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OZET

Yaslanmanin  olusturdugu komplikasyonlarda serbest
radikallerin 6nemli rold oldugu bir¢ok calismada ortaya konmustur.
Ancak, gorsel sistemde bol miktarda bulunan ve gérme fizyolojisinde
6nemli bir rolil olan nitrik oksidin, yaslanmanin goérsel sistemde
olusturdugu degisikliklerdeki roldl bilinmemektedir. Bu etkiyi ortaya
cikarmay1 amagclayan ¢alismamizda 80 adet sican kullanilmistir.

Bu hayvanlar; gen¢ kontrol (GK), orta-yash kontrol (OK), geng
L-arginin (GA), orta-yashi L-arginin (OA), gen¢ L-NAME (GN), orta-
yasli L-NAME (ON), gen¢ vitamin E (GE) ve orta-yasli vitamin E (OE)
olmak lzere 8 esit gruba bolinmustir. Kontrol gruplarina serum
fizyolojik verilirken, diger gruplara; 160 mg/kg/gliin L-arginin, 10
mg/kg/glin L-NAME ve 30 mg/kg/glin vitamin E 8 hafta boyunca
uygulanmuastir.

Deneysel slirenin sonunda, siganlarin gorsel uyarilma
potansiyelleri  (VEPs) kaydedildikten  sonra, biyokimyasal
parametrelerin 6l¢iimi i¢in beyin dokular alinmigtir.

TBARS ve nitrit dlizeylerinin orta-yash grupta genc¢ gruba goére
anlamli olarak arttigit saptanmistir. GN ve ON gruplarinda
kontrollerine gbre beyin TBARS diizeylerinin arttify ve bu artisin
anlamli oldugu go6zlenmistir. Diger yandan GA, OA, GE ve OE
gruplarinda TBARS seviyelerinin kontrol gruplarina goére azaldig:
fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli  olmadig:
bulunmustur. Kontrollerine gére OA grubunda beyin nitrit
seviyesinin arttigy, ON grubunda ise beyin nitrit seviyesinin anlaml
dizeyde azaldigi tespit edilmistir. Vit E'nin GE ve OE gruplarinda
kontrollerine gére beyin nitrit seviyesini anlamli él¢ide dislrdiga
gozlenmistir.

VEP sonuglan incelendiginde; OK grubunun P; bileseninin
latensinde GK'ya gore anlamli bir uzama tespit edilmistir. GN
grubunda Pi1, ON grubunda P1, P2, N2 bilesenlerinin tepe latenslerinin
kontrollerine gére anlaml 6l¢clide uzadigl saptanmistir. Ancak diger
gruplar arasinda Onemli bir farkhilgin olmadigt gorilmiistir.
Tepeden-tepeye genlik degerleri incelendiginde; P2Nj ve NP3
genliklerinin, ON ve OE gruplarinda OK’ya gore onemli o&lglide
azaldigr gortlmustlir. Diger gruplarda ise genliklerde herhangi bir
degisiklik gézlenmemistir.
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ABSTRACT

It has been reported in many studies that free radicals have a
crucial role in the complications occured in aging. However nitric
oxide (NO) is found to be located all over the visual system and play a
critical role in vision, its effects on changes occured during aging
stayed to be unknown. Thus, in this experiment the possible effect of
NO on visual system of individuals with various ages was
investigated.

80 rats were divided into 8 groups as; young control (YC),
middle-age control (MK), youngt+L-arginine (YA), middle-age+L-
arginine (MA), young+L-NAME (YN}, middle-age+L-NAME (MN]),
young+vitamin E (YE) and middle-age+vitamin E (ME). While
physiologic solution were administered the control groups, 160
mg/kg/day L-arginine, 10 mg/kg/day L-NAME and 30 mg/kg/day
vitamin E . were administered to the experimental groups.

At the end of experimental period (8 weeks), visual evoked
potentials (VEPs) were recorded from animals. Subsequently, brain
tissue of the animals were taken for the measurement of biochemical
parameters.

Brain TBARS and nitrite levels were increased significantly
with age. There were also a significant increments in the brain TBARS
levels of YN and MN groups with respect to their controls. Although,
brain TBARS levels in YA, MA, YE and ME groups were found to be
increased compared with their corresponding controls, they didn't
reach statistically significance level. Brain nitrite level was found to
be significantly decreased in MN group, whereas increased in MA
group compared with the MC group. However, vit E caused a
significant decrement in brain nitrite levels of YE and ME groups with
respect to their control groups.

P; latency of the MC group was increased compared with the
young group. P; in the YN group prolonged while P;, P> and Na
components in the MN group were delayed with respect to their
corresponding controls. But, there was no significant changes
between other grouvps. Results obtained from amplitudes was shown
that, PaN; and N3P; amplitudes were decreased significantly with
respect to MC group. However, there was no important changes in
amplitudes of other groups.
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GIRIS

Yaslanma, néron kaybi ile karakterize, norotransmiterlerin ve
birtakim fizyolojik fonksiyonlarin azaldigi dogal bir olaydir (1, 2).
Yaglanma, TUzerinde c¢ok c¢alisilan bir konu olmasina ragmen,
mekanizmast henliz aydinlatilamamig bir olgudur. Ancak bu konuda
yapilan arastirmalar, diger hastaliklarda oldugu gibi yaslanmada da
serbest radikallerin énemli roli oldugunu vurgulamaktadir (1, 2, 3,
4). Yaslanmay: acgiklayan en onemli teorilerden biri olan serbest
radikal teorisi, serbest radikallerin yol ac¢tigi hasarlarin birikmesi
sonucu yaslanmanin olustugunu ileri slirmektedir. Serbest
radikaller, hlcrenin yap: taslar1 olan lipidler, proteinler,
karbohidratlar ve ntikleik asitlere zarar verip fonksiyonlarini
bozmaktadir. Ozellikle hiicre membranlarinda bol miktarda bulunan
lipidlerin  oksidasyonu, membranin fonksiyonunda  énemli
degisikliklere yol agmaktadir.

Bu konuda yapilan calismalar, bugline kadar lipid
peroksidasyona sebep olan bircok kimyasal ajan igerisinde
vazodilatdér etkisinin yaninda birgok fizyolojik fonksiyonu olan ve L-
arginin aminoasidinden Uretilen nitrik oksid molekilinlin de yer
aldigini géstermistir (2, 5, 6, 7, 8). Ancak, 6zellikle son yillarda bu
molekilin noérodejeneratif etkisinin ortam kosullarina ve
konsantrasyona bagh oldugu ve fizyolojik kosullarda antioksidan etki
gostererek noroprotektif bir rol oynadigr ileri strilmistir (9-13).
Ayrica bazi ¢aligmalarda NO’nun etkisinin kullanilan dondrlere bagh
oldugu ve bunlardan bazilarinin serbest radikal olusumuna yol
acarak lipid peroksidasyonu arttirdig: iddia edilmektedir (9, 10, 14).

NO, oksijen varhginda cesitli reaktif nitrojen oksid tiirleri
(RNOS) olusturabilen molekiler bir serbest radikal olmakla birlikte,
kendisinin zayif bir indirgeyici ajan oldugu ileri stirilmastir. Ancak,
molekiller oksijen (O,) ile reaksiyonuyla olusan arabilesiklerin,
enzimler ve DNA gibi makromolekillerin degismesine neden olan
substratlar oksitleyebildigi veya nitrozlayabildigi bildirilmistir. Buna
ek olarak NO’in endojen bir serbest radikal olan siiperoksid (O ile
reaksiyona girip, reaktif bir arabilesik olan peroksinitrit (ONOO™) de
olusturdugu vurgulanmaktadir. ONOO™ in bir¢gok biyolojik molekiilil
tahrip edebilen ve metal katalizinden bagimsiz olarak hidroksil
radikallerine ayrigabilen, giicll bir oksidan oldugu ifade edilmistir (6,
11). Zararh etkilerine kargin NO’in antioksidan ézellikler gbsterdigi de
tespit edilmistir. NO’in hemoproteinlerin hidrojen peroksid (H,0)
tarafindan tahribini engelledigi ve Fenton tipi oksidasyon
reaksiyonlarini ortadan kaldirdig: belirtilmistir. Dolayisiyla NO’in lipid
peroksidasyon reaksiyonlarinda zincir kirici antioksidan oldugu ve
noroprotektif bir etki gésterdigi ileri sirGilmektedir (2, 11).



Serbest radikallerin zararl etkilerini ortadan kaldirmak igin,
organizmada bircok  antioksidan savunma mekanizmasi
bulunmaktadir. Hiicre membranlarinda yer alan, en ¢ok bilinen ve en
onemli temizleyici antioksidan, vitamin E’dir. Insanlarda vitamin E
eksikliginin norolojik fonksiyon kaybi1 ve eritrositlerin yasam
sliresinin kisalmas1 da dahil, bircok bozukluga neden oldugu
bildirilmigtir (5). Arastirmalar kronik vitamin E eksikliginde
biyokimyasal, norolojik ve oftalmolojik anormalliklere sikga
rastlandigini ve vitamin tedavisiyle bu anormalliklerin diizeldigini
ortaya koymaktadir (15, 16).

Gorsel sistemde de bulunan NO’in retinadan gérme korteksine
kadar blthn gorsel iglemleri etkilemesi beklenir. Ancak, yaslanmaya
paralel olarak olusan gorsel sistem degisikliklerinde rolinGin ne
oldugu hentiz bilinmemektedir. Bu soruyu aydinlatmak amaciyla
planlanan caligmamizda, bu degisiklikleri saptamak igin gorsel
uyarilma potansiyelleri (VEPs) kullanilacaktir. Zira bu potansiyellerin
gorsel sistemn degigikliklerini gésteren glivenilir ve duyarli bir yéntem
oldugu ¢ok sayida ¢aligmada ortaya konmustur (17). Bircok faktoriin
etkileri olmakla birlikte, VEP’leri etkileyen faktorlerden birinin de yas
oldugu bilinmektedir. Yaslanmayla birlikte VEPlerin latenslerinin
uzadign ve gorsel bilginin iletiminin yavasladigi saptanmistir (18).
Ayrica VEP’lerin vitamin E eksikligine bagh komplikasyonlardan da
etkilendigi gozlenmigtir (19). Ancak disardan vitamin E verildiginde,
VEP’lerde yasa bagli olarak ortaya c¢ikan degisiklerin bundan nasil
etkilendigi bilinmemektedir.

NO’in serbest radikal ve oksidan o6zelligi dikkate alindiginda
yaslanmayla olusan VEP degisikliklerini arttiracagi, ancak
antioksidan Ozelligi nedeniyle aksine olusan VEP degisikliklerini
diizeltecegi  beklenebilir., Bu soruyu aydinlatmak amaciyla
planlanlanan c¢alismamizda, NO sentezinin hammadesi olan L-
Arginine aminoasidi ve NOS inhibitéri L-NAME kullanilarak
VEP’lerin yagsa bagl degisikliklerindeki etkileri incelenmistir. Diger
yandan, antioksidan olan vitamin E verilerek VEP’ler tizerindeki yasa
baglh degisikliklerde lipid peroksidasyonun rolii ve NO ile olan iliskisi
de ortaya konulabilecektir.



GENEL BILGILER

2.1. GORSEL SISTEM ve 96RSEL UYARILMA POTANSIYELLERIi
(VISUAL EVOKED POTENTIALS)

2.1.1. Gorsel Sistem

Gorsel sistem duyu sistemlerinin en kompleks olanidir. Isitsel
sinir 30000 civarinda lif icermesine karsin, optik sinir yaklasik 1
milyon lif icerir (20). Bu say: spinal kordon igine giren tiim dorsal kok
liflerinden daha fazladir. Gorsel sistemde bilginin islenmesi retinada
baslar. Tunica nervosa da denilen retina, goéz yuvarlaginin arka
tarafindaki en ic tabakayi olusturur. Retina renkli gérmeden sorumlu
koni hiicrelerini ve temel olarak karanlikta gérmeden sorumlu ¢ubuk
hiicrelerini (basiller) icermesi nedeniyle géziin 1s18a duyarh
bolimidir. Gérmenin néral yolagi cubuk ve koniler ile baglar. Bu
fotoreseptorler birbirleriyle ve ikinci dlizeydeki néronlarla etkilesime
girerek gorsel bilgiyi optik sinir aracilifiyla lateral genikulat ¢ekirdege
(LGN), oradan da ilgili beyin bdlgesi olan goérsel kortekse ileten
yapilardir (20, 21). ‘

Retinada koni ve ¢ubuklar gibi gorme reseptorlerinin disinda 4
cesit néron daha bulunur (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Retinanin Ug niikleer tabakas: (i¢ temel fonksiyonel néron suufi
olusturur; dis niikleer tabakada fotoreseptérler, i¢c nikleer tabakada interndéronlar
ve ganglion hlicre tabakasinda ganglion hticreleri. Dis pleksiform tabakada
interndronlar kendi aralarinda sinaptik baglanti yaparken, i¢ pleksiform tabakada
bipolar, amakrin ve ganglion hiicreleri baglanti yaparlar.



1) Bipolar hiicreler

2) Horizontal hiicreler
3) Amakrin hiicreler
4) Ganglion hiicreler

Fotoreseptorler bipolar hiicrelerle sinaps kurmuslardir. Bipolar
hicreler de retinanin bir bélimiinden diger bollimlerine yatay olarak
bilgi aktaran horizontal hiicreler ve ganglion hiicrelerle sinaps
yapmuisglardir. Amakrin hiticreler ise, bipolar ve ganglion hiicreler ile
sinaps yaparlar. Fotoreseptdrler 15181 absorbe eden pigmentler
icerirler. Retinada biri basillerde (rodopsin) digerleri konilerde olmak
uzere dort farkh fotopigment vardir. Her fotopigment, opsin denilen ve
bir kromofor (chromophore) molekiili baglayan integral proteinlerden
birini icerir. Fotopigmentin asil 1s18a duyarl kismi olan kromofor, bir
vitamin A varyanti olan retinal’dir. Retinal’e gelen 1s181 filtre eden
opsin her fotopigment igin farkhdir. Bu farkli opsinler
fotopigmentlerin gbériintir spektrumun farkli kisimlarinda 1181
absorbe etmelerini saglarlar (20, 21, 22, 23).

