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GIRIS ve AMAC

Yerylzinde hayatin dogusuna serbest radikallerin neden olduguna inaniimakla
birlikte, bu bilesikler ayni zamanda hemen hemen tim canlilarda yasam
stresince olugan hasarin ve oliumin temel nedeni olarak da kabul
edilmektedirler. Serbest radikaller organik maddelerin havada c¢lUrimesi,
plastiklerin iglenmesi, boyalarin kurumasi gibi endustriyel islemlerde olustugu
gibi mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon surecinde, kategolaminlerin
otooksidasyonunda, aragidonik asitten tromboksan, prostagiandin ve
I6kotrienlerin olugumunda ve yangisal yanitta makrofaj ve granulositlerde yer
alan respiratuvar patlama gibi in vivo ortamlarda da devamli olarak
Uretilmektedirler (5, 9, 14, 22, 26, 70). Dig ortamda ya da organizmanin kendi
metabolik islemleri sirasinda surekli olarak olusan bu radikallerin her cesit
dokuda htcreleri tahrip ettigi ve gen programlarini degistirdigi gosterilmistir.
Serbest radikallerin etkileri hiicre ve dokuda cesitli dlzeylerde yer almakla
birlikte ézellikle membranlara yénelik lipid peroksidasyonu ile DNA ve proteiniere
yénelik oksidatif hasar dikkat gekicidir. Membranlarda yer alan ¢ok doymamis
yag asidlerinin peroksidatif yikilimi sonucu olusan lipid peroksidleri; akiskanli§in
azalmasi, negatif yUzey geriliminde artma, elektriksel stabilite kaybi ve
nonspesifik permeabilite artmas: gibi lipid bilayer dizeyindeki dedismelerin yani
sira membrana bagl enzimlerin inaktivasyonu, tiol grup oksidasyonu ve iyonik
permeabilite  artmasi, oksidatif fosforilasyonun  bozulmasi, karaciger
hidroksilasyon sistéminin hasari ve lizozomal enzimlerin salinmasi gibi
biyomembran ve organel duzeyinde de degisimlere yol acarlar. Bu nedenle
gunumize degQin serbest radikallerin etkisini arastirmaya yoénelik calismalar
temel olarak hicre hasarinda kilit rol alan lipid peroksidasyonu géstergelerini
biyolojik marker olarak kullanagelmisierdir. Bunun sonucu olarak yaglanma gibi
fizyolojk proseslerde ve kanser, reperflzyon hasari, ateroskleroz,
norodejeneratif hastaliklar gibi bir dizi patolojik clayda serbest radikallerin ve
lipid peroksidasyonunun rol oynayici faktérler oldugu ortaya konmustur (1, 4, 9,
14, 15, 17,19, 22, 26, 27, 33, 43, 50, 55).



Yaslanma prosesinde kardiyak dokunun fonksiyonlarinda da énemli degisiklikler
meydana gelmekte ve bu olumsuz degisiklikler organizmanin yagam kalitesini
dustrebilmektedir. Yaslanma prosesinde serbest radikallerin etkili oldugunu
dustndtren hipotezler ve bu konuyu destekleyen cgalismalar g6z Onlne
alindi§inda kardiyak dokuda geligsen bu olaylarda serbest radikallerin etkilerinin

izlenebilecegi aciktir.

Serbest radikallerin yikici etkilerine karsi hacreler ve bir bltlin olarak da
organizma bir takim savunma mekanizmalarina sahiptir. Bu mekanizmalar
serbest oksijen radikallerinin éncul maddelerini safdigi ederek ya da olusan
serbest radikalleri temizleyerek etki etmektedirler. Bunlar arasinda siperoksid
dismutaz ve katalaz gibi enzim yapisinda olanlar ve o tokoferol, B karoten,
askorbik asid gibi enzimatik olmayan antioksidan ajanlar vardir. Antioksidan
enzimler organizmanin serbest radikallere karsi savunmasinda yagsamsal éneme
sahiptirler; bu acilardan sUperoksid dismutaz ve katalaz 6nemii antioksidan
etkiler gosterirler (70, 81, 86).

Yaslanma patogenezinde katesolaminlerin etkin roli oldugu konusundaki
gorusler son yillarda giderek agirlik kazanmaktadir. Yaslanma ile beraber
katesolamin metabolizmasinin  arttigi, buna karsihk hedef dokularda
katesolaminiere yanitsizlik oldugu bilinmektedir. Bu olay ise katesolamin
metabolizmasinda yer alan enzim aktivitelerinin artisiyla agiklanmaktadir.
Katesolaminlerin metabolizmasinda yer alan 6nemli enzimlerden biri olan
monocamin oksidaz; noradrenalin, adrenalin ve dopamin gibi monoaminleri
deamine eden bir oksidorediktaz olup bu iglem sirasinda hidrojen peroksid

olugsumuna yol agmaktadir (6, 23, 81).

