organization;
2004.

World Health Organization. A Summary of Global Status Report on Alcohol. Geneva: World Health
Organization; 2001.

Akvardar Y, Tiirkcan A, Yazman U, Aytaclar S, Ergér G, Cakmak D. Prevalence of alcohol use in
Istanbul. Psychol Rep 2003;92:1081-8.

Ceylan ME, Tiirkcan A. Arastirma ve klinik uygulamada biyolojik psikiyatri. 2. Cilt, 2. Baski, Istanbul:
2003;45-50.

Arikan Z. Alkol bagimliliginda yeni farmakoterapdtik yaklasimlar. Tiirkiye Klinikleri J Int Med Sci
2005,1(47):56-60.

American Psychiatric Association Practice Guidelines for the Treatment of Psychiatric Disorders:
Compendium American Psychiatric Association 2006.

Kenna AG, McGearry JE, Swift RM. Pharmacotherapy, pharmacogenomics, and the future of alcohol
dependence treatment, part 1. Am J health Syst Pharm 2004; 61(22):2272-79.

Delibas N, Doguc DK, Sutcu R, Eroglu E, G kalp O. Effect of Nicotine on hippocampal nicotinic
acethyl choline alfa7 receptor and NMDA receptor subunits 2A and 2B expression in young and old
rats. International Journal of Neuroscience 2005;115 (8):1151-63.

Thomas J, Olivia R. Age-related deficits in the retention of memories for cued fear conditioning are
reversed by galantamin treatment. Behavioural Brain Research 2005; 165:160-71.

Placer ZA, C.L. Johnson BC. Estimation of products of lipid peroxidation (malonyl dialdehyde) in
biological fluids. 1966.

Sedlak J, Lindsay RH. Estimation of total, protein-bound, and nonprotein sulthydryl groups in tissue
with Ellman's reagent. Anal Biochem 1968;25(1):192-205.

Lawrence RA, Burk RF. Glutathione peroxidase activity in selenium-deficient rat liver. Biochem
Biophys Res Commun 1976;71(4):952-8.

Niggli V, Adunyah ES, Penniston JT, Carafoli E. Purified (Ca2+-Mg 2+)-ATPase of the erythrocyte
membrane. Reconstitution and effect of calmodulin and phospholipids J Biol Chem 1981 Jan
10;256(1):395-401.

Sadock BJ, Kaplan HI. (Ceviri Editorii, Aydin H, Bozkurt A.). Kaplan Sadock, Comprehensive Text
Book of Psychiatry. Giines Tip Kitabevleri Ankara, 2007.

Valko M, Leibfritz D, Moncol J, Cronin MT, Mazur M, Telser J. Free radicals and antioxidants in
normal physiological functions and human disease. Int J Biochem Cell Biol 2007;39(1):44-84.

Tsai GE, Ragan P, Chang R, Chen S, Linnoila VM, Coyle JT. Increased glutamatergic
neurotransmission and oxidative stress after alcohol withdrawal. Am J Psychiatry 1998;155:726-32.
Calabrese V, Scapagnini G, Latteri S, Colombrita C, Ravagna A, Catalano C, et al. Long-term ethanol
administration enhances age-dependent modulation of redox state in different brain regions in the rat:
protection by acetyl carnitine. Int J Tissue React 2002;24:97-104.

Zima T, Fialova L, Mestek O, Janebova M, Crkovska J, Malbohan I, et al. Oxidative stress, metabolism
of ethanol and alcohol-related diseases. J Biomed Sci 2001;8:59-70.

Del Rio D, Stewart AJ, Pellegrini N. A review of recent studies on malondialdehyde as toxic molecule
and biological marker of oxidative stress. Nutr Metab Cardiovasc Dis 2005;15(4):316-28.

Marnett LJ. Lipid peroxidation-DNA damage by malondialdehyde. Mutat Res 1999. 424(1-2):83-95.
Moore K, Roberts LJ. Measurement of lipid peroxidation. Free Radic Res 1998;28(6):659-71.

Maritim AC, Sanders RA, Watkins JB 3rd. Diabetes, oxidative stress, and antioxidants: a review. J
Biochem Mol Toxicol 2003;17(1):24-38.

Muller FL, Lustgarten MS, Jang Y, Richardson A, Van Remmen H. Trends in oxidative aging theories.
Free Radic Biol Med 2007;43(4):477-503.

64



115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

Carrard VC, Pires AS, Mendez M, Mattos F, Moreira JC, Filho MS. Effects of acute alcohol
consumption and vitamin E co-treatment on oxidative stress parameters in rats tongue. Food Chem
Toxicol 2009 Feb 2.

Huang MC, Chen CH, Peng FC, Tang SH, Chen CC. Alterations in oxidative stress status during early
alcohol withdrawal in alcoholic patients. J Formos Med Assoc. 2009 Jul;108(7):560-9.