Rodopsin » Badorodopsin
A

v
Lumirodopsin

v
Metarodopsin [

v
Metarodopsin I

<4—— Skotopsin izomeraz <¢——

II-sis-Retinal « All—traz!s—Retina_l
[I-sis-Retinol < All-trans-Retinol

Sekil 2.2. Isik etkisinde Rodopsin dénglisti



Genel olarak fototransdiiksiyon birka¢ asamadan olusur: (1)
Isigin emilmesi rodopsindeki 11-cis retinali all-trans
konfiglirasyonuna ¢evirir (Sekil 2.2). (2) Aktive olmus rodopsin
(metarodopsin II) cGMP fosfodiesteraz (PDE) aktif hale getiren G-
proteinini (transdusin) etkin hale getirir. (3) Bu enzim siklik GMP’yi
hidrolize ederek konsantrasyonunu dustrir. (4) cGMP kapili kanallar
(Na* ve Ca*?) kapanir ve fotoreseptdr hiperpolarize hale gelir.
Hiperpolarizasyon fotoreseptériin ucuna pasif olarak iletilir ve
hiicreden norotransmitter salinmasini dustrir. (5) Daha sonra
kalsiyum  kanallarinin kapanmast nedeniyle sitozolik Ca*?
konsantrasyonundaki  disus, kalsiyuma  duyarlh  proteini
aktiflestirerek, guanilat siklaz (GC)’a baglanmasina ve daha fazla
cGMP dretilmesine neden olur (Sekil 2.3). Bu da Na* ve Ca*?
kanallarinin tekrar acgilmasini saglar. Boylece hiicreler tekrar
dinlenim durumuna doner (21, 24).

cGMP fosfqdiesteraz

+ : +
membran Na kanallan Na kanallan  membran
depcnlzelx'iza.syonul aphr kapanr hiperpolarizasyonu
__cGMP 5'-GMP—
(alctif [inaktE]

. L2
sitozolike Ca. % ianallan \ Guanilaty GTP C% kanallan  sitozolikc Ca
artigt ¢ aghr silclaz kapanir diger

uyan
inhibisyon cduyark aktivasyon
protein

Sekil 2.3. Ca*2 —-duyarh protein, guanilat siklaz ve kalsiyumun cubuklarnn
15182 adaptasyonunda rold.

Bu sekilde olusan sinyaller en son iki tip oldugu saptanan
ganglion htuicrelerine ulasirlar. Bunlardan ilki farkli tirde konilerden
gelen yanitlar toplayan, hareket ve li¢ boyutlu gorme ile iliskili olan
bliyik ganglion hiicreleri (Magno=M), ikincisi ise renk, yapi ve ince
detaylarla ilgili olan kii¢lik ganglion hicreleri (Parvo=P)dir (21, 25,
26, 27). Bu ganglion hicrelerinin aksonlar1 optik sinir liflerini
olusturur ve retinadan aldiklari impulsu merkezi sinir sistemine
iletirler. Retinanin nazal yarmmlarindan gelen lifler optik kiazmada
caprazlasarak, temporal yarimdan gelen lifler ise optik kiazmada
caprazlagma yapmadan dorsal lateral genikiilat nikleus'a (dLGN)
girerler ve sinaps yaparlar. Bu nikleus alti nilikleer tabakadan



olusmustur. 2 3 ve S5'inci tabakalar sinyalleri retinanin temporal
bolgesinden alirken 1, 4 ve 6'inci tabakalar sinyalleri karst goéziin
nazal retinasindan alirlar (23). Ayrnica LGNda P hiicrelerinden
sinyalleri alan parvoseliler (3 ve 4 Giincl tabakalar), M hiicrelerinden
sinyalleri alan magnoseliiler tabaka (1 ve 2'inci tabakalar) ve bu iki
tabaka arasinda kalan muhtemelen dendritleri parvoseliiler tabakaya
uzandig1 icin, P hicrelerinden sinyaller alan interlaminar tabaka
olarak kabaca Ui¢ bolge ayirt edilir (Sekil 2.4) (23, 26, 28).

@ Parvoseldler yol
3 % (P kanal)
) 1

Primer goree] kort eks
17. alan

Sekil 2.4. Lateral genikulat nikleus gorsel bilginin islendigi temel
subkortikal bolgedir.

dLGN iki temel islev gorir.

1) Optik traktusun gorsel bilgisini, optik radyasyon
(Genikiilokalkarin traktus) yolu ile gdorme korteksine iletmek.

2) Gorsel bilgi sinyallerinin ne kadarinin kortekse gececegini
kontrol etmek. Bu isi yaparken iki temel kaynaktan sinyal alir. Ilki
primer gorme korteksinden lateral genikilat'a uzanan kortikofiigal
lifler, ikincisi ise mezensefalon'un retikiiler alanlarindan gelen lifler.

Bunlarin uyarimi ile dLGN gorsel bilginin kortekse gecisini kontrol
eder.

1.C. YOKSEKOGRETIV KURULE
DOKOUMANTASYON



Dorsal lateral genikiilat ntikleus’tan g¢ikan gorsel bilgi
sinyalleri optik radyasyon yolu ile oksipital lob'un kalkarin
bolgesindeki primer gérme korteksine ulagir. Bu bélge alti tabakadan
olusmustur. dLGN'tan gelen aksonlar genellikle 4 Gnci tabakada
sonlanir. Bu tabakada a, b, c-alfa, c-beta olmak Ulzere 4 farklh
katman aywrt edilir. dLGN'un parvoseliiler tabakasindan gelen
aksonlar katman 4c'nin derin bélgelerinde sonlanirken, magnoseliiler
tabakadan gelen aksonlar ise genellikle daha ylizeyel bolimlerinde
sonlanir (26). Yine dLGN'daki interlaminer alanlardan gelen aksonlar
ise, bu bolgede mitokondrial bir enzim olan sitokrom oksidazi bol
miktarda iceren ve renk damlalart (blob'lar) adi verilen bdlgelerde
sonlanirlar. Primer gorme korteksinde yer alan bu bdélgenin renkli
gorme ile iligkili oldugu tesbit edilmigtir (29, 30, 31). Bunlara ek
olarak gorme liflerinin beynin farkli bélgelerine (Sekil 2.5);

1) Sirkadyen  ritmin  kontrolini saglamak  {izere
hipotalamusun suprakiazmatik niikleusuna,

2) GoOzlin odaklanmasi ve g0z bebeginin 1sik refleksini
saglamak icin pretektal ¢cekirdeklere,

3) Iki gbéziin hizli dogrusal hareketlerini kontrol etmek icin
stiperior kollikulusa,

4) Viicudun baz davranigsal islevlerini kontrole yardim etmek

icin talamusun ventral Ilateral genikiilat nilkleusuna gittigi
gosterilmistir (23).
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Sekil 2.5. Primer gorsel korteksin farkhh anatomik tabakalari, girisleri ve
cikiglar. Parvoseliiler (P), magnoseliiler (M) ve interlaminar (I).

Diger duyusal sistemlerin kortikal temsilinde. oldugu gibi
gorme korteksi de primer ve sekonder olmak {izere ikiye ayrilir.



Primer gorme korteksi : Primer gorme korteksi kalkarin
fisstir alaninda her bir korteksin medial bélimiinde oksipital kutba
dogru uzanir. Bu bodlge Brodmann'in 17'inci kortikal alani ile ayni
yerdedir ve 1. gérme alani ( V-1 ) olarak adlandirilir. Ayni zamanda
cizgili gdriintisiinden dolay: striat korteks de denir.

Sekonder gorme korteksi : Bu alana gorsel asosiyasyon
alanlar1 da denir. Primer gérme korteksinin lateral, anterior, stiperior
ve inferiorunda uzanir. Gorsel anlamlarin analizi i¢in primer gérme
korteksinden gelen sinyallerin iletildigi alanlardir. Primer g6rme
korteksini ¢epegevre saran Brodmann'in 18'inci alani 2.gérme alani
(V-2) olarak adlandirilir. Ayrica V-3, V-4 gibi yarim diizineden fazla
uzak sekonder gorme alanlan vardir (23).

2.1.2. Gorsel Uyarilma Potansiyelleri (Visual Evoked
Potentials)

Belirli bir uyarana cevap niteliginde ortaya ¢itkan ve beyinden
kaydedilen, Olgtlilebilir elektriksel bUyUtklige “Uyarilma Potansiyeli
(EP)” denir. Uyanlma potansiyelleri ilk kez 1939’da Davis tarafindan
kaydedilmistir. Tek bir uyarilma potansiyeli kayd:, uyarinin beyinde
olusturdugu elektriksel degisikliklerin, uyar1 olmaksizin sliregiden
kendiliginden aktivite lizerine binmesinden olusur. Baska bir deyisle,
biri uyariya bagli, digeri uyaridan bagimsiz iki elektriksel aktivite, bir
tek uyarilma potansiyelini olusturdugundan, bdyle bir kayitta
uyarinin olusturdugu degisimleri goézlemek mimkin olmamustir.
Ancak, daha sonraki yillarda bilgisayar teknolojisinin gelismesiyle
birlikte, ilk olarak 1954 yilinda Dawson uyarilmig potansiyellerin
spontan EEG zemin aktivitesinden ayrilmasini saglayan klasik
ortalama yontemini kullanmistir. Bu y0ntem sayesinde ses, 151k,
dokunma gibi spesifik uyarilarin tekrarlanmasiyla olusan bu tip
uyarilmig potansiyellerin daha belirgin bir sekilde kaydedilmesi
saglanmigtir. Uyarilma potansiyellerinin EEG zemin aktivitesinden
ayrilmasina olanak veren bilgisayardaki bu gelismeler ve ortalama
yontemlerinin ortaya konmasi ile, VEP duyusal olarak aktif ve uyanik
insanda gorsel sistem fizyolojisinin ¢aligildigi birkag yoldan biri haline
gelmig ve gorsel yollardaki patolojilerin teshis edilmesine olanak
saglamistir (32, 33, 34). VEP artik ginimizde gbérme keskinligini
belirleme, optik sinir hastaliklarinin, ambliyopinin, renk kérlagtaniin
ve alan bozukluklarinin teshisi gibi birgok gorsel sistem patolojisinin
belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

VEP olusturmak i¢in kullanilabilen iki tip uyaran vardir: Kisa siireli
ve degigik siddetlerde sekilsiz 1s1k (flag) ve sekilli uyaranlar. Flas
1s1iginin kisa araliklarla tekrarlanmas: ile kaydedilen potansiyellere



Flas Uyarilma Potansiyelleri (FVEP) denir. Sekilli uyaran olarak
genellikle TV ekraninda olusturulmus birbirinin tamamlayicis1 olan
(6r.dama tahtasi) gekiller kullanilir. Bu gekillerin dontisimla olarak
yer degistirmesi ile kaydedilen potansiyellere Patern Degismeli Gorsel
Uyariima Potansiyelleri (PR-VEP) denir. Gorsel uyarimi takiben ortaya
cikan dalgalar negatif (N) ve pozitif (P) olarak gosterilmektedirler.
Tipik bir VEP'ten sdzetmek mumkiin degildir: Clinkl, VEP dalgasinin
bicimi, her tepenin zamanlamas: ve derinligi ve potansiyelin saresi
bircok kosula baghdir. Kullanilan uyaranin yanisira, frekansi, siiresi,
siddeti, dalga boyu, blytkligi, optik kalitesi, elektrotlarin yerlesimi,
yas, cinsiyet ve viicut sicakhigl da latens ve genlikleri etkiler (34, 35,
36). Ancak, gorsel uyarilma potansiyelleri ortaya ¢ikis zamanlarina
gore, Ui¢ gruba ayrilarak incelenmistir. Uyarani izleyen ilk 10 msn’lik
slre i¢cinde olusan dalgalara kisa latensli (erken) VEP’ler, uyarandan
sonraki 10 ile 50 msn iginde olusan dalgalara orta latensli VEP’ler,
50 ile 300 msn icinde olusan dalgalara da uzun latensli VEP’ler denir
(Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Gorsel uyarilma potansiyeli ve komponentleri.

Yapilan ¢alismalarda, VEP’lerin P1 bileseninin 17. alanin derin
tabakalarindan kaynaklandigi ve tabaka IVteki depolarizasyon
(EPSPs) sonucu ortaya ciktigi tespit edilmistir. N1 bileseninin ise
genikulokortikal giriglerin 4. tabakadaki satellat hiicrelerini
depolarize etmesi sonucu ortaya ¢iktigi belirlenmistir (37, 38).
Bununla  birlikte, P2  bileseninin GABA-aracilt  ylzeysel
hiperpolarizasyonu (IPSPs) yansittig1 ileri siriilmektedir (39).Diger
yandan, N2 ve N3 bilesenlerinin yine ylizeysel kortikal tabakalardan
kaynaklandigy belirtilmistir. N3 jeneratorlerinin ytizeysel tabakalar
boyunca dik olarak yayildigi ve bu bilesenin, gdvdeleri derin
tabakalarda bulunan néronlarin apikal dendritleri boyunca olusan
depolarizasyonu yansittig: ifade edilmistir(39).