Son yillarda biyolojik psikiyatride depresyon, Parkinson Hastaligt ve Alzheimer
Hastaligi’'nda 6énemli uygulama alanlari bulan monoamin oksidaz inhibitérleri
arasinda 6nde gelen ikisi, enzim Uzerinde irreversibl inhibisyon meydana getiren
deprenil ve parjilindir. Bu inhibitérlerin serbest radikallere bagl olarak gelisen

hasari ve toksisiteyi engelleme etkileri degisik dokularda arastiriimis olmakia



beraber, uygulanimlarinin ardindan kalp dokusunda gelisen monoamin oksidaz
metabolizmasi  degisikliklerini, bu metabolizmanin  yol actidi lipid
peroksidasyonunu ve yine ayni dokuda izlenen antioksidan enzim sistemi

degisikliklerini bir arada inceleyen bir aragtirmaya rastlanmamistir.

Bu verilerin 1s1ginda; sunulan galismanin amaci, éncelikie geng ve yasli sican
kalp dokularinda monoamin oksidaz enzimi, malondialdehid ve dien konjugatlar
gibi lipid peroksidasyon gostergeleri ve SOD, katalaz gibi antioksidan enzimlerde
yasa bagimli olarak gelisen olasi degisiklikleri incelemek ve sonrasinda da
deprenil ve parjilin gibi iki dedisik monoamin oksidaz inhibitéri kullanarak
katesolamin metabolizmasinda olusturulacak bu inhibisyonun yukaridaki

parametrelerdeki etkilerini bir arada degerlendirmektir.



GENEL BILGI

RADIKAL KAVRAMI ve OKSIJEN RADIKALLERI

Atom yapisi bir ¢ekirdek ve ¢evresinde bulunan degisik sayida elektronlardan
olusmaktadir. Atomlarda elektronlar enerji dluzeylerine gére belirli bir dizende
yerlesir ve "orbital" adi verilen uzaysal béigelerde ¢ift olarak hareket ederler. Her
bir orbitalde iki elektron bulunur. Ayni orbitalde iki elektron daima birbirine zit
yonde kendi ekseni etrafinda dénmektedir. Molekile bir elektron ekienmesi
durumunda bu dlzene uygun olarak énce her bir orbitale bir tane ayni yéne
donen elekiron yerlesir, atom numarasina gére artan elektronlar tekrar ayni sira

ile ters yénde dénecek sekilde yerlesirler (57).

Molekdllerin ¢cogu cift elektronlu, az sayidaki molekil ise tek elektroniudur. Tek,
yani eksik elektronlu olan bu molekuller, bulabilecekleri herhangi bir molekul ile
etkilesime girerek bu molekllden elektron alir ya da ona bir elektron verirler.
Bagka molekiller ile cok kolayca elekiron aligverisine girip onlarin yapisini
bozan bu molekillere “serbest radikaller’, “oksidan molekuller’ ya da “reaktif

oksijen partikulleri” denmektedir (57).

Serbest radikal en dis orbitalinde eslesmemis bir elektron iceren herhangi bir
atom, atom grubu ya da molekildtr (8rnedin nitréz oksid [NOJ ya da nitrojen
dioksid [NO,]). Biradikal ise dis orbitallerinde eslenmemis iki elektron igerir
(6rnegin molekuler oksijen [O,]). Radikal iyon ise pozitif (6rnegin [H3N*)) ya da

negatif (6rnegin [O,"*]) bir ylk tasiyan serbest radikaldir (43).

Anaerobik canlilar da dahil olmak Gzere her canlida toksik etkili olan dogrudan

molekuler oksijen degil, oksijenin tam olmayan indirgenmesi ile olusturulan bu



oksijen radikalleridir. Atomik ya da molekiler yapida eslenmemis tek elektron
iceren bu bilesikler reaktif 6zellik tagirlar. Serbest radikaller, negatif yUkIl
elektron sayisinin nakleustaki pozitif yukla proton sayist ile esit olmadidi
molekuller olduklan igin stabil degildirler ve elektron konfiglrasyonlarini pozitif
yikle dengelemeleri gerektiginden ¢ok reaktiftirler. Oksijen radikali serbest
elektronunu eslestirmek igin bagka bir molekllden elektron aldidinda diger
molekilt anstabil hale getirir, zira o molekulin de elektronik diizenini saglamasi
icin komsu bir molekulden elektron almasi gerekir. Bu nedenle serbest radikaller

vicutta énemli molekullere zarar veren bir seri tepkimeyi baslatabilirler (65, 57).

Serbest radikaller t¢ sekilde olusabilir (9):

D Normal bir molekliin kovalan baginin homolitik yarilmasi sonucu eslesmis

elektronlardan her birinin ayr pargada kalmasi

@ Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi

@ Normal bir molekile tek bir elektronun eklenmesi

Normal kosullar altinda organizmada biyolojik sistemlerde varolan molekuler
oksijenin ¢ogu sitokrom sisteminde yer alan aerobik glikolizis sirasinda ATP
Uretmek icin tetravalan bir rediksiyona ugrayarak suya redukie olur, ancak bu
sistemden kacan % 1-2 miktarinda molekdler oksijen univalan reduksiyona ugrar.
Bu islem sirasinda molekdler oksijen elektronlari sirasiyla alir ve béylelikle her
bir elekiron kazaniminda bir reaktif ara Grln olusur; stGperoksid radikali, hidrojen
peroksid ve hidroksil radikali... (5, 55, 62, 68)



Elektron transport zincirinden kaynaklanan bu elektron kagaginin yaninda
peroksizomlarda lokalize olan flavin oksidaz gibi bir dizi enzim de sUperoksid
anyonu ya da hidrojen peroksid olusturabilir. Hayvan hucrelerinde stperoksidin
bir bagké kaynagi da askorbik asid, tioller, adrenalin ve flavin koenzimieri gibi
molekullerin otooksidasyonudur. Bu otooksidasyon tepkimeleri gecis metal

iyonlarinin ortama eklenmesi ile anlamii sekilde arttirilabilir (9).