Wu D, Cederbaum AI. Oxidative stress and alcoholic liver disease.Semin Liver Dis 2009
May;29(2):141-54. Epub 2009 Apr 22.

Assun¢do M, Santos-Marques MJ, Monteiro R, Azevedo I, Andrade JP, Carvalho F et al. Red wine
protects against ethanol-induced oxidative stress in rat liver. J Agric Food Chem 2009 Jul
22;57(14):6066-73.

Naziroglu M. Role of Selenium on Calcium Signaling and Oxidative Stress-induced Molecular
Pathways in Epilepsy. Neurochem Res 2009.

Naziroglu M, Kutluhan S, Uguz AC, Celik O, Bal R, Butterworth PJ. Topiramate and vitamin e
modulate the electroencephalographic records, brain microsomal and blood antioxidant redox system in
pentylentetrazol-induced seizure of rats. J Membr Biol 2009;229(3):131-40.

Naziroglu M, Kutluhan S, Yilmaz M. Selenium and topiramate modulates brain microsomal oxidative
stress values, Ca2+-ATPase activity, and EEG records in pentylentetrazol-induced seizures in rats. J
Membr Biol 2008;225(1-3):39-49.

Wirkner K, Poelchen W, Koéles L ve ark. (1999) Ethanol-induced inhibition of NMDA receptor
channels. Neurochem Int, 35: 153-62.

Dahchour A, De Witte P. Excitatory and inhibitory amino acid changes during repeated episodes of
ethanol withdrawal: an in vivo microdialysis study. Eur J Pharmacol 2003;459: 171-8.

65



	ÖNSÖZ
	İÇİNDEKİLER
	SİMGELER VE KISALTMALAR 
	ŞEKİLLER 
	GRAFİKLER DİZİNİ
	TABLOLAR DİZİNİ
	1.GİRİŞ
	2. GENEL BİLGİ
	2.1 Oksidatif Stres
	2.1.1 Serbest Radikaller
	2.1.1.1 Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri
	2.1.2 Antioksidanlar 
	2.1.2.1. Enzimatik Antioksidanlar
	2.1.2.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
	2.1.2.3 Antioksidanların Etki Mekanizmaları
	2.1.3 Fizyolojik Süreçlerde Oksidatif Stres
	2.1.4 Patolojik Süreçlerde Oksidatif Stres
	2.2 N-Metil-D-Aspartat (NMDA)  
	2.2.1 Glutamat Reseptörleri
	2.2.2. NMDA Reseptör Tipleri 
	2.2.3. NMDA’nın Yapısı 
	2.2.4. NMDA’nın Fizyolojisi 
	2.2.5. NMDA ve Alkol Bağımlılığı
	2.3. Alkol Bağımlılığı 
	2.3.1. Alkol Bağımlılığının Tanımı ve Sınıflandırması
	2.3.1.1. Alkol Bağımlılığı İçin DSM-IV Tanı Ölçütleri
	2.3.1.2. Alkol Bağımlılığı İçin ICD- 10 Tanı Ölçütleri
	2.3.1.3. DSM-IV Sınıflamasına Göre Alkol Kullanım Bozuklukları 
	2.3.1.4. ICD- 10 Sınıflamasına Göre Alkol Kullanım Bozuklukları 
	2.3.2. Alkol Bağımlılığının Epidemiyolojisi
	2.3.3. Alkol Bağımlılığı Etiyolojisi
	2.3.4. Alkolün Özellikleri ve Metabolizması
	2.3.5. Alkol Bağımlılığının Tedavisi

	3. MATERYAL VE METOT
	3.1. Materyal
	3.1.1. Deney Hayvanları
	3.1.2. Kullanılan Malzemeler ve Aletler
	3.1.3. Kullanılan Kimyasal Maddeler
	3.1.4. Kullanılan Çözeltiler
	3.2. Metot
	3.2.1. Deneysel Model
	3.2.2. Anestezi ve Doku Örnekleri
	3.2.3. Hipokampüs Örneklerinin Homojenizasyonu
	3.2.4. SDS-PAGE Yöntemi
	3.2.5. Western Blot Yöntemi
	3.2.6. Beyin Homejanat Hazırlanması
	3.2.6.1 Lipit peroksidasyon (MDA) Analizi
	3.2.6.2 GSH ve GSH-Px Analizi
	3.2.6.3. Mikrozomal Ca+2-ATPaz Aktivitesinin Ölçümü
	3.2.7. İstatistiksel Analiz

	4. BULGULAR
	4.1. Korteks MDA Düzeyleri
	4.2. Korteks GSH ve GSH-Px Düzeyleri
	4.3. Spektrofotometri ile Saptanan Mikrozomal Beyin Ca+2ATPaz Düzeyleri
	4.4. Western Blot Analizi ile Saptanan NR2A, NR2B Reseptör Düzeyleri

	5. TARTIŞMA VE SONUÇ
	ÖZET
	SUMMARY
	KAYNAKLAR