Klinik calismalarda PR-VEP'ler tercih edilmektedir. Ctinkl bu
potansiyeller goérsel yol lezyonlarini gostermede daha duyarl olup,
denekler arasinda cok fazla degiskenlik g6stermezler. Ayrica, gorsel
sistemin temel fonksiyonlarindan biri de karsitliklart ve sinirlar
analiz etmek oldugundan, sekilli uyaranin bazi O6zellikleri
degistirilerek daha fazla bilgi elde edilebilmektedir. PR-VEPler
insanda temel olarak fovea @ ve konlarin aktivitesini
gostermektedir(40). Ancak, PR-VEP'lerde yaklagsitk 100 ms latenste
olusan P100  Dbileseninin optik néropatilerde, retrobulbar
noropatilerde ve multipl sklerozda (34, 41) daha klinik semptomlar
ortaya ¢ikmadan uzamasi, bu hastaliklarin erken teshisi yoniinden
onemli bir parametre olarak kabul edilmesine yol agmistir.

Flag uyarilma potansiyelleri insanlarda nadir kullanilmasina
kargin, hayvanlarda tercih edilen bir yéntemdir. Ozellikle sicanlarin
gorsel sisteminin, insanlarinkine benzemesi nedeniyle sicanlardan
kaydedilen VEP'lerin toksik ajanlarin insan sagligi lizerine olan
olumsuz etkilerini yansitmada iyi bir model oldugu saptanmistir (42).
VEPlerin norotoksik calismalarda kullanilmasi, ilk olarak
karbonmonooksid'in (CO) merkezi sinir sistemine etkilerinin
incelenmesi amaciyla baslamigtir. Buglin bilinen 36 adet nérotoksik
maddenin VEP'leri etkiledigi tesbit edilmistir. Bunlarin igerisinde
kursun, kadmiyum, karbondistiifid, CO, civa, toluen gibi ndrotoksik
ajanlar yer almaktadir (42, 43, 44, 45). Bunun yaninda VEP’in
yaslanmayla birlikte gorsel sistemde olusan degisiklikleri de yansittig
bildirilmistir. Yaslanmayla birlikte VEP latenslerinin uzadig: ve gorsel
bilginin iletiminin yavasladig: goézlenmistir(19, 46).

2.2. YASLANMA

Yaglanma zaman igerisinde olusan dogal bir strectir.
Yaglanmayla birlikte 6grenme, hafiza ve motor kontrol gibi beyin
fonksiyonlarinda ve sinaptik plastisitede azalma goriillirken, hiicresel
iletisimin, iskelet dokusundaki kemik kitlesinin ve bag dokusundaki
elastik liflerin azaldig1 ve dendritik uzantilarda kayiplar oldugu tespit
edilmigtir (4, 47, 48).

Yaslanmayla birlikte merkezi sinir sisteminde de bir takim
degisiklikler meydana gelmektedir. Yasamin 90. yilinda beyin
agirhginin %10 azaldigi ve beynin gri cevherinde beyaz cevherden
daha fazla kayip oldugu gdzlenmistir. Ayrica, sulcus genisliklerinde
ve beyin zarlan ile beyin arasindaki bosluklarda artma, giruslarda
dizlesme, ventrikiillerde genisleme olurken, néron ve sinaps
sayllarinda azalma oldugu gozlenmistir (20). MSS’deki bu
degisikliklerin disinda, bazal metabolizma, kardiyak cikis ve solunum

kapasitesi gibi bircok fizyolojik fonksiyonlarin da azaldij
goérilmistar (1, 49).

10



Korteksteki yasa bagh  degisiklikler, vicudun  ilgili
fonksiyonlarint ve davraniglarini etkilemektedir: Kognisyon ve
kisilikte degisiklikler, igitme, gérme ve hafizada kayiplar oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, melanin igeren ndronlarin yasa bagh asin
azalmasindan dolayr REM uykusunun kisaldigi vurgulanmistir (20).

Arastirmalar yaslanma siirecinden en ¢ok etkilenen
parametrelerden birinin de ndérotransmitterler oldugunu gbstermistir
(48, 50, 51, 52, 53, 54). Yaslanmayla beraber nérotransitterlerin
sentezinde, katabolizmasinda ve reseptor aktivitesinde azalma oldugu
bildirilmistir. Yasa bagh olarak, dopamin sentezinin azaldiga ve
yikimimnin arttigi, asetilkolin (Ach) {retiminin ve kolinerjik
reseptérlerin baglanma kapasitelerinin azaldigy gérilmiustir. Ayrica,
muskarinik ve nikotinik reseptérlerin de sayisinda azalma
belirlenmistir (50, 51, 52, 53, 55, 56).

Ogrenme ve hafizada rolleri olan serotonin ve glutamat da
yaslanmadan  etkilenmektedir. Yaslanma  sonucu serotonin
dontsiminin arttigy, reseptér sayisinda diisme oldugu, glutamatin
ise azaldign gorulmistlir. Yaslanmaya bagli olarak, glutamat
reseptorlerinden biri olan N-metil D-aspartat (NMDA) reseptériiniin
sayisinda ve NMDA reseptériinde glisin baglanma bolgelerinin
duyarliiginda azalma oldugu bildirilmistir (50, 51, 52, 57).

Sonug¢ olarak, yaslanmanin noérotransmitterlerde yol actig
degisiklikler gorsel sistemde, oOgrenmede ve hafizada 6nemli
bozukluklara neden olmaktadir.

2.2.1. Yaslanmanin Hiicresel ve Molekiiler Mekanizmasi

Yaslanmay:r aciklamaya c¢alisan iki Onemli hipotez ileri
sirilmistir: Birincisi, yagslanmanin genetik olarak programlanmis
aktif bir olay oldugunu belirtmektedir. Ikincisi ise, yaslanmanin DNA,
RNA, protein ve lipid gibi hiicresel yapilarda, cevresel etkenler ve
yetersiz tamir mekanizmalar sonucu, hatalarin pasif birikiminden
kaynaklandigim ileri sirmektedir (1, 58, 59).

Genetik olarak diizenlenme teorileri

Bu teori yaslanmaya;
1) kodon sinirlamasi,

2) ¢ok kopyali (multicopy) deoksiriboniikleik asid (DNA)
dizilerinin inaktivasyonu,

3) telomerlerin kisalmasi,
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4) terminal farkhlagma
gibi etkenlerin yol ac¢tigini ileri sGirmektedir (1).

Hata Teorisi

1} Metabolik oran: Dusik metabolik orana sahip hayvan
tirlerinin daha uzun yasamasi ve metabolik oran ile serbest
radikaller arasinda giicli bir iliski oldugunun saptanmast bu hipotezi
destekleyen bulgular olmustur (1, 3).

2) Somatik mutasyonlar: Hucrenin cekirdeginde bulunan
bazlarin, spontan mutasyonlar olusturabilecek veya DNA’da daha
ciddi hasarlara yol agabilecek fiziksel ve/veya kimyasal etkilere
stirekli maruz kaldig: ifade edilmistir. Yaslanmayla birlikte DNA
hasarinin ve mutasyonlarin arttigt gésterilmigtir (1, 4, 60).

3) Capraz baglar: Yaslanma sonucu hiicre i¢i ve hiicre disi
makromolekiler ¢apraz zincirlerin arttig1r saptanmigtir (1, 58, 59).

4) Protein sentezindeki hatalar: Protein sentezi asamasinda
transkripsiyona gore daha fazla hata gorilir. Sentezlenen bu
proteinlerin enzim olmas: durumunda, hiicre yaslanmasina neden
olan fonksiyonel degisikliklerin artacag: belirtilmistir (4).

5) Protein yvikiminin degismesi: Biitlin organizmalarda yasa
bagl olarak protein yikiminin azalmasi, anormal proteinlerin hiicrede
birikmesine neden olur. Bu da genetik manipulasyonlar etkiler (1).

6) Bagisiklik sisteminin zayiflamasi: Yaslanmayla birlikte; i)
immin cevabin zayiflamasindan dolayr bulasict hastaliklara
yakalanma olasihiginin artmasi, ii) tanima isleminde o6zgllGgin
azalmasindan dolayi, otoimmiin hastaliklara baglh hasarin artmasi
sonucu kendini tahrip olgusuna rastlandig bildirilmistir (4).

7) Homeostatik regiilasyonun bozulmasi: Merkezi metabolik
slreclerde homeostatik regiilasyonun ileri derecede kaybinn,
yaslanmanin potansiyel nedeni oldugu ileri sirGlmiistir (4).

e s . KUROLD
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8) Toksik metabolitlerin birikmesi: Bu hipoteze gére; vicutta
olusan toksik metabolitlerin hiicre ve doku fonksiyonlarinda yasa
bagh degesikliklere neden oldugu ifade edilmistir (1, 4).

9) Serbest radikaller: Bircok arastirmacinin bulgular: ile
desteklenen “serbest radikal” teorisi yaslanmanin etyolojisini
aciklayan en glincel ve o6nemli teorilerden biridir. Yaglanmanin
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte; bu teoriye gore,
serbest radikallerin DNA'da yol actigi hasarlarin birikmesi sonucu
yaslanmanin olustugu savunulmaktadir(1, 2, 4.

Serbest radikallerin hedefleri icerisinde niikleik asidler,
proteinler, karbohidratlar ve lipidleri yer almaktadir. Ancak biyolojik
membranlarda lipid oram yliksek oldugundan, serbest radikallerden
en cok bu yapilar etkilenecektir. Bu da dogrudan membranin yapisini
etkileyerek fonksiyonunda oOnemli degisikliklere yol acar. Lipid
peroksidasyonu, biyolojik membranlarin fosfolipidlerindeki veya
trigliseridlerdeki doymamis yag asitlerinin serbest oksijen radikaline
maruz kalmasmin  karakteristik  bir  sonucudur. Lipid
peroksidasyonun son-irtinleri olan “ceroid” ve “lipofuscine’
pigmentlerinin, yaslanmanin biyolojik Dbelirtecleri oldugu ileri
striulmektedir(4). Lipid peroksidasyonun kimyasal indeksi olan
malondialdehid (MDA)’in de, yaslanmayla arttigi bulunmustur (2, 61,
62). Yasa bagh olarak , doymamus yag asitlerinin peroksitlenme
Ozelliklerinin artmasi ve antioksidan savunma sistemlerinin
aktivitelerinin azalmas: sonucu lipid peroksidasyonun arttig: ileri
stirilmastar (1, 2, 63, 64).

2.3. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller bagimsiz olarak bulunabilen, bir veya daha
fazla eslesmemis elektrona sahip ve genellikle oldukcga reaktif
kimyasal tiirlerdir. Bu kimyasal yapilar, rastlantisal bir sekilde
metabolizmanin yan drlnleri olarak veya belli bir amaca yo6nelik
olarak(Or. Fagositoz), hiicre icerisinde sirekli dretilirler. Serbest
radikaller {i¢ yoldan olusabilirler; (i) normal bir molekilillin kovalent
baginin homolitik ayrilmasiyla, (ii) normal bir molekiiliin bir elektron
kaybetmesiyle, (iii) normal bir molekiile bir elektron eklenmesiyle (5).

Siiperoksid Anyonu (02")

Stiperoksid (O2z), oksijenin 2p orbitallerinden birine bir
elektron girdigi zaman olusur. Bu molekl glcld bir indirgeyicidir ve
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sitokrom c¢ ve ferrik-EDTA gibi c¢esitli demir komplekslerini
indigeyebilmektedir.

Stiperoksid anyonu enzimatik olmayan spontan
dismutasyonun yanisira, sliperoksid dismutaz enzimi araciligiyla
enzimatik yoldan da ortamdan temizlenmektedir (6, 65, 66).

Oz + 02 +2H" ——» H30;3 + 03

Stiperoksid anyonu hiicre membranlarindan, -muhtemelen
iyon kanallarimi kullanarak- ¢ok az ¢iksa da membranlari kolay
gecemedigi icin zararn en az olan radikaldir (2). Cogunlukla
indirgeyicidir. Stperoksid, hidrojen peroksid kaynagi olarak gorev
yapar.

Hidrojen Peroksid (H202)

Hidrojen peroksid gecis grubu metal iyonlari yoklugunda,
goreceli olarak kararli bir yapiya sahip olan, zayif bir indirgeyici ve
yikseltgeyicidir. Molekiil ylikstiz bir kovalent yapiya sahiptir. Diisik
elektriksel ylikd ve non-iyonize 0Ozelliklerinden dolayr hicre
membranlarindan hizli bir sekilde gecer. Gegis grubu metal
iyonlarinin varliginda yuksek derecede reaktif serbest radikalleri
olusturabilmesi, evrimsel olarak bir savunma sistemini gerekli
kilmistir (2, 6, 67). Hidrojen peroksid katalaz, glutatyon peroksidaz
(selenyum iceren), ve belli bazi peroksidazlar gibi enzimlerin
aktivitesiyle hlicrelerden temizlenir (5, 6, 68).

Hidroksil Radikali(’OH)

Hidroksil radikali, ilk olarak 1934 yilinda Haber ve Weiss adh
aragtirmacilar tarafindan saptanmistir. Hicre igerisinde uzak
mesafelere difflize olamamasina ve yarilanria siliresi ¢ok kisa
olmasmma karsin, olustugu yerin c¢evresinde bliylik zararlara yol
acmaktadir Cinkld bu moleklill son derece reaktif, oksidan bir
radikaldir (S5, 6, 69).

Hidroksil radikali hiicrede gesitli yollardan olusmasina karsin,
6nemli iki biyolojik kaynag vardair;

Fenton reaksiyonu

H202 +Fe2? ——p» °*OH + OH™ + Fe'3
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Haber — Weiss reaksiyonu
02 ° +H,0 ———» OH+OH +0,

Bunlarin disinda, radikal tepkimeleri sonucu olusmus bir
organik radikal de, hidrojen peroksid ile tepkimeye girerek °OH
radikali olusumuna neden olabilir (2).

COOH + Hy0 ———— CO3 + H,0 +°OH
Ozon (O3)

Soluk mavi renkte bir gaz olan ozon, stratosferde solar
radyasyona karsi onemli bir koruyucu kalkan (global antioksidan)
saglar. Fakat, toprak seviyesinde toksik ve istenmeyen bir kirleticidir.
Akcigerleri son derece tahrip ettigi, proteinler, DNA ve lipidleri hizh
bir gekilde oksitledigi ileri siriilmektedir (6, 70).