Biyolojik sistemler igin en reaktif ve toksik maddeler olan bu radikaller, oksijenin
toksik etkisinin gercek nedenini olustururlar. Serbest radikal eslesmemis tek
elektronunu bir baska molekule vererek onu redikte edebilir ya da bir bagka
molektlden elektron alip onu okside ederek yapisinda yeni bir elektron gifti
olusturabilir. Iki serbest radikalin tepkimesi sonucunda radikal &zellik ortadan
kalkar; ancak bir radikal, radikal olmayan bir molekulle tepkimeye girerse baska
bir rédikal olusur. Radikal &zellik tasiyan molekdllerin bu karakteristikleri
radikallerin zincir tepkimelerde rol oynamasina neden olur (43). Her iki olayin
sonunda nonradikal yapi radikal sekline dénistr. Bu ézellikleri ile reaktif oksijen
partikUlleri iki ana baslik altinda incelenmektedir (Tablo 1) (55, 57).

Normal kosullarda hicre i¢i savunma sistemleri tarafindan hizla temizlenen ve
etkisiz hale getirilen bu radikallerin varligi elektron spin rezonans

spektroskopisinin gelisimi ile ortaya konmustur (51).
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Tablo 1. Reaktif Oksijen Partikilleri

SUPEROKSID RADIKALI (02™)

MolekUler oksijen dis orbitalinde paylasiimamis iki elektron icermektedir. Bu dis

orbitallerden her biri birer elektron daha kabul edebilmektedir. Bu orbitallerin tek

elektron almasi ile sUperoksid radikali (O{‘, sUperoksid anyonu), iki elektron
almasi ile de peroksid anyonu (O,?) olusmaktadir. Peroksid anyonu ortamdan iki
proton alarak hidrojen peroksid (H,0,) olusturabilir; stiperoksid anyon radikali ise
aldigi elektronu baska bir elektron alicisina vererek tekrar oksijene
oksidlenebilir. Bunlarin yani sira iki stperoksid anyon radikali birbiri ile
etkileserek biri oksidlenirken digeri indirgenmekte, béylece H,0, ve O, meydana

gelebilmektedir.



Diger radikallerle kiyaslandiginda stperoksid radikalin reaktivitesi ¢ok azdir.

Superoksid radikali, olusumuna neden oldugu diger radikallerle birlikte

organizmada genel bir oksidleyici gibi davranmaktadir. O5~®, stlfhidril gruplarinin

distifidlere oksidasyonuna ve ferrik demirin ferréz formuna indirgenmesine

neden olmaktadir. O, ferrik formun ferr6z forma indirgenmesini saglayarak
ferritinden demirin direkt olarak ayriimasini saglayabilir. Ferro iyonu (Fe*?) bir
elektronunu lipid peroksidasyonunun yan Urtnlerine vererek ek serbest radikal
olusumlarina da neden olabilir. Benzer sekilde ADP-Fe* gibi Fe'in dusik
molektl agirhga sahip selatlari oksijen ile reaksiyona girerek poliansattre yag
asidlerinde direkt olarak lipid peroksidasyonunu baglatacak aktif oksijen tlrlerini
de olustururlar (56). SuUperoksid ayrica diger metallere elektron vererek ya da
elekiron alarak organizmada fonksiyonel metallerin oksidorediksiyon dizeyini
bozar. Suifhidril gruplarinin ve metal iyonlarinin canlidaki sayisiz fonksiyonlari
hatirlandidinda, sUperoksid radikalinin hicrede metabolik olaylan ve

oksidoreduksiyon potansiyelini degistirerek sayisiz etkilere neden olacagi aciktir.



Normal solunum metabolizmasi sirasinda devamli olarak olusan superoksid

anyon radikallerinin girebilecegi tepkimeler sunlardir (33):

O) Superoksid anyon radikalleri sUperoksid dismGtaz ile dismUtasyona

ugratilarak hidrojen peroksid olusumuna yol acgabilirler.

Nétral ya da bazik pH'larda iki stperoksid anyonu arasindaki elektrostatik itme
nedeniyle spontan dismutasyon gok yavas olarak yer alir. Asidik ortamda ise

tepkime oldukga hizlidir.

@ Siperoksid anyon radikalleri ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali

olusturabilirier.

® Siuperoksid anyon radikalleri hidrojen peroksid ile tepkimeye girip hidroksil

radikali olusturabilirler.

@ Superoksid anyon radikalleri diagil peroksidierde oldugu gibi diger tepkimeler

ile singlet oksijen yapimina da neden olabilirler.