Nitrojen Oksidleri

Nitrik oksid (NO® ) ve nitrojen dioksid (NO%; ) eslesmemis tek
sayida elektronlar igermektedirler. Bu ylzden ikisi de serbest
radikaldir. Koyu kahverengi zehirli bir gaz olan nitrojen dioksid,
giclia bir oksidandir. Bunun yaninda nitrik oksid, renksiz bir gaz ve
zayif bir indirgeyici ajandir(6, 64, 67, 71).

ONOO™ +H* —» °‘OH + NO";

2.3.1. Serbest Radikallerin Hiicrelere Etkisi

Serbest radikaller hiicrenin temel yap: taslar1 olan lipidler,
proteinler ve karbohidratlara zarar vermektedir. Bunun yaninda
serbest radikallerin DNA’da ciddi hasarlara sebep oldugu
belirtilmistir.

Serbest Radikallerin Proteinlerle Reaksiyonu

Peptid ve protein makromolekiillerinin yap: taslarn olan
aminoasidler de, serbest radikallerin hedefleri icerisindedir.
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Aminoasidlerin oksidasyonu proteinlerde de fiziksel degisikliklere
neden olmaktadir. Bu fiziksel degisiklikler Ti¢ grupa ayrilabilir;
fragmentasyon, agregasyon ve proteolitik yikima duyarhhk (2, 72, 73,
74).

Serbest Radikallerin Lipidlerle Reaksiyonu

Poliansature yag asitlerinin (PUFAs) oksidatif yikimi olan lipid
peroksidasyonu, serbest radikallerin poliansature yag asitlerinin (LH)
yan zincirindeki —metilenik karbonlardan  hidrojen atomu
koparmasiyla baglar. PUFA’nin oksidasyonu, bir oksijen alarak
cabucak peroksil radikaline (LOO®) doniigebilen yag asidi radikalinin
(L") olusmasma yol agar. (5, 75, 76). Bu peroksil radikali,
membrandaki komsu yan zincirlerden hidrojen atomlarini koparip
peroksidatif zincir reaksiyonunu yaymaktadir. Yan zincirlerden
hidrojen atomlarimin ¢ikarilmas: ile lipid hidroperoksidleri (LOOH)
olusmaktadir. Peroksidasyon bir kere basladiktan sonra otokatalitik
olarak yayilabilmektedir(5, 75, 76, 77, 78).

LH +R* ——  L+RH

L'+0; ——» LOO’® (Peroksil radikali)
LOO'+LH — > LOOH + L° (zincir reaksiyonu)
LOOH ——» LO®, LOO®, aldehidler

Lipid hidroperoksidler de (LOOH) yikilarak LO°, LOO® gibi
radikaller ve aldehidlerin olusmasmma neden olurlar. Lipid
hidroperoksid yikim  drlnleri membran komponentlerinin
polimerizasyonuna ve capraz baglanmalarina neden olmakta ve
deformabilite, iyon transportu, enzim aktivitesi, hlcre ylzey
determinantlarinin agregasyonu gibi i¢ membranin bazi 6zelliklerini
degistirmektedir. Ayrica, difflize olabildiklerinden, DNA'nin nitrojen
bazlar1 ile reaksiyona girmekte ve mutajenik, genotoksik ve
karsinojenik etki gbstermektedirler (78, 79, 80).

Karbohidratlarin Peroksidasyonu

Yapilan c¢aligmalarda, o-hidroksialdehid yapiya sahip
karbohidratlarin, metal iyonlarinin varhiginda hizli bir sekilde
otooksidasyona ugradiklari ve bunun sonucunda dikarbonil
bilegikleri ve hidrojen peroksit olusturduklan belirtilmigtir(2, 81).
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Genomik ve Hiicresel Yapilarin Modifikasyonu

Deoksiribontikleik asid hasari, radyasyon ve kimyasallar gibi
dis etkenlerin yaninda, oksijen kaynakli serbest radikaller gibi i¢
etkenlerin neden oldugu bir¢cok faktdrden kaynaklanmaktadir (2, 66,
82, 83).

2.4. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMi

Serbest radikallerin potansiyel zararli etkilerini ortadan
kaldiran maddelere genel olarak, antioksidan savunma sistemi
denmektedir. Oksidatif strese karsi hiicresel savunmadan sorumlu
antioksidan sistemler, serbest radikaller kadar cesitlidir (2, 84).
Hucrelerin radikallerin  zararli etkilerinden korunmasi igin,
antioksidan savunma sistemi 06gelerinin ortaklasa c¢alismalar:
gerekmektedir. Ayrica bu savunma sisteminin 06geleri en etkin
korumay: saglamak igin, stratejik olarak hiicre icinde organellerde,
yerlesmislerdir. Ornegin siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan enzimler sadece
sitozolde degil hiicre i¢i serbest radikallerin ¢ogunlugunun Uretildigi
yer olan mitokondride de lokalize olmustur. Ayrica, bu hiicre igi
antioksidan enzimler hiicre dist kompartmandaki antioksidan
Ogelerle de iligki icerisindedir. Boylece hem hiicre i¢ci hem de hiicre
dis1 radikal tehlikesi bu sistem &gelerinin birbirleriyle koordinasyonu
sonucu ortadan kaldirlir (2,85,86,87,88).

Aragtirmacilar antioksidan savunma sistemini genel olarak
asagidaki gibi siniflandirmiglardir;

I. Primer savanma:

1. Antioksidan enzimler : SOD, CAT ve peroksidazlar.

2. Antioksidan bilesikler : Vitamin E, vitamin C, vitamin A,
glutatyon, urik asit, bilirubin, v.s.

II. Sekonder savunma:

1. Lipolitik enzimler; fosfolipazlar.
2. Proteolitik enzimler; proteazlar, peptidazlar.

3. DNA tamir enzimleri; endoniikleaz ekzoniikleaz, ve ligaz (2,
89, 90, 91).
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I. Primer savunma
i) Antioksidan Enzimler:

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Oksijenli solunum yapan tiim canlilarda bulunur ve temel
gorevi dismutasyon reaksiyonunu katalizlemektir.

Oy +0y +2HY —» H20, + O3

Stiperoksid dismutazlar yapilarinda bulundurduklari metal
iyonuna gore 3 sinifa ayrilmistir (2).

a) Bakir/cinko siiperoksid dismutaz (Cu/Zn-SOD):
Okaryotik hiicrelerin sitozoliinde ve eritrositlerde bulunur.
Mitokondrinin matriksi disinda hiicrenin her organelinde bulunabilir
(92, 93, 94, 95, 96).

b) Mangan siiperoksid dismutaz (Mn-SOD): Mitokondri
matriksinde lokalize olmustur (66, 89).

c) Demir siiperoksid dismutaz (Fe-SOD): E.coli gibi
bakterilerde saptanmusgtir.

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Bir¢ok canlida bulunan bu enzim, hiicre icinde mitokondrial
matriks ve sitozolde bulunur. Glutatyon peroksidaz organik
hidroperoksidlerin ve hidrojen peroksid'in indirgenme reaksiyonlarini
katalizler (2, 97).

2GSH + H,0, -3H%, GSSG + 2H,0
GSH-Px

2GSH + ROOH ——» GSSG + H20 + ROH

Selenyuma bagmh ve bagimsiz olan iki tipinin bulundugu
belirtilmigtir (2, 78).
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Katalaz (CAT)

Primer savunma sistemin 6nemli bir enzimi olan katalaz,
temelde H207’in suya ayrigmasim katalizler. (5).

2H,0, —CAI-——P 2H,0+ O3

Hy02 seviyesinin diigik . oldugu durumlarda organik
peroksidler tercihen peroksidaz tarafindan katalizlenirken, H,0O,
konsantrasyonunun yiliksek oldugu kosullarda katalaz tarafindan
metabolize edilirler (2, 98, 99).

Glutatyon rediiktaz (GSSG-R)

Glutatyon rediiktaz ylikseltgenmis glutatyonu (GSSG) NADPH
(3-nikotinamid adenin dinlkleotid)a bagiml olarak indirgenmis
glutatyona katalizleyen bir flavoprotein'dir (84, 100).

GSSG + NADPH + H+ —%R o »G5SH + NADP

ii) Antioksidan Bilesikler:

Bu bilesiklerin, ‘OH, RO®, RO2" ve reaktif oksijen tiirleriyle
reaksiyona girerek, lipid peroksidasyonun baslamasini ve ilerlemesini
onledigi belirtilmistir (6). Bu antioksidan savunma enzimatik olmayan
molekiiller tarafindan saglanir.

Vitamin C (Askorbik asid): Hidrofilik bir molekill olan
askorbik asit, sivi ortamda daha etkin bir antioksidandir. Bir
indirgeyici ve antioksidan ajan olarak, O2 °, "OH ve cesitli lipid
hidroperoksidleriyle dogrudan reaksiyona girer. Buna ek olarak,
yukseltgenmis vitamin E’nin antioksidan o6zelliklerini yenilemesi en
onemli fonksiyonudur(2, 5, 64, 68, 101).

Vitamin A (Karotenoidler): Karotenoidler serbest radikalleri
ve basgta tekil oksijen olmak tlizere, reaktif oksijen tiirlerini
temizleyerek lipidleri peroksidasyona kars: korurlar. Ozellikle ksantin
oksidaz sisteminin olusturdugu lipid peroksidasyon Trinlerini
yakalayarak etkili bir biyolojik antioksidan rolii oynar (2).
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Glutatyon (GSH) : O; °, H20; ve *OH gibi bircok elektrofilik ve
ylkseltgeyici bilesikle etkilesime girerek etkili bir indirgeyici gorevi
goriir. Rediikte glutatyon dogrudan silperoksid anyonu, hidroksil
radikali ve cesitli organik radikaller ile reaksiyona girip
ylukseltgenebildigi gibi, vitamin A gibi c¢esitli antioksidanlarin
yukseltgenmis formdan indirgenmis forma ge¢mesinde gorev alarak
antioksidan etkinlik gdsterir (2, 102, 103).

Urik asit : Urik asit siiperoksid anyonu, hidroksil radikali,
oksidehemler ve peroksil radikallerini temizlemekte ve cesitli gecis
metallerini (demir, bakir gibi) "baglayarak, vitamin Cnin
oksidasyonunu engellemektedir(2, 84).

Bilirubin : Hemoprotein katabolizmasinin bir irinddir. Zincir
kiric1 antioksidan olarak ve serbest radikallerle dogrudan reaksiyona
girerek etkinlik gosterir (2).

Transferrin ve Ferritin : Bu proteinler Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlarinda katalizor olarak gorev yapan serbest metal iyonlarini
baglayarak, dokular: lipid peroksidasyonuna karsi koruyan etkin bir
antioksidan savunma saglarlar(2).

Seruloplazmin : Bakir baglayici bir glikoproteindir.
Ekstraseliler bélgede serbest radikal metabolizmasini diizenleyen ve
sliperoksid radikalinin temizlenmesinde rol oynayan bir proteindir.
Bakir baglayabilme kapasitesinden ve glutatyon peroksidazin aktif
bolgesinde yer almasmndan dolayr énemli bir antioksidandir. Hiicre
cekirdeginde yaygin olarak bulunur (2, 104).

Selenyum : Selenyum'un antioksidan o6zelligi, temel olarak
glutatyon  peroksidazin  aktif boélgesinde yer almasindan
kaynaklanmaktadir. Selenyumun hiicre diizeyinde prekarsinojenlerin
karsinojenlere enzimatik dontsimiani engelledigi ileri
stiriilmektedir(2, 105, 106).

Vitamin E : Vitamin E (vit E) dogada en yaygin olarak
bulunan lipidde eriyebilir antioksidandir. Bu terim tokoferol’in 8
izomeri icin kullanilan genel bir isimdir. Bunlarin arasinda o-
tokoferol en iyi bilinen izomer ve antioksidan aktivitesi en ylksek
olanidir. Tokoferol molekiilinin lipofilik 6zelliginden dolayi, vit E en
onemli zincir kiric1 antioksidandir. Adipoz doku, adrenal bezler, kalp,
iskelet kasi, testisler ve karaciger gibi memeli dokularinda ylksek
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oranlarda bulunur. Tim hiicre lipid membranlarinda, hiicre igi
organellerden membran lipid igerigi fazla olan endoplazmik retikulum
ve mitokondri membranlarinda bol miktarda bulunur. Bu ytzden,
tokoferol lipid peroksil ve alkoksil radikalleriyle reaksiyona girerek
membran lipid peroksidasyonuna karsi korumada daha ytksek bir
antioksidan etki géstermektedir (2, 5, 6).

o-Tokoferol merkezi ve periferal sinir sistemlerinde esit bir
dagilim gostermemektedir. Medulla, spinal kordon ve serebellumda
diger bolgelere gére daha az miktarda vit E bulunmaktadir. Vit E’nin
norolojik roli ilk olarak 1928’de tespit edilmigtir. Yapilan deneylerde,
vit E eksikliginin sinir sistemi ve iskelet kaslarinin dejenerasyonuna
neden oldugu gozlenmistir (107). Kronik vit E eksikligi
spinoserebellar  dejenerasyonun  yaninda;  halsizlik, ataksi,
proprioseptif kayip, refleks zayiflamasi, retinal pigmentasyon, goz
hareketlerinin bozulmas: (ophthalmoplegia) ve miyopati gibi bircok
fonksiyon bozukluguna yol agmaktadir. Ancak c¢ogunlukla emilim
bozuklugu sonucu gelisen bu hasarlarin, vit E verildiginde blyuk
oranda dizelme kaydettigi gbzlenmistir (15, 16, 108, 109, 110).
Yapilan deneylerde vit E eksikliginin insanda bilateral olarak P100
latensini uzattign gobzlenmis ancak, tedaviden sonra latenslerin
dusttigli, gbrme keskinliginde ise herhangi bir degisiklik olmadig:
gbzlenmistir (110, 111, 112). ‘

Vit E eksikliginde g6zlenen néromuskiiler sendromun altindaki
patofizyolojik mekanizmalar kesin olarak bilinmemekle birlikte;
poliansature yag asitlerinin neden oldugu serbest radikal oksidan
hasarina karsi, sinir ve kas dokularinda antioksidan savunma
sisteminin yetersiz kalmasina baglh oldugu ileri stiralmektedir (15,
107, 109). Nitekim, si¢canlarda yapilan deneylerde vit E eksikliginin
cubuklarin (rods) yikilmasina ve lipofuscin granillerinin pigment
epitelinde birikmesine yol actig1 gézlenmigtir (16, 113).

Vit E’nin biyolojik membranlarda serbest radikal hasarinin
ilerlemesini engelleyen zincir-kiran antioksidan fonksiyonu bircok
cahismada  gosterilmigtir (5, 68, 114). Vit E plazma
lipoproteinlerindeki ve biyolojik membranlarin fosfolipidlerindeki
poliansature yag asitlerini (PUFAs) koruyan gi¢li bir peroksil
radikali temizleyicisidir. Lipid hidroperoksidlerinin ylukseltgenmesiyle
olusan peroksil radikalleri (ROO® ), PUFA’ lardan (RH) 1000 kat daha
hizlh bir sekilde vit E (Vit E-OH) ile reaksiyona girmektedir (68).
Tokoferoliin fenolik hidroksil grubu organik peroksil radikali ile
reaksiyona girerek, organik hidroperoksid ve tokoferoksil radikali
olusturur:

ROO® +VitE-OH —>» ROOH + Vit E-O°
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Boylece, vit E lipidlerin otooksidasyonunu engelleyerek zincir-kiran
bir antioksidan fonksiyonu tstlenmektedir.

Membranlarda olusan tokoferoksil radikali (Vit E-O*) lipid ¢ift
tabakadan cikarak sivi kisma gecer. Burada, vitamin C veya diger
indirgeyicilerle (AH) reaksiyona girer. Vitamin C ytikseltgenirken
kendisi indirgenmig haline doner;

VitE-O* +AH —>p VitE-OH+A®

Yikseltgenen vitamin C daha sonra metabolik sireglerden
gecerek indirgenir. Bu olgu bir vit E doéngistne yol agarak
antioksidan aktivitenin siirekliligini saglar.

Parkinson ve Alzheimer gibi yasa bagli birgcok noronal
hastaligin nedenlerini aciklamaya c¢alisan hipotezlerden biri de
oksidatif stres hipotezidir. Yapilan c¢alismalar, Alzheimer hastaligi
sirasinda biriken amiloid beta peptid (AB) plaklarinin dogrudan
oksidan stresi tetikledigini ve oksidatif reaksiyonlar1 baslatabildigini

ortaya koymustur. Ancak vit E verildiginde oksidan strese bagli néron
O0lGmuntn azaldig gozlenmistir (114).

Doz asimi durumunda vit E’nin in vivo herhangi bir yan
etkisine rastlanmamistir. Ancak bazi in vitro deneylerde, disik
yogunluklu lipoprotein (LDL)lerin oksidasyonuna yol actigl
bulunmustur (115).

II. Sekonder Savunma

Sekonder savunmanin temel goérevi oksidan stresin yarattigi
hasarlh ve fonksiyonu bozulmus cesitli yapilar1 ortadan kaldirarak
hticrede birikmesini engellemektir. Baglica; lipolitik ve proteolitik
enzimler olmak {izere iki gruba ayrilir (2, 116).

2.5. NITRIK OKSID

flk olarak 1987 yilinda Furchgott ve arkadaslari, daha &nce
endotel kaynakli vazodilatér faktér olarak bilinen ve kan
damarlarinin gevsemesine sebep olan gizemli molekiiltin nitrik oksid
(NO) oldugunu ortaya cikarmislardir (117). Nitrik oksid, memeli
hiicrelerinin ¢ogunda L-arginin  aminoasidinden Gretilen
paramagnetik bir molekiil, serbest radikal ve suda eriyebilen bir
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gazdir. K¢k bir molekil olan NO’nun plazmadaki biyolojik aktif
konsantrasyonunun 1-100 nM arasinda degistigi ve 3-10 sn’lik bir
yar1 6mrii oldugu tespit edilmistir (118, 119, 120). Buna karsin,
sitrillinin hicre iginde kalip, NOS tarafindan substrat olarak
kullanilmak tuzere tekrar arginine doénUstirilmektedir. Ayrica
substrat saglamak igin arginini hiicre igine tasiyan transport
mekanizmalart da vardir. NO ise, ¢0zlinebilir bir gaz oldugundan
komsu hiicrelere, bakterilere ve virtislere difflizyonla kolayca girer.
Bu molekil hemoglobin, metilen mavisi ve stiperoksid anyonuyla kisa
stirede nétralize edilir.

NO yapiminda gorev alan nitrik oksid sentaz (NOS) enzimi, L-
argininin ugtaki guanidin grubunu NO’ya doénfstirar (Sekil 2.7).
Tim NOS’lar homodimeriktir ve her monomerde rediiktaz ve
oksijenaz protein grubu (domain) igerirler. Rediiktaz grubu NOS’un
kofaktorleri olan FAD, NADPH ve FMN’i baglarken, oksijenaz grubu
ise hem ve tetrahidrobiopterin (BH4)’i baglamaktadir. Bu iki grup da
kalmodulin araciligiyla biribirine baglanir. Bu reaksiyon sirasinda -
hidroksil-L-arginin ara bilesigi olusur. Ayrica NOS, substrati son
trtnler olan NO ve L-sitriilline oksidize etmek icin molekiiler oksijeni
kullanir (118, 119, 121). NOS'un L-N ¢ —monometil -arginin (L-
NMMA), N G —nitro-L-arginin- metil ester (L-NAME) ve N & -nitro-L-
arginin (L-NNA) gibi kompetitif inhibitérleri vardir.

02
A » NO + L-sitrillin
NOS \
Nitrit (NOy")
Nitrat (NOz-)

L-arginin

Sekil 2.7. Nitrik oksid sentezi.

Nitrik oksidin en iyi bilinen effektdrleri guanilat siklaz ve cGMP
olmasina ragmen, G proteinleri, ¢esitli enzimler, transkripsiyon
faktorleri, tasiwyicilar (transporter) ve iyon kanallart da hedefleri
arasinda yer almaktadir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Nitrik oksidin biyolojik reaksiyonlari.

Viicutta NOSun iki izoformu bulunur: indiiklenebilir (i) NOS
ve yapisal (constitutive) NOS. Yapisal (c)NOS da, endotel (e) NOS ve
noéronal (n) NOS olmak tzere ikiye ayrilir. iNOS kalsiyumdan
bagimsiz olarak aktive olurken, cNOSun aktif olmasi igin Ca*?
konsantrasyonunun artmasi gerekmektedir.,

Indiiklenebilir (i) NOS sentezi, bakteriyel lipopolisakkaridlerin
(LPS) veya sitokinlerin (IL-1, IL-2, IL-6, TNF) immin hficrelerinin,
Ozellikle makrofaj ve diger hiicrelerin (endotel hiicreleri) ylizeyindeki
reseptorleri uyarmas ile aktif hale gelir (119, 121). Bu, birkac¢ saat
icerisinde baslayan, 18 saatte maksimum degerine ulasan ve 24
saatte disen yilksek diizeyde NO salinmasina yol acan uzun siireli
bir etkiye sahiptir. Bu enzim, bitin izoformlar: icin gerekli olan
kalsiyum ve kalmodulini iginde barnndirdigindan , sentezlenir
sentezlenmez aktif hale gelir. iNOS’un uyarilmasindan sonra salinan
NO hedef hiicrelere difflize olup, o hiicreledeki enzimlerin demir-
slilfir merkezleriyle birlesir. Bu reaksiyon sonucunda, mitokondrinin
solunum zinciri enzimlerini ve DNA sentez enzimlerini inhibe ederek,
viral ve bakteriyel istilacilarin, ayni zamanda hlicrenin kendisinin de
6limiine sebep olur.

Endotel () NOS vaskiler endotelyumda bulunan yapisal bir
enzimdir. Damarlarin parasempatik innervasyonla kolinerjik
stimfilasyonu intraseliiler serbest kalsiyum konsantrasyonunu
arttirarak, eNOS’u aktif hale getirir. Olusan NO, diffizyon ile diz
kaslara gecger ve sGCyi aktif hale getirir. Salinan cGMP intraseliiler
kalsiyumu duastrir. Diz kaslarin gevsemesini saglar ve platelet
agregasyonunu inhibe eder. Kisa streli bir etkisi vardir (119, 121).

Enzimin Gg¢lncil izoformu olan ndéronal (n) NOS, eNOS gibi
yapisal bir enzim olup merkezi sinir sistemindeki (MSS) ve otonom
sinir sistemindeki bircok néronda bulunur. Serebellum, serebral
korteks ve hipokampusta ylksek konsantrasyonda, hipotalamusta
(6zellikle paraventrikiiler ve supraoptik ndronlarda) ise cok yiiksek
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konsantrasyonda bulunur. Enzimin bu formu, eNOS gibi, kalmodulin
ile birlesen intraseliiler kalsiyvumun artmasina yol agan sinaptik
girigsle aktif hale gelir. Bu da enzimi ¢aligtirarak, NO’nun olugmasini
saglar. Olusan NO guanilat siklazi aktif hale getirip cGMP
salinmasimna yol acar. nNOS’un beyinde Ogrenmeyi ve hafiza
olusumunu diizenledigi ve noérodejeneratif hastaliklarda rol oynadig:
bildirilmistir (117, 119, 121).

NO’nun birgok hipotalamik peptidin ve ndrotransmiterin
fizyolojik salinmasinin kontroliinde -kilit rolli oynadigt bildirilmistir.
Paraventrikiiler cekirdekte (PVN) kortikotropin-salinma hormonu
(CRH))nun ndronlar tarafindan salgilanmasmni kontrol ettigi
gosterilmistir (119). Buna ek olarak, luteinlestirici hormon (LH)
salgisinin NO aracihigiyla oldugu, blyime hormonunun (GH)
salgisinin ise NO’nun GHRH salgisini uyarmasiyla gercgeklestigi ifade
edilmistir. IL-1 uyarimh prolaktin salgisinin da NO araciligiyla oldugu
ve bu isi blylk olasihikla oksitosin gibi, NO-uyarimh prolaktin
salgilama peptidlerinin yerine getirdikleri ileri slriilmektedir (119).
Blitin bu sonuglar, fizyolojik kosullar altinda NO’nun
hipotalamustaki ndrotransmiter ve ndropeptid salinmasinin
kontroliinde 6nemli bir gérevi oldugunu goéstermektedir.

NO sadece bircok hipotalamik peptidin salinmasimi uyarmakla
kalmayip, inhibitér nérotransmiter olan gamma amino butirik asid
(GABA)’in de salinmasim uyarmaktadir. Buna ek olarak NO, medial
bazal hipotalamustan norepinefrin ve dopamin salinmasini da inhibe
etmektedir (119).

Epifizdeki ytksek iNOS induksiyonunun bu bezdeki kademeli
fonksiyon azalmasina katkida bulunabilecegi ve yaslanmayla olusan
nokturnal melatonin  seviyesindeki  azalmada ~ ve bezin
kalsifikasyonunda etkili olabilecegi ileri strilmektedir (119). Bu,
antioksidan olan melatonin hormonunun salgisinda azalmaya yol
agar.

Nitrik oksidin ndrodejeneratif hastaliklarda da yer aldigi ve
nigrostriatal dopaminerjik sistemin néronlarnin kaybindan dolay:
ortaya ¢ikan Parkinson hastaliginda onemli bir rol oynadig
belirlenmigtir. Ayrica ensefalitik semptomlarla karakterize olan
influenza, substantia nigra bolgesinde bliylik oranda NO olusumuna
sebep olmakta ve dopaminerjik néronlarin kaybina ve erken yaslarda
Parkinson gelisimine neden olmaktadir. Parkinsonizm’in yaslanmayla
birlikte gérilmesi, bliylik ihtimalle bu bdlgede normal hastalarda bile
gozlenen dopaminerjik néronlardaki azalmaya baglhdir. Bu azalma,
enfeksiyonlar esnasinda NO  {retiminin artmasindan da
kaynaklanabilir. Bunun yaninda NO’nun Alzheimer’da, Huntington
Kore’de veya MSS’deki herhangi bir enflamasyon alaninin
cevresindeki hiicre o6liminde yer alabilecegi ileri siiriilmektedir
(119). Buna o6rnek olarak multiple skleroz veya beyin travmasi
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akabinde olusan enflamasyonlar verilebilir. Deneysel c¢alismalar
NOnun NMDA reseptor-aracili nérotoksisitede ve fokal serebral
iskemiden sonra gortlen ndéron Olimiinde de yer aldigim
gostermistir. Asit  miktardaki NO néronlar1 6ldirdiGginden,
yaslanmayla birlikte muhtemelen ylksek dlizeyde NO tretilmekte, bu
da yaslanmanin yaninda bir¢ok ndérolojik hastalifin etiyolojisinde rol
oynayan néronal hiicre tahribi ve kaybina yol agmaktadir (47). Yine
yapilan deneylerde, spinal kord travmasindan sonra dorsal boynuz
néronlarinda yuksek dizeyde NOS’a rastlanmigtir. NOS’un
inhibisyonu kesilen aksonlarda motondronal 6limi{ azaltmaktadir.
Bu sonuglar NO’nun yaralanmadan sonra goriilen néronal dlimden
sorumlu oldugunu gostermektedir (48).