HIDROKSIL RADIKALI (OH®)

1934 yilinda Haber ve Weiss, hidrojen peroksidin sUperoksid anyonu ile

indirgenmesi ile hidroksil radikali olusabilecegini géstermislerdir (9).

Ardindan 1978 yilinda redoks katalizér olarak fonksiyon géren bir metal, 6rnegin

selat yapmis demir (Demir-EDTA kompleksi) varlidinda, Haber-Weiss

tepkimesinin biyolojik sistemlerde de calistigt ve bu yolla 6nemli miktarlarda OH®

Uretildigi gésterilmigtir (9).

Oksijen radikalleri icinde en reaktif ve en toksik etkili olani hidroksil radikalidir.
Bu radikal membran yapisinda yer alan ansatUre yag asitlerini ve esterlerini
peroksidasyona ugratarak lipid peroksidlerin ve endoperoksidlerin olusumuna

neden olmaktadir.

Hidroksil radikalinin katildigi tepkimeler Ug¢ grupta toplanabilir (33):
@ Hidroksil radikali hidrojen cikarma tepkimeleri ile bir radikal ve su aciga

cikarir.

10



@ OH®, katma tepkimeler ile gift bag iceren aromatik bilesiklere katilir, aromatik

amino asidlerin hidroksilasyonuna ve toksik etkili aldehidlerin olusumuna neden

olur.

® OH-, organik ve inorganik bilesiklerde elektron transfer tepkimelerine neden

olur ki ayni etkiyi O, radikali de gdstermektedir.

HIDROJEN PEROKSID (H202)

Hidrojen peroksid oksijen aracili doku hasarinda rol oynayan oksijen
metabolitlerinden biridir. Superoksid anyonlarinin dismutasyonu sirasinda,
ksantin-ksantin oksidaz reaksiyonunda, mitokondriyal elektron transportunda ve
nétrofillerde retilir (33, 57).

Hidrojen peroksid Uretim yollari asagida belirtiimistir (33):

@ Oksijenin iki elektron ile rediksiyonu sonucu hidrojen peroksid olusur.

@ ki stiperoksid anyon radikalinin tepkimeye girmesi ile de hidrojen peroksid ve

oksijen olusur.

11



Hidrojen peroksid okside edici bir ajan olmasina ragmen spesifik olarak reaktif
6zellik tasimaz ve énemi reaktif gecis elementlerinin varliginda hidroksil radikali
icin kaynak olusturmasinda yatar. Metal katalistlerin yoklugunda, hidrojen

peroksid ortamdan uzaklastirilir ve zararsizdir (9).

Normalde mitokondri ve peroksizomiarda belirli miktarlarda Gretilen hidrojen

peroksid etkin bir serbest radikal temizleyici sistemle ortamdan uzaklagtinlir.

SINGLET OKSIJEN (10,)

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasiimamis dis elektroniari spinlerini
degistirebilirier. Oksijenin bu sekildeki uyariimis durumunda, dis iki elektron ayri
ayri ya da ayni orbitali isgal edebilir. Oksijenin uyariimis bu iki formuna singlet
oksijen (10,;) denmektedir. Bu radikalin DNA hasari olusturdugu ve mutajenik

etkilerinin bulundugu gésterilmistir (14, 57).

In vivo olarak singlet oksijen Uretimine neden olan baslica tepkimeler sunlardir:

©) Superoksid anyon radikalinin kendiliginden dismttasyonu sonucu singlet

oksijen olusabilir.

@ Haber- Weiss tepkimesi sonucunda singlet oksijen olusabilir.

12



® Superoksid radikallerinin diagil peroksidlerle tepkimesi sonucunda da singlet

oksijen olusur.

@ Superoksid anyon ve hidroksil anyon radikalinin etkilesmesi sonucunda

singlet oksijen meydana gelir.

® Fagositoz sirasinda myeloperoksidazin hidrojen perokside etkisi ile de singlet

oksijen olusur.

Singlet oksijen serbest radikal oimamasina ragmen ¢ok reaktif olmasi ve Uretimi

sirasinda bazi radikal tepkimeleri olusmasi nedeni ile ayni aileden sayilir (14).

Karotenler, bilirubin, histidin, metionin, 2,5-difenil furan, 1,4-diazobisikloalefan
singlet oksijeni temizlerler. Bu bilesikler olay sirasinda oksidlenmez ve
tuketiimezler, singlet oksijenin enerjisini alirlar. Bir tepkimede singlet oksijen
Uretildigi, kemilUminesans ya da singlet oksijen bagimli bir tepkimenin
calismasiyla tespit edilmektedir. Orn; dienlerden endoperoksid, kolesterolden 5a

-hidroperoksid turevi olugmasi gibi (33, 72, 73)....

13



REAKTIF OKSIJEN METABOLITLERiININ KAYNAKLARI

Bir dizi biyolojik iglevin normal yurittlebilmesi icin serbest radikallerin yan aran
olarak olustugu reaksiyonlar gereklidir. Bir ¢ok hlcresel enzimin Kkatalitik
aktivitesi ve elektron transport islemleri, ortama serbest radikal Granleri Greten
elektron transferlerini igerir. Aerobik organizmalarda elektronlari her an kabul
etmeye hazir molekdler oksijenin bol miktarda bulunmasi, oksijenden tarev alan
serbest radikallerin hiicresel serbest radikal tepkimelerinin aracisi olmasina yol

acmaktadir (19).