Molektiler serbest radikal olan NO, oksijen varlifinda NO®, ve
N2O3 gibi gesitli reaktif nitrojen oksid tiirleri (RNOS) olusturmaktadir.
NO/Q; reaksiyonundan olusan arabilegikler DNA ve enzimlerin
oksidasyonuna ve hatta zincir kirilmalarina sebep olmaktadir (121,
122). Otooksidasyondan olusan bu reaktif tiirlere ek olarak NO,
oksijen radikalleri ve sliperoksidle reaksiyona girip, gii¢lii bir oksidan
olan ve bircok biyolojik molekiilli modifiye edebilen peroksinitrit
(ONOO7)’i olusturabilmektedir. Fakat, SOD konsantrasyonu yuksek
ise ONOO™ reaksiyonu azalmaktadir. Eger ortamda SOD
bulunmuyorsa ve glutatyon (GSH) varsa, NO’nun depo formu olan s-
nitrosoglutatyon’un olustugu ve bunun da cGMP olusumunu
sagladig: tespit edilmistir. Ayrica ortamda BH4 bulunmuyorsa ve NOS
arginine doymussa Urinin yine cGMP olusumunu uyaran H,O»
olacagl ileri stirtilmektedir (121).

02 ve O3 ile reaksiyonundan olusan RNOS’un zararl etkilerine
karsin, NO’nun antioksidan etkileri de oldugu bildirilmistir (11, 122,
123). NO hemoproteinlerin hidrojen peroksid tarafindan tahribini
engellemenin yanisira, DNA’da tek veya ¢ift zincir kinllmalarina sebep
olan fenton tipi oksidasyon reaksiyonlarini ortadan kaldirmaktadir.
Dolayistyla NO lipid peroksidasyon reaksiyonlarinda zincir-kiran
antioksidan olmasinin yaninda, hticreleri peroksidlerin ve reaktif
oksijen tlrlerinin yikici etkisinden korumaktadir. Ancak bu etkinin
NO ile O™ arasindaki orana bagl oldugu tespit edilmigtir (11, 122,
123). Bir bagka deyisle, NO : O2" oran: birden kiicik ise NO
Uretiminin artmasi lipid peroksidasyonu arttirmaktadir. Buna karsin,
oran esit veya birden biylk olursa NO oksidasyonu engellemekte,
dolayisiyla antioksidan etki géstermektedir. Bunun yaninda, NO’nun
o-tokoferol’den 104 - 10° kat daha etkili bir peroksil radikali
temizleyicisi ve lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarinin
terminatdrii oldugu 6ne slrilmektedir (9, 11). Bu 6zelliginden dolay:
a-tokoferol'in  oksidan strese maruz kalarak tlikenmesini
engellemektedir.

26



Bu karsit bulgular nitrik oksidin iki tarafi keskin bir kili¢ gibi
degerlendirilmesine neden olmustur. NO'nun farkli etkilerinin
NOS’un izoformlarindan kaynaklandigini veya oksidatif stres, reaktif
oksijen arabilesiklerinin olugmasi ve antioksidan sistemin yetersiz
kalmasi1 gibi durumlarda ortaya c¢iktigini iddia eden arastirmalar
bulunmaktadir (121, 123). Birinciler; eNOS tarafindan sentezlenen
NO’nun fizyolojik etkilere sahip oldugunu, buna karsin iNOS ve
nNOS araciligiyla sentezlenen NO’nun patolojik olabilecegini ileri
stirmislerdir (121). Ikinciler ise, NO’nun etkileri arasindaki farkin bu
molekliliin farkli redox-iligkili (redox-related) tiirlerine ve farkh
kimyasal aktivitelerine baglt oldugunu savunmuslardir. Bu goérise
goére, NO fizyolojik ortamda bir serbest radikal olan nitrojen monoksid
(NO® ) veya nitrozonyum katyonu (NO* ) formunda bulunur. Eger
dokuda NO® olusumu daha baskin olursa nitrik oksid nérotoksik bir
etki gostermekte; fakat, ortamda NO* olusumu daha fazlaysa
noroprotektif bir etki gbzlenmektedir. Nitrozonyum katyonu koruyucu
etkisini NMDA reseptorlerini nitrozilleyerek ve inaktif hale getirerek
gostermektedir. Boylece NMDA-aracii  noérotoksisiteyi inhibe
etmektedir (123, 124).

Ayrica, diger bir grup arastirmaci NO’nun oksidatif etkisinin
farkli nitrik oksid dondrleri kullanmaktan kaynaklandigini ve
bunlarin bazilarinin fizyolojik kosullardaki nitrik oksid salinmasini
temsil edemeyecegini ileri sirmustiir. Ornegin, SIN-1 (3-morpholino-
sydnonimine) ve SNP (sodium nitroprusside)’nin énemli 6l¢tide NO
salinmasina yol a¢madiklar: gibi toksik bir etkiye de sahip olduklan
ifade edilmistir. Ayrica SIN-1 nitrik oksidin yaninda 6nemli 6lclide
stiperoksid radikali Giretimine yol agmaktadir (10, 14, 122).

Nitrik oksid gorsel sistem de dahil, insan fizyolojisinin hemen
her sisteminde rol oynamaktadir. Yapilan calismalarda, farkl
memelilerin horizontal, amakrin ve ganglion hiicrelerinde nNOS
bulundugu belirlenmistir Bunun yaninda insan ratinal dokularinin

da yapisal NOS ve iNOS'un mRNAlarini sentezleyebildigi
belirlenmigtir (123).

NO’nun fotoreseptdrlerde iki fonksiyonun oldugu ileri
strilmektedir: Isik cevaplarinin modifikasyonu ve fotoreseptorlerden
bipolar ve horizontal hiicrelere sinaptik iletimin modilasyonu (123,
124). Dis segmentlerde, 1s1k uyarani sonucu olusan Ca*?
konsantrasyonundaki diisis partikiiler guanilat siklaz (pGC)in
aktivasyonuna yol acar. pGCnin aktivasyonu kalsiyum baglayici
protein (CaBP) tarafindan dizenlenir. GTP’den cGMP olusmasi 1s13a
bagli cevabin yenilenmesini saglar. I¢ segmentlerde, Ca*?
konsantrasyonundaki artig ve kalmodulin (CaM)’in etkisiyle NOS aktif
hale gelir. Sonucta olusan NO’nun c¢ozlnebilir (soluble) guanilat
siklaz (sGC)in uyarilmasi ve fotoreseptordeki sinaptik iletimin
modiilasyonu gibi bir¢ok etkisi vardir (Sekil 2.9).
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ontrola
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Sekil 2.9. NO’nun fotoreseptordeki etki mekanizmasi

NO’nun komsu hiicrelere diffizyonu bipolar hiicreleri etkileyebilir
(GC aktivasyonu) veya horizontal hicrelerdeki yari-gap-junction
kanallarini kontrol edebilir. Bunun yaninda, dig segmentlere difflize
olup dis segment proteinlerinin ADP-ribozilasyonunu uyarabilir (124).
Nitrik oksid, gorsel sistemin tlim yolaginda yer almaktadir. Histolojik
calismalarda dLGNta ve kortikal bélgelerin tim tabakalarinda NOS
aktivitesine rastlandig bildirilmigtir (123).

28



Yapilan bazi ¢alismalarda, NO*'un retinada NMDA-kaynaklh
akimlar1 dlislirdligli ve noroprotektif bir etki gosterdigi bildirilmigtir
(124). Diger yandan, baska bir grup arastirici nNOS’un retinadaki
ekzitotoksisitede 6nemli bir rol oynadigini, buna karsin eNOS’un
herhangi bir etkisinin olmadigini ortaya koymuslardir (125). Bunun
yaninda, NO’nun dejeneratif retinal hastaliklarda ve retinal iskemide
patofizyolojik bir rol tstlendigi ve anlaml olmamakla birlikte VEP
latensini uzattig1 gdzlenmistir (126). Wang ve Hakanson (127) NO’nun
okller inflamasyonda o6nemli bir roli oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica, sicanlarda NO inhibisyonunun endotoksin kaynakli uveitis’i
engelledigi gozlenmis ve buna dayanarak insanda da uveitis
olusumunda NO’nun rolil olabilecegi ileri strtilmiistiir (128).
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GERECLER VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Faklltesi Biyofizik, Fizyoloji,
Biyokimya ve NoOroloji Anabilim Dallari laboratuvarlarinda
gerceklestirilen bu c¢alsmada 80 adet erkek albino sican
kullanilmistir. Siganlar yaslarina gore geng (3 aylik) ve orta-yash (12
aylik) olmak Uzere iki esit gruba bolinmustir. Her grup ise
herbirinde 10’ar hayvan olmak uzere dort alt gruba ayrilmistir.
Boylece;

Geng kontrol (GK)

Orta-yasl kontrol (OK)

L-Arginin alan geng grup (GA)
L-Arginin alan orta-yash grup (OA)
L-NAME alan geng grup (GN)
L-NAME alan orta-yasli grup (ON)
Vitamin E alan geng grup (GE)

© N o s W

Vitamin E alan orta-yash grup (OE)

olmak lizere 8 grup olusturulmustur.

Sekiz haftalik deney silresince her kafeste birer hayvan olmak
lizere siganlar, ticari sican yemi ve musluk suyu ile beslenmislerdir.
Bu slire boyunca glnlik yem tiketimleri ve viicut agirliklarindaki
haftalik degisiklikler kaydedilmistir. Deney siresince; i) GA ve OA
gruplarina 160 mg/kg/gin L-Arginine, ii) GL ve OL gruplarina 10
mg/kg/giin L-NAME intraperitonal iiij GE ve OE gruplarina 30
mg/kg/glin vitamin E intramuskiler iv) kontrol gruplarina serum
fizyolojik intraperitonal olarak injekte edilmistir. 24 saat achg:
takiben eter anestezisi verilerek goérsel uyarilma potansiyelleri
kayitlarina gegilmistir.

3.1. GORSEL UYARILMA POTANSIYELLERININ KAYDEDILMESI

Gorsel uyarilma potensiyelleri hafif eter anestezisi altinda
hayvanlarin kafalarina yerlestirilen igne elektrotlarn (NE-223S, Smm
Nihon Kohden) ile Neuropack four cihazinda kaydedilmislerdir. Aktif
ve referans elektrotlar bregmanin 0.5 cm arkasina ve 6niine
yerlestirilmistir . Toprak elektrodu ise hayvanlarin kuyruklar: Gizerine
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konulmustur. Flag uyaricisi, Nihon Kohden SLS 2141 uyaricis: ile
hayvanlarin pupillalaninin timi aydinlatilacak sekilde 15 cm
mesafeden uygulanmigtir. Flag uyarisi saniyede bir kere ve en diisiik
siddette (0.63 J) olacak sekilde ayarlanmastir.

Flagla olusturulan gorsel uyarilma potansiyelleri (FVEP) sag ve
sol g6z olmak Uizere monookiiler uyarilarak kaydedilmistir. Deney
sturesince flag verilmeyen diger géz bir pamuk ve karbon kagdi
yardimiyla kapatilmigtir. Bu esnada hayvanlarin viicut sicakliklari
1sitict yardimiyla 37 ile 38.5 °C arasinda tutulmustur (36).

Calismada kullanilan cihazin amplifikatoriiniin  frekans
limitleri 1-100 Hz, kazanci 20 uV/bdélme, analiz zamani 300 ms
olarak ayarlanmigtir. FVEPler 100 kez ortalama alinarak
kayitlanmigtir. FVEP'lerin tekrarlanabilirligini saglamak amaci ile her
kayit en az iki kez yapilmustir. izoelektrik c¢izginin izerindeki
potansiyel tepeleri (pikleri) negatif (N), altindakiler pozitif (P) kabul
edilmistir. Tepe latensleri stimulus artifaktindan itibaren milisaniye
(ms) birimiyle, birbirini izleyen ters polaritedeki dalgalarin genlikleri
tepeden-tepeye mikrovolt (uV) birimiyle hesaplanmastir.

3.2. KAN BASINCI OLCUMU

Sicanlarin kan basing¢lart MP100 Data Acquisition sistem ile
carotid arter kantilasyonu yapilarak kaydedilmislerdir.

3.3. BiYOKIMYASAL YONTEMLER

Hayvanlar 1 g/kg (retan verilerek anestezi edildikten sonra,
thiobarbitlirik asit reaktif Qranleri (TBARS) ve nitrit dlgtimleri icin
beyin dokulan cikarilarak deneye son verilmistir. U¢ kez serum

fizyolojikle yikandiktan sonra hemen nitrit ve TBARS tayini icin
kullanilmastir.

3.3.1. Dokularin Homojenizasyonu

TBARS ve nitrit 6l¢lim{ yapilan dokular ayni gin kiiclik
parcalara ayrildiktan sonra, 5 mM fosfat tamponunda (pH:7.4; 0.5 M
KH2PO4 + 0.15 M NaCl ) sonikasyon igleminden gecirilmistir.
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3.3.2. Doku Thiobarbiitirik Asit Reaktif Uriinlerinin
(TBARS) Olgiimleri

1 ml distile su igeren tlipe SO pl doku slpernatanti
konulduktan sonra, 1 ml 2-thiobarbitiirik asit (TBA, 29 mmol/L)
eklenmistir. Tip iyice kanstirildiktan sonra, 1 saat siireyle 95-100°C
arasinda kaynatilmistir. Numuneler sogutulduktan sonra 25 ul HCI
(5 mol/L) ve 3.5 ml n-bitanol eklenerek 5 dakika sliresince
vortekslenmigtir. Bu islemden sonra; 3000xg’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra, butanol fazi ayrlmistir. Biitanol ekstraktinin
floresansini O0lgmek ic¢in, eksitasyon dalga boyu 525 nm, emisyon
dalga boyu 547 nm olarak spektroflorometre’de (Shimadzu RF-5000)
okunmustur.1,1,3,3-tetra-metoksi-propan standardi aynen numune
gibi calisilarak numunelerin igcermis oldugu TBARS miktari, standart
grafiginden yararlanilarak hesaplanmistir (129).