Organizmada serbest radikallerin olugsmasina yol agan tepkimeler sunlardir (19,
22, 57, 59, 70):

@ Enzimatik tepkimeler

Vicutta endojen olarak olusabilen oksijen metabolitlerinin enzimatik kaynaklari
sunlardir (22, 59):

NADPH oksidaz polimorf ntveli I6kositler, makrofajlar ve monositler gibi

inflamatuvar hacrelerin ylizeyinde bulunur ve uygun uyaran (bakteri, mantar) ile

karsilastiginda Oz'yi 02'"e cevirir (“solunum patlamasi”).

14
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@ Nonenzimatik tepkimeler
Otooksidasyon tepkimeleri sonucu olugsan reaktif oksijen metabolitlerinin

nonenzimatik kaynaklari agagida 6zetlenmistir (22, 57):

@ Patolojik prosesler

¢ iskemi-reperfiizyon
+ Uzun sureli metabolik hastaliklar

¢Yang! (N6trofil, eozinofil ve makrofajlar fagositoz sirasinda 6nemii

diclide O, ® tretmektedirler)
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@ Dis etkenler
¢Radyasyon (Butun yuksek enerjili elektromanyetik iginlar her ortamda

stperoksid anyon radikali olu§tururlar. B, y ve X isinlari sulu ortamdan gegince

suyun radyolitik pargalanmasina neden olarak asagidaki UrUnleri olustururiar
(34):

Sulu ortam oksijen iceriyorsa asagidaki tepkimelerle slperoksid radikali de

kolaylikla olusmaktadir.

Organik moiekillerin bulundugu sulu ve oksijenli ortamda radikal olugsumu iki kat
artmaktadir. Canli bir sistemde yUksek enerjili 1sinlarin ayni etkiyi daha kolay

gbsterecegi aciktir.

Yani sira ;

tepkimeleri ile de radikaller olugmaktadir.

¢ Hava kirliligi

¢ Toksik kimyasallar

+ Sitostatikler (Adriamisin, Daunorubisin, Doksorubisin)
¢ Pestisitler

+Sigara
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REAKTIF OKSIJEN METABOLITLERININ
BiYOLOJIK AKTiIVITELERI VE HUCRE HASARI

Hlcrede koruyucu mekanizmalari agacak kadar serbest radikal olustugunda,

farkli sekillerde metabolik ve selller bozuklukiar meydana gelmektedir.

Serbest radikallerin hiicresel hedefleri Tablo 2'de 6zetlenmistir (19, 65, 72, 73):

Tablo 2. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri

i8



Bu etkiler sonucunda hticre ve dis ortaminda su degisiklikler gézlenir (70):

(@ Ekstraseliiler bogluk: Serbest radikaller hicresel etkilerinin yan! sira
ekstrasellller etkilere de yol agarlar. Hlcrenin gésterecegdi yangisal yanit ve takip
eden doku hasarinin boyutunu belirlemede serbest radikaller dnemili rol oynariar.
Superoksid anyonu ve hidroksil radikali ekstraselller matrikste "oksidatif
indirgeme depolarizasyon tepkimeleri" olarak tanimlanan bir dizi tepkime ile
hyalUronik asidi ve kollajeni pargalarlar. Ozellikle hyalGronik asid gibi
glikozaminoglikanlarin bol miktarda bulundugu ekstraseltler sivilarda (6rnegin;
gbz vitreusu ya da sinoviyal sivi) izlenen bu tepkimeler canli dokularin yapisal
6zellikleri ile membran gecirgenliklerini belirgin olarak degistirmektedir (5, 72,
73).

@ Biyomembranlar: Memeli hiicre membranlari peroksidatif hasara karsi ¢ok

duyarll olan gok doymamis yag asidlerini (PUFA) bol miktarda icermektedir (14)

Bu yag asidlerinin peroksidasyonu asagidaki sekilde gergeklesir (72, 73):

Radikal, yag asidi ile birleserek tepkimeler serisini baslatir. Radikal yag asidinin
oksijenle birlesmesi sonucu lipid peroksid radikali (LOO®) olusur. Lipid peroksid
radikalleri bagka yag asidi yan zincirleriyle tepkimeye girerek lipid
hidroperoksidlerini (LOO®H) olustururiar. Ug ya da daha fazla cifte bag iceren
yag asidlerinin peroksidasyonu malondialdehid Gretimine yol agar. Bu peroksid
Grtnleri metal iyonlari varliginda bazi enzimatik tepkimeler ile etan ve pentan

gibi ytkim UrUnlerinin yani sira yaslanma pigmentleri ya da lipoflsin olarak
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adlandirilan ve kemiluminesans ve floresans veren bilesikler de olustururlar.
Lipid peroksidasyonu ve kukurt igeren proteinlerin oksidasyonu sonucu membran
gegirgenligi ve kirilganlig1 artar. Peroksidasyon sonucu olusan malondialdehid
membran bilesiklerinde ¢apraz baglanmaya ya da polimerizasyona neden olarak
iyon transportu, enzim aktivitesi gibi membran ¢zelliklerinde degisikliklere yol
acar. Ayrica diffiuze olabilen bir Urin olan malondialdehid DNA'nin nitrojen
bazlar ile de tepkimeye girer. Bunun sonucunda membran enzimlerinin aktivitesi
azalirken hiicreye Ca* girisi artar. Hicre igi serbest Ca*? artii bir dizi hasarlayici
olayin baslamasina neden olur (52, 72, 73). Bu hasarlayic! olaylardan bazilari;
fosfolipaz aktivasyonu ile fosfolipid kaybinda artig, membran gecirgenliginde
degisiklik, akiskanlifin azalmasi, negatif ylzey geriliminde artma, potansiyel
kaybina bagl toksik etkide artig, proteaz aktivasyonu ile proteolitik etkinin
siddetlenmesi, katabolik enzimlerin aktivitesinde artis ve endontkleaz aktivitesi

ile DNA kiriklarinin olugumudur.

Membran hasan htcre zarfini etkilemesinin disinda ©nemii organelleri
cevreleyen membranlan da etkiler. Lizozom ve mitokondri gibi organellerin de
etkilenmesiyle ortama salinan lizozomal enzimlerin artisi serbest radikallerin yol

actigl hicresel hasara katkida bulunur (5).

@ Proteinler: Oksijen metabolitlerinin saldirdigi baska bir hiicresel komponent
de iyonlarin transportunda ve hticre ic¢i iyonik homeostazda énemli rolleri olan
membran proteinleridir. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan aldehid Grunleri,
kovalan olarak proteinlere ve &zellikle lizin artiklarindaki epsilon amino
gruplarina baglanirlar (13). Serbest radikallerin suifur iceren molekuller ve
doymamis bilesiklerle reaktivitesine bagll olarak triptofan, tirozin, fenil alanin,
histidin, metionin ve sistein gibi amino asidleri iceren proteinler, amino asid
modifikasyonuna ugrayabilirler (19). Bdylelikle aktiviteleri i¢in bu amino asidlere
gereksinim duyan papain, gliseraldehid 3 fosfat gibi enzimler serbest radikallere
ya da radikal Ureten ajanlara maruz kalinca inhibe olurlar. Bunlarin yani sira

sitoplazma ve membrandaki proteinler ozon ve protoporfirin 1X gibi okside edici
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ajanlarla karsilagtiklarinda capraz baglar ya da blyluk aggregatlar da

olustururlar.

Mitokondri: Normal kosullarda mitokondri, oksijeni sitokrom oksidaz sistemi
ile suya indirgeyerek detoksifiye etmektedir. Elektron transport zincirinde yer
alan pek ¢ok bilesik (NAD, FAD, Koenzim Q gibi) oksijen ile tepkimeye girerek

A

O, salinimina neden olur. "Tek degerli oksijen kagag!" olarak bilinen bu olay
normal kogullarda hticrenin savunma sistemleri ile yok edilebilmektedir. Oksidan
stresin fazla oldugu durumlarda ise savunma sistemleri yetersiz kalarak
mitokondride hasar olugsmasina neden olurlar. Enerji Gretiminden sorumlu
organel olan mitokondrinin kendi DNA's! vardir. mtDNA nikleer DNA'y1 koruyan
histonlar icermediginden oksidatif hasara karsi daha hassastir. mtDNA'da
olusan mutasyonlar yasla ilgili dejeneratif hastaliklarin gelisimine yol agarlar.
Ayrica yine bu mutasyonlar solunum zincirindeki enzimlerde defekte neden
olarak hticre ve dokuda enerji agidina ve hicresel enerji metabolizmasinin
yikiimina neden olurlar. Hucrenin enerji sisteminin etkilenmesi ile ATP
kullaniminda artma ve ATP sentezinde azalma (Gliseraldehid 3 fosfat
dehidrogenaz iki SH grubunu kaybederek aktivite kaybina ugrar ve sonucta
molekile NAD baglanamaz; ATP sentezi ile ATP sentetaz aktivitesi inhibe olur),

bununla baglantili olarak da htucrede ATP diUzeyinde hizla dugme géruldr (29).

@ Cekirdek: Herhangi bir nedenle olusmus olan serbest radikaller ve 6zellikie
malondialdehid (MDA) hucre cekirdeginde DNA ile tepkimeye girmektedir.
Nukleik asid yapisindaki baz degigimleri ya da DNA zincir kopmasi sonucu
kromozomal yapida olusan degisiklikler sitotoksisiteye (mutajenik ve karsinojenik

etkiler) neden olmaktadir.

@ sitozol: Sitoplazmada bulunan proteinlerin cogu ve oksihemoglobin, katalaz
gibi hemoproteinler serbest radikallere kargi 6zellikle duyarlidirlar. Antioksidan
bir enzim olan slperoksid dismitazin katalitik aktivitesi i¢in gerekli olan histidin

kalintisi da radikallerie bloke edilerek aktivitesi inhibe edilmektedir.
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OKSIJEN RADIKALLERI VE KLINIK PATOLOJIK DURUMLAR

Serbest oksijen radikalleri hlcrenin c¢esitli komponentlerine olan hasarlayici
etkileri nedeni ile agagida belirtilen patolojik durumlarda énemli rol oynarlar (5,
14).