3.3.3. Nitrit Tayini

Dokular homojenize edildikten sonra +4 °C ve 14.000 rpm’de
10 dakika santrifuj edilmislerdir. 1 ml slipernatant alinarak Uzerine
0.5 ml 4-hidroksikumarin (% 0.04) ilave edilmistir. Karisim 5 dakika
buz banyosunda bekletildikten sonra 50 ul sodyumthiosiilfat (% 8)
eklendi ve 5 dakika oda isisinda beklenmistir. Daha sonra, 0.5 ml
NaOH (1.5 M) eklenerek numuneler yine oda isisinda 10 dakika
bekletilmiglerdir. 347 nm eksitasyon ve 453 nm emisyon dalga
boylart kullanilarak, numunelerin floresans: spektroflourometrede
Olctilmistir (130, 131).

3.3.4. Protein Tayini

Protein tayini, albimin standard olarak alinip Lowry
yontemine (132) gore yapilmigtir.

3.4. ISTATISTIKSEL iSLEM

Istatistiksel degerlendirme SPSS paket programi kullanilarak
yapilmigtir. Parametrelerin sag-sol, yas ve grup farklibiklan “Varyans
Analizi (ANOVA)” ile incelenmistir. Ikili gruplarn karsilastirilmasinda
ise, “Tukey’s HSD” testi kullanilmis ve sonuclar, ortalama #* standart
sapma olarak verilmistir.
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BULGULAR

4.1. GENEL GORUNUM

Kontrol (K), L-arginin (A) ve L-NAME (N) gruplarini olusturan
hayvanlarin gorintim ve davraniglarinda herhangi bir degisiklige
rastlanmamakla birlikte, vitamin E (E) grubunu olusturan
hayvanlarin tlylerinin parlak oldugu ve daha saglikli bir gérinim
kazandiklar: gozlenmistir.

4.2. BESIN TUKETIMI

8 haftalik deney sliresi boyunca kontrol ve deney gruplarinin
haftalik yem tliketimleri takip edilmis, sonuglar 100 gram vicut
agirlig: esas alinarak g/gin ve olarak degerlendirilmistir.

ON grubundaki hayvanlarin besin tliketimlerinin OK’ya gore
anlamli olarak azaldigi fakat, diger gruplarda herhangi bir fark
olmadig1 saptanmistir. Bunun yaninda orta-yash gruplarda genclere
gbre yem tlketiminin arttigi gézlenmigtir (Tablo 4.1).

4.3. AGIRLIK DEGisIMi

Deney grubundaki hayvanlarin agirhik degisimleri ile kontrol
gruplarinin agirhk degisimleri arasinda herhangi bir farkhhk
gbzlenmemisgtir. Ancak, hem deney hem de kontrol gruplarinda deney
slresince agirliklarin 6nemli bir artig gosterdigi, bu artisin da geng
gruplarda daha belirgin oldugu gozlenmistir (Tablo 4.1, Sekil 4.1).

4.4. KAN BASINCI

GK, GN, OK ve ON gruplarinin kan basinci degerleri sirasiyla,
100.34+£7.02, 102.18+£7.82, 99.54+7.10, 101.83+4.78 bulunmus ve L-

NAME gruplarinin kan basinci degerlerinde kontrollerine gére énemli
bir fark gézlenmemistir.
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Tablo 4.1. Kontrol ve deney grubu hayvanlarimin agirhk degisimi ve yem tliketimi.

Baslangictaki Son Viicut Giinliik Yem
GRUPLAR Viicut Agirligs Agirlig Tiiketimi
(2) (2 (g/ giin/ 100g)
Geng¢ Kontrol
202.50+23.79 285.83+25.39 7.64+1.48
(GK)
Orta-
yas 9.27+0.88
Kontrol 305.56+25.55 336.67+25.98
* p<0.01
(OK)
Geng L-arginin
235.83+19.29 320.83£28.75 7.03+0.91
(GA)
Orta-yas
L-axrginin 313.00+31.99 354.00£32.04 9.07+0.53
(0A) |
Genc L-NAME
218.33+25.52 299.17+23.14 7.4610.80
(GN)
Orta-
yas 7.06+0.81
L-NAME 309.094+30.15 367.27+29.01
** p<0.01
(ON)
Geng Vit-E
219.17+£32.32 309.17+21.93 7.89+1.13
(GE)
Orta-yas
Vit-E 290.00+£25.30 370.91£27.37 8.6510.86
(OE)

*Geng gruplar - Orta-yash gruplar
**Deney gruplar: - Kontrol gruplar:
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Sekil 4.1. Gruplarn haftahk afrhk degisimi.

4.5. DOKU THIOBARBITURIK ASIT REAKTIF URUNLERI (TBARS)
ve NITRIT SONUGLARI

4.5.1. Beyin TBARS ve Nitrit Sonucglar:

Beyin TBARS ve nitrit degerleri Tablo 4.2, Sekil 4.2 ve Sekil
4.3'te gbsterilmigtir.

TBARS ve nitrit dlizeylerinin orta-yasli grupta gencg gruba goére
anlamh olarak arttigi saptanmistir (Tablo 4.2). GN ve ON gruplarinda
kontrollerine gore beyin TBARS dizeylerinin arttigi ve bu artisin
anlamli oldugu goézlenmistir. Bununla birlikte GA, OA, GE ve OE
gruplarinda beyin TBARS seviyesinin azaldigi fakat bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli olmadigl bulunmustur.

Kontrollerine goére, OA grubunda beyin nitrit seviyesinin
artarken, ON grubunda ise beyin nitrit seviyesinin azaldigi ve bu
bulgulann anlamhhk tasidigi tespit edilmistir. Bunun yaninda
Vitamin E’nin GE ve OE gruplarinda kontrollerine gbére beyin nitrit
seviyesini anlamli dizeyde diisGrdiigl gozlenmistir.
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Tablo 4.2. Beyin TBARS ve nitrit degerleri.

GRUPLAR

TBARS

(nmol/g prot.)

Nitrit

(nmol/g prot.)

Geng¢ Kontrol

(GK) 3.87+1.27 3.344+0.31
Ort-yas Kontrol 5.3610.62 4.47+0.99
(OK) * p<0.05 * p<0.01
Geng (Ié-z;'ginin 3.140.56 3.76£0.54
Orta-yas L-arginin 5.96+0.87
(0A) 3.91+0.42 " p<0.01
Genc¢ L-NAME 6.10£1.62
(GN) * £<0.001 2.67+0.44
Orta-yas L-NAME 8.04+1.71 3.10+0.39
(ON) ** £<0.001 ** n<0.01
Geng Vit E 2.13+0.30
(GE) 3.00£0.54 v <001
Orta-yas Vit E 2.9020.50
(OE) 4.0410.84 > pe0.01

*Geng gruplar - Orta-yash gruplar
**Deney gruplar - Kontrol gruplar:
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4.6. VEP SONUCLARI

VEP'ler sag ve sol gozler flag uyaran ile ayr1 ayn uyarilarak
monokiler olarak kaydedilmisgtir. Sekiz grup icin elde edilen VEP’lere
ait birer 6rnek Sekil 4.4 ve Sekil 4.5'te sunulmustur.

VEP parametrelerinin sag-sol ve grup farkhiliklari varyans
analizi (one-way ANOVA) ile degerlendirilmistir. VEP'lerin latens ve
genlikleri karsilastirildiginda ayni grup icin sag ve sol VEPler
arasinda fark gozlenmemis, ancak gruplar arasinda farklar oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglara dayanarak, daha sonraki istatistiksel
analizler sag§ ve sol gbozden kaydedilen VEP parametrelerinin
ortalamasi alinarak yapilmis ve degerlendirilmigtir.

VEP'lerin latens ve genliklerinin ortalama degerleri, standart
sapmalart ve Tukey testi sonuglart Tablo 4.3 ve Tablo 4.4'te
gorilmektedir. Bu sonuglara gore, geng gruplarla karsilastirildiginda,
tim orta-yash gruplarda Pi, N1, P2, N2 ve P3 tepe latenslerinin arttigi
gozlenmigtir. Ancak, bu artisin yalnizca OK grubunun Ps bileseninde
anlamlilik tasidig: tespit edilmistir. GN grubunda P; , ON grubunda
P1, P2, N2 bilegenlerinin tepe latenslerinin kontrollerine gére anlamli
olctide uzadigy saptanmistir. Ancak diger gruplar arasinda 6énemli bir
farkliligin olmadigl gérilmustiir.

Tepeden-tepeye genlik degerleri incelendiginde; P2N2 ve NyPs;
genliklerinin, ON ve OE gruplarinda OK’ya gbre Onemli olcide

azaldigi gorilmustir. Diger gruplarda ise genliklerde herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir.
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Tablo 4.3. Sekiz grup i¢in gézlenen gorsel uyarilma potansiyellerindeki piklerin
latens degerlerinin ortalama ve standart sapmalari, Tukey post-hoc testi sonuglari.

GRUPLAR P: (ms) N: (ms) P2 (ms) N2 (ms) P3 (ms)

Gen‘ié‘lg)"tml 10.68+2.44 | 35.72+3.47 | 52.4443.95 | 72.17+3.03 | 108.4145.58
Orta-yas

Kontrol | 21.6643.36 | 38.04+4.67 | 52.843.87 | 72.4216.20 | 124.60:8.80

* p<0.01

(OK)

Ge"?(é‘:)’gmin 02.13+3.47 | 37.68+2.38 | 53.52+1.58 | 74.9445.90 | 117.24+7.76
Orta-yas

L-arginin | 24.67+5.93 | 41.20+9.03 | 57.93%0.89 |77.72+11.11 | 126.72+16.03
(OA) '

Genc¢ L-NAME | 24.63%3.85
GN) o001 | 40-5144.87 | 58.85:7.70 | 78.2147.29 | 110.3418.18
Orta-yas

25.5645.58 62.94+13.23 | 81.48+14.05

L-NAME a0 05 | 42-18£7.78 | 00 | L | 121.74£12.30
(ON)

Ge‘;f}g)itE 10.98+3.80 | 37.5542.79 | 54.63+1.60 | 71.18+3.61 | 111.84+7.15
Orta-yas
Vit E 20.28+3.20 | 37.86+2.23 | 55.32+3.92 | 69.80+4.57 | 122.86+11.03
(OE)

*Geng gruplar - Orta-yash gruplar
**Deney gruplar - Kontrol gruplari
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Tablo 4.4. Sekiz grup igin gozlenen gdrsel uyarilma potansiyellerindeki pikten-pike
genlik degerlerinin ortalama ve standart sapmalari, Tukey post-hoc testi sonuclar.

GRUPLAR PiN; (uV) NiP2z (uV) P2N2 (1V) N2Ps (nV)
Ge“‘ié‘lg)"tml 4.53+1.87 5.01+2.46 7.8343.28 8.8643.21
Ort-yas
Kontrol 5.6942.84 5.74+3.62 8.0145.10 11.4846.70
(OK)
Geng (Ié'z;'ginin 4.8542.20 6.78+3.87 7.76+4.49 10.2642.81
Orta-yas
L-arginin 5.4042.40 6.56+2.65 7.76+3.03 9.5043.81
(OA)
Ge“‘f(é‘g:AME 6.7143.47 6.67+2.44 5.6042.03 7.94+4.08
Orta-yas
3.8342.16 7.08+4.05
L-NAME 7.3043.77 5.98+3.78 Gy 52005
(ON)
Ge':ég)“ E 6.65+2.79 7.48+3.21 6.04+2.54 9.70+4.22
Orta-yas Vit E 4.1542.21 5.78+2.23
o) 4.9542.36 5.86+3.80 o 05 008

*Geng gruplar - Orta-yash gruplar
**Deney gruplar - Kontrol gruplari
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TARTISMA

Hayvanlarin yaglara gore smiflandiriimasi daha o6nceki
yaymlara (62, 133) uygun olarak yapilmistir. Buna gore; 3 aylik
hayvanlar  geng, 12 ayllkk hayvanlar orta-yasli grubu
olusturmuslardir.

Yaghhgin mekanizmas: tam olarak bilinmemekle birlikte bu
gine kadar yapilan c¢aligmalar, yashiliginin ve bircok hastaligin
mekanizmasinda lipid peroksidasyonun rolil oldugunu ortaya
koymuslardir (2, 134). Lipid peroksidasyona yol agan bir¢ok ajan
icerisinde oldukca reaktif ve kararsiz bir gaz olan NO'da yer almistir.
Sinyal iletiminden hiicre 6limiine kadar bir¢cok biyolojik fonksiyonda
yer alan NO'nun biyolojik etkilerinin molekiiler mekanizmasi hentiz
tam olarak anlagilamamistir. Ancak NO'nun bir takim fizyolojik
bozukluklarin oldugu durumlarda serbest radikal olusturmada daha
etkin roliiniin oldugu, normal fizyolojik kosullarda ise protektif
etkisinin oldugu ileri strtlmistir (9). Nitrik oksidin hipokampus,
korteks, striatum gibi bolgelere ilaveten goérsel sistemde de bol
miktarda bulunmasi yasa bagh gorsel sistem degisikliklerinde
roliiniin olabilecegini diigiindirmektedir. Literatlirde henliz agikliga
kavugmamis bu soruyu aydinlatmak amaciyla planlanan
cahismamizda, NO yapimini indikleyici ve inhibe edici ajanlar
verilerek yaslanmayla ortaya c¢ikan gorsel sistem degisikliklerinde
NO'nun roliiniin olup olmadig arastirilmistir. Bunun icin, NO sentez
aminoasidi olan L-arginin 160 mg/kg/glin olarak uygulanmistir.
Literatiirde L-arginini daha yliksek dozda kullanan arastiricilar da
s6z konusudur (127, 135). Ancak Santamaria ve ark. (136) yaptiklar
¢alismada L-argininin prooksidan oldugunu ve lipid peroksidasyonu
arttirdigin1  ortaya koymuslardir. Dolayisiyla, c¢alismamizda L-
argininin dozu bu bulgu ve literatirdeki diger calismalar (137) goz
Oniine alinarak segilmistir.