@ fla¢ ve bazi ekzojen ajanlaria olusan toksisite:

# lyonizan radyasyon

@ Kemoterap6tik ilaglar (adriamisin, streptozotosin, bleomisin)

@ Nitrofurantoin

# Karbon tetraklorar

@ Parakuat

¢ Kimyasal karsinojenler (benzpirin, sigara, ozon, NO, NO,, hava kirlilii)
@ Alloksan

@ Hiperoksijenasyon sendromlari:

@ Akcigerde oksijen toksisitesi

€ Retrolental fibroplazi
@ Iskemi-reperfiizyon sendromlari:

€ Myokard enfarktlist

4 Kardiopulmoner by-pass

4 Organ transplantasyonu

@ Stres Ulseri

¢ Barsak iskemisi

# Nekrotizan enterokolit

® Sok sonrasi karaciger yetmezligi
@ Beyin iskemisi

€ Akut renal tubller nekroz

® Serbest flep transferleri



@ inflamatuar hastaliklar:

# Nétrofil fagositozu
& Artrit
# inflamatuar kemik hastaliklar
4 Bag dokusu hastaliklari
@ immun yetmezlikler
® Toksik doku hasari:
® Aspirasyon pnémonisi
€ Pankreatit
¢ Ozofajit
® Genel durumiar:
@ Yaglanma
¢ Dolasim soku
@ Periferik 6dem
¢ Kanser
€ Amiloidoz
@ Arterioskleroz

@ Diabetes mellitus



BiYOLOJIK SISTEMLERDE LiPiD PEROKSIDASYONU

Organik dunyanin belki de en stabil molektlleri olan fosfolipidlerin icerdikleri
ansatlre yag asidi zincirleri sitoplazmik yapinin ve biyolojik membraniarin temel
elemanidir. Biyolojik yapilar 6zellikle membranlar yiksek oranda doymamis lipid
icermektedirler. Bu lipidler bir radikal baslaticisinin ya da oksijenin varhidinda
oksidasyona ugdrarlar. Biyolojik sistemierde lipid peroksidasyonu buydk 6nem
tasir; zira lipid peroksidler selller hasara yol acan, metabolizmay! degistiren ve
dokulardaki kan akimini azaltan potent kimyasal maddelerdir (50). Radikallerin
yol a¢tig! bu olay patolojik ya da fizyolojik iglemlere (prostaglandin sentezi ya da

yaglanma) eslik edebilir.

Teorik olarak Gg¢ tip radikal, peroksidasyonun baslatiimasinda yer alimaktadir
(50):

¢ Mitokondri solunum zincirindeki elektron transportunda ve endoplazmik
retikulumdaki hidroksilasyon sisteminde yer alan semikinonlar

@ Molekller oksijen ile bazi maddelerin otooksidasyonu esnasinda ya da
biyolojik sistemlerin iyonlastirici ya da UV radyasyonuyla baslatilan tepkimelerde

olusan organik serbest radikaller
4 Oksijen molekuitne ard arda elektron ilavesi ile olusan serbest radikaller (02"

OH®, 10,)

Singlet oksijen ve hidroksil radikalinin her ikisi de lipid peroksidasyonunu
baglatabilir, ancak peroksidasyon mekanizmalar) farklidir. Lipid radikal (lipid
peroksid) zincir tepkimesinin uzunlugu ve bdylece lipid peroksidasyonunun
siddeti lipid ansatlirasyonunun derecesine gére artmaktadir. Hidroksil radikali ile
olusan lipid peroksidasyonunda ansatire yag asidinin iki allik karbonundan
hidrojen atomu ¢ikarken, singlet oksijen ile olan lipid peroksidasyonunda oksijen
direkt olarak oleine ilave olur. Bu farkliik sonugta olusan peroksidasyon

artnlerinde kendini goésterir. Buna érnek olarak oleik asidden hidrojen atomu
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cikmasi ile 8 ve 11 hidroperoksid izomerleri ve 9 ve 11 izomerlerinin olugmasi,
singlet oksijen etkisi ile de 9 ve 10 hidroperoksidlerin olugsmasi verilebilir. Lipid
peroksidasyonunu baglatan diger bir ajan NO,'dir. Bu ajanin etkisi sonucu
hidrojen atomunun ¢ikmasi ya da oleine NO, ilavesi ile peroksidasyon
olusmaktadir (50).