Diger yandan, NO sentezini inhibe etmek amaciyla L-NAME
verilmistir. Daha ©6nceki ¢alismalarda (138), kronik NOS
inhibisyonunun hipertansiyon ve glomeruloskleroz'un yanisira
merkezi sinir sistemi hasarlarina da yol a¢tigl saptanmistir. Ornegin
6 ay L-NAME alan gruplarda inme(stroke)nin gérilme sikhginin
%100 oldugu ve 11 ay alan gruplarda ise %79 oraninda motor
fonksiyon bozukluklarinin gelistigi gbzlenmigtir (138). Literatiirde
daha ylksek dozda kullananlar da bulunmakla birlikte(127, 135), bu
bulgular ve dnceki deneysel ¢aligmalara (127, 139) dayanarak L-
NAME'in dozu 10 mg/kg/glin olarak segilmistir. Nitekim, yapilan kan
basinct dlgimlerinde bu dozun siganlarda hipertansif bir etki
gostermedigi saptanmistir.
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Yashligin mekanizmasinda lipid peroksidasyonun énemli roli
oldugunu ifade eden calismalarin (96, 140) 18 altinda, lipid
peroksidasyonun  yaslanmanin  olusturdugu  gorsel  sistem
degisikliklerini o6nlemek amaciyla 30 mg/kg/glin dozunda
antioksidan vitamin E kullamilmistir. Sectigimiz dozaj bazi
arastiricilarla (141, 142} uygunluk igerisinde olmakla birlikte, 150-
300 mg/kg/gln gibi yiksek dozda vitamin E kullanilan calismalar da
mevcuttur.

Deney gruplarn kontrol gruplan ile karsilastirildiginda besin
tiketiminin L-NAME alan orta-yaslh grupta anlamli olarak azaldigi
fakat digerlerinde herhangi bir fark olmadig gozlenmistir (Tablo 4.1).
Bu bulgumuz, L-NAME’in hentiz bilinmeyen bir mekanizma ile besin
alimini azalttigini vurgulayan diger bir ¢alisma (143) ile uygunluk
gostermektedir. Deney siiresince tim gruplarda vicut agirhiklarinin

arttigl ve bu artigin geng¢ gruplarda daha fazla oldugu saptanmustir
(Tablo 4.1).

Yasa bagli olarak TBARS seviyesinde olusan artisin serbest
radikallerin yaslanmaya etkisinin 6nemli belirteclerinden biri oldugu
bircok calismada vurgulanmistir. Yari O6mirlerinin @ kisa,
konsantrasyonlarinin distik ve reaktif olmalar serbest radikallerin in
vivo sartlarda Olgililmesini zorlastirmaktadir. Bu ylzden, oksidan
stresin olusturdugu ikincil Grinlerin Ol¢lilmesine dayanan dolayl
yontemler gelistirilmistir. Lipid peroksidasyon indeksi olarak kabul
edilen malonil dialdehid (MDA)’i 6l¢cmeye dayali yontem kullanilmakla
birlikte, biyolojik o6rneklere uygulanmasi bazi sorunlar teskil
etmektedir. Clinki, thiobarbitirik asit lipid peroksidasyon son Grini
olan MDA disinda diger bilesiklerle de (aminoasitler, sekerler, lipid
oksidasyon fdrinleri) etkilesime girmektedir. Dolayisiyla, bircok
arastirmaci tarafindan peroksidasyon indeksi olarak MDA yerine
thiobarbitlirik asit reaktif trinleri (TBARS) adinin kullanilmasi
Onerilmektedir (70, 144). TBARS yontemi, O0lclilen Urlnlerin
cogunlugunu MDA teskil ettigi icin ve c¢ok basit ve hizli olmasi
nedeniyle tercih edilen bir ydntemdir (145, 146).

Beyin viicutta oksijen tliketiminin en fazla oldugu aerobik bir
organdir. Dolayisiyla beynin tdkettigi oksijenin cogu CO, ve suya
doénusmekle birlikte, normal kosullarda oksijenin bir kismi O, , H20,
ve OH® gibi serbest radikaller olusturmaktadir. Ayrica, beyinde
serbest radikallerin hedefleri icerisinde yer alan poliansatire yag
asitlerinin bol miktarda bulunmasi da beyni oksidatif hasara daha
duyarh hale getirmektedir. Bu nedenle de, serbest radikallerin zararl
etkilerini ortadan kaldiracak cesitli antioksidan mekanizmalar s6z
konusudur. Ancak yaslanmayla birlikte antioksidan savunma
sisteminde olusan azalma ve mitokondrideki elektron transfer
zincirinde olusan degisiklikler serbest radikal olusumunu arttirarak
beyin yaslanmasina neden olmaktadir. Beyin yaslanmasinin
biyokimyasal yapist henfiz tam olarak bilinmemekle birlikte,



yaslanmanin sinaptozomlardaki, mitokondrideki ve mikrozomlardaki
enzim aktivitelerini disirdGgd bilinmektedir. Bu azalmanin ozgiil
enzimatik  proteinlerin  donlsimindeki  degisiklikler veya
membranlarin enzim substratlarina kars: gecirgenliginin degismesi
gibi nedenleri olabilir. Sonu¢ olarak, TBARS degerlerinin yasa bagh
olarak artmasi beyin yaslanmasinda lipid peroksidasyon artisinin
onemli oldugunu vurgulayan c¢alismalarla uygunluk icerisindedir (1,
2, 147, 148, 149, 150).

GN ve ON gruplarinda kontrollerine gére TBARS seviyesinin
arttigns  bulunmustur. NOS inhibitéri olan L-NAME’in lipid
peroksidasyonu arttirdig1 ve bu artisin orta-yash gruplarda daha fazla
oldugu saptanmustir. Bunun yaninda, L-arginin verilen gruplarda da
anlamlh olmamakla birlikte TBARS seviyesinin dismesi NO’nun
antioksidan bir etkisi oldugunu ve L-NAME'in NO sentezini inhibe
ederek bu etkiyi ortadan kaldirdigini gostermistir. L-arginin'in
anlamli bir etki gostermemesi uygulanan dozun yetersiz olmasindan
kaynaklanmig olabilir. Bu bulgularimiz birgok arastirmacinin
yaptiklar1 ¢alismalar (9, 10, 12, 13, 14, 126, 151, 152) ile uyum
icerisindedir. NO’nun paradoksal etkisi bu molekiilin redoks
durumuyla agiklanmaktadir. Fizyolojik ortamda NO serbest radikal
olan nitrojen monoksid (NO®) veya nitrozonyum katyonu (NO¥)
seklinde bulunabilmektedir. Eger dokunun redoks durumu NO°
olusumuna uygun ise nérotoksik bir etki olusurken, NO* olusumuna
elverigli olmast NMDA reseptor aktivitesini baskilayarak néroprotektif
bir etki gostermektedir (124, 126). Diger yandan, bazi arastiricilar da
NO'nun lipid peroksidatif etkisinin patolojik kosullarda ortaya
ciktifina isaret etmistir. Zira ortamda ¢ok fazla slperoksid iyonu
bulunmas: halinde NO'nun lipid peroksidasyona neden oldugu,
siiperoksid iyonunun az oldugu durumlarda antioksidan etki
gosterdigi tespit edilmistir. Bu etkinin NO ile Oz arasindaki oranla
ifade edilebilecegi, bu oranin birden kiicik olmas: durumunda
NO'nun oksidan, bire esit veya blylk oldugu durumlarda
antioksidan gibi davrandigi 6ne srilmistlr (11, 122, 123, 153).

Diger yandan, vitamin E verilen gruplarda lipid
peroksidasyonun azaldig gobzlenmis fakat, bu azalma anlamli
bulunmamigtir. Daha yliksek dozlarda vitamin E kullanilarak bu
etkinin belirgin hale gelebilecegi distnilmektedir.

NO oksijen araciliiyla kolaylikla nitrit (NO2-) ve nitrat (NOs)’a
ylukseltgenen yan 6mri ¢ok kisa olan bir molekiildiir. Bu nedenle
biyolojik dokularda dogrudan Olgtlmesi zordur. Son yilarda aninda
6lcim yapan sensorler gelistirilmesine ragmen, NO yikim Grtinii olan
nitriti  6lgmeye dayanan dolaylh yontemler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Biz de calismamizda NO indeksi olarak nitriti
kullandik. Yapilan deneyler sonucunda yasla birlikte nitrit
seviyesinin anlamh olarak arttigi bulunmustur. Nitrit diizeyinin L-
arginin verilen gruplarda énemli 6l¢lde arttig1 gbzlenirken, L-NAME
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verilen gruplarda nitrit diizeyinin azaldig1 saptanmustir. Literatirle de
(47, 136, 154, 155) uyumlu olan bu bulgularimiz nitrit tayininin NO
seviyesini belirlemede uygun bir ydntem oldugunu goéstermektedir.
Vitamin E verilen gruplarda ise nitrit seviyesinin azaldigi, fakat bu
azalmanin orta-yasli grupta daha oOnemli oldugu bulunmustur.
Yapilan ¢calismalar antioksidan bir bilesik olan vitamin E’nin, oksidan
bir serbest radikal olan NO;‘i ortamdan temizledigini ortaya
koymuslardir (150, 155, 156, 157). Dolayisiyla, bulgumuz bu
calismalarla uygunluk icerisindedir.

Cesitli kimyasal ajanlarin ve toksik maddelerin gorsel sistem
tzerindeki etkilerini inceleyen bir¢ok arastirma yapilmistir (43, 44,
45, 158). Ancak, gorsel sistemde bol miktarda bulunan ve gorsel
mekanizmanin her asamasinda o6nemli bir roli oldugu bilinen
NO’nun gorsel sistem tzerindeki etkisi konusunda ¢ok az ¢aligiimis
olmasimin yaninda, konuyu NO'nun yaslanmayla iligkisi yoniinden
inceleyen bir c¢alismaya rastlanmamistir. Dolayisiyla; NO'nun
yaslanmayla birlikte gorsel sistemde ortaya cikan degisikliklerdeki
rolinii arastirmak i¢in planlanan bu projemizde, elektrofizyolojik
parametrelerden biri olarak goérsel uyarilma potansiyelleri tercih
edilmistir. VEP'ler gorsel sistemin fonksiyonel arastiriimasinda ve
optik yol patolojilerinin degerlendirilmesinde kullanilan duyarh ve
glvenilir bir ydntemdir. Ozellikle Pigo latensinin optik yol patolojisine
paralel olarak uzadig: dolayisiyla bu parametrenin klinik amacla
kullanilabilecegi bir¢ok ¢aligmada gésterilmistir (40).Sicanlarin gérsel
sisteminde yapilan ¢alismalarda, kaydedilen bu potansiyellerin insan
gorsel sisteminin incelenmesi ydéniinden iyi bir model oldugu
vurgulanmstir (40).

Orta-yash grupta geng¢ kontrole gbére Pz latensinin uzadigi
diger bilegenlerin ise 6nemli diizeyde degismedigi gbzlenmistir. Orta-
yash grupta P; latensinin uzamasi yaglanmanin gorsel sistem tizerine
onemli etkisi oldugunu vurgular. Zira; bu bilesen optik yoldaki
degisiklikleri erken gbsteren bir parametre olarak kabul edilmektedir
(35, 159).

L-NAME'’in orta-yasli grupta gen¢ gruba gore daha fazla VEP
degisikliklerine neden oldugu gorilmistir. Gen¢ grupta lipid
peroksidasyon artiginin, orta-yash grupta ise lipid peroksidasyon
artisina paralel olarak nitritin azalmasinin bu degisikliklere neden
oldugu  sdylenebilir.  Ayrica, L-NAME'in  gérsel uyariima
potansiyellerinde yol actifi bu degisiklikler norotoksik etkisine
baglanabilir. Literatirde bu konu ile ilgili herhangi bir calisma
yapilmadigindan bu sonucumuz detayli olarak tartisilamamistir.

L-Argininin VEP bilesenlerini wuzattign ancak bunun
istatistiksel olarak anlamli olmadig saptanmistir. Bu bulgumuz Oku
ve ark.'nin (126) ¢aligmasi ile uygunluk icerisindedir.
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Calismamizin sonuclari su sekilde 6zetlenebilir:

1.
2.

Yaslanmanin gorsel sistemi etkiledigi gézlenmistir.

Yaslanmada oksidan stresin ve lipid peroksidasyonun
6nemli oldugunu vurgulayan caligmalar: desteklemistir.

. NO’nun oksidan hasar engelleyen 6nemli bir antioksidan

oldugunu gistermigtir.

. NO’nun gorsel sistem ve yaslanma tzerindeki etkilerini

incelemistir.

. Yaslanmanin ve L-NAME'in VEP'lerin farkhi bilesenlerini

etkilemesi etki mekanizmalarinin farkhi olabilecegini ima
etmistir.
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Teknik Universitesi Fen-Edebiyat Fakiltesi Biyoloji Bélimii'nde
Gniversite 6grenimine basladi. 1997 yilinda lisans diplomas: almaya
hak kazanarak Akdeniz Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisi
Biyofizik Anabilim Dali'nda ylksek lisans egitimine basladi. Halen,
Akdeniz Universitesi Tip Fakiltesi Biyofizik Anabilim Dali'nda
aragtirma gorevlisi olarak calismaktadir. Yabanci dili Ingilizce'dir.
Bekardir.

TC. YIKSEK S GRETIM KURULY
60 DOKDMANTASYON