Lipid peroksidasyonunu baglatan serbest radikallerin meydana gelisinde baz
metallerin esas roli oynadigi kabul edilmektedir. Deneysel sistemlerde bu
amagla genellikle demir ya da bakir tuzlari kullaniimaktadir. Cesitli vicut
sivilarindan elde edilen, proteine bagli oimayan demirin lipid peroksidasyonunu
baslatabilecedi  gosterilmigti.  Ferritin  de  askorbat varliginda lipid

peroksidasyonunu stimile eder. Fe™u Fe*2ye indirgeyecek redukieyici bir ajan

bulundugunda, Fe* ya da ferrik selatlar lipid peroksidasyon tepkimelerini
baglatabilirler. Cogu kez ksantin oksidazin ksantin ya da hipoksantine etkisi ile

olusan sUperoksid radikali redukleyici etki géstermektedir. Benzer sekilde

askorbat da bagimsiz bir mekanizma ile Fe™y indirgemektedir.

Fe*2| bir oksidanin Fe*3'e oksidlemesiyle de lipid peroksidasyonu baslayabilir.

Cogu kez oksidan molekuller oksijen ve hidrojen peroksiddir.

Lipid peroksidasyonu yaglarin 6zellikle poliansatire yag asidlerinin oksidatif
oksijen bagimli yikihmi olarak tarif edilir ve dallanan bir zincir reaksiyonudur.
Olayda genelde bir enzimin varli§i gerekli olmamasina ragmen belirtildidi gibi

demir ve bakir gibi iz metaller, ultraviyole ya da radyasyon olayi
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katalizleyebilmektedir. Bu zincir reaksiyonu 4 ana agsamada incelenebilir (Sekil 1)
(69, 83):

@ Zincir baslangici:

@ Zincir ilerfemesi:

@ Zincir dallanmasi:

@ Zincir sonlanmasi:
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Lipid peroksidasyonunda ilk olarak cifte baglar yeniden dizenlenmeye ugrayarak
konjuge dien yapisina doénusurier. Daha sonra peroksidasyon olay! devam
ederek lipid endoperoksidleri ve/veya lipid hidroperoksidlerinin olusumuna yol
acar. Lipid endoperoksidlerinin daha ileri yikilimi ile géreceli olarak stabil bir son

aran olan MDA olusur.
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Sekil 1. Lipid peroksidasyonu (3)

Lipid peroksidasyonu bir ansatlre yag asidinin cis iki ¢ift badi arasindaki
metilenden hidrojen atomu ¢ikmasi ile baglamaktadir. Ansatlre yag asidi cis-cis
pentadien merkezinden hidrojen ayrilmasi otooksidasyonda hiz sinirlayici
basamak olarak kabul ediimektedir. Bu tepkimeler yalnizca lipid radikalleri ve
oksijen igerdiginden otooksidasyon terimi kullaniimaktadir. Ansatire yag
asidlerinin termodinamik olarak en stabil Grinu allik radikallerdir. Poliansature

yad asidlerinde ayrilmaya uygun birgcok metilenik hidrojen vardir. Ornegin
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arasidonik asid 7, 10 ve 13. karbonlarda bulunan ¢ adet ikili allik kisma sahiptir.

Lipooksijenaz gibi enzim katalizi etkisi ile ise selektif olarak spesifik metilenik
karbondan aktive olmus hidrojen c¢ikarilir. Olusan lipid pentadienil radikali
arasidonik asidde oldugu gibi 5, 8, 9, 12 ve 15. karbonlardaki oksijen ile

reaksiyona girmektedir (69).

Linoleik asidin ya da linoleat esterlerinin primer oksidasyon Urtnieri
incelendiginde dért ana konjuge dien hidroperoksidin olustugu saptanmistir. Bu
dért UGrinden (karisimin % 97'si) bagska eser miktarlarda nonkonjuge

hidroperoksidler de identifiye edilmistir. Dien hidroperoksidler anstabildir (63).

Peroksid zincir tepkimesi hidroperoksidlerin metallerce katalizlenen yapi

degisikligi ile devam etmektedir:

Hemoglobin, sistein-FeCl, kompleksi, EDTA-Fe*® gibi demir tasiyan kompleksler
kataliz olayinda etkilidirler. Yliksek konsantrasyondaki demir ise antioksidan
etkilidir. Fe™ ile Fe™ arasindaki den21i bu antioksidan etkiden sorumlu tutanlar
da vardir. Konsantrasyon ne olursa olsun Fe™ / Fe* oraninin 1,0 oldugu

durumda maksimal lipid peroksidasyonu olustugu da ileri stralmastar (69).

Linoleik asid hidroperoksidlerinin alkoksil ve epoksi allik radikallere, ferréz
katalize yikilimini, oksijenle tekrarlanan tepkime ve hidrojen ¢ikmasi ile izomerik

epoksi hidroperoksidlerin olusumu takip etmektedir.
Hidroperoksidlerin termolitik yikimi ile de volatil hidrokarboniari ve aldehidleri

iceren kisa zincirli Granler meydana gelmektedir. ©-6 ve ©-3 peroksidlerden

olugan pentan ve etan bu yikilim yolunun iyi bilinen érnekleridir. Hidroperoksidler
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ayrica homolitik yikilima da ugramaktadirlar. Bunun érnegi de epoksi alkoller ve

epoksidlerin olugsmasidir (50).

SELULER DUZEYDE LIPID PEROKSIDASYONUNUN ETKILERI

Lipid peroksidasyonu Gzerine yapilan galismalar, bu tepkimeler zincirinin protein
molekdilerine, lipid ¢ift tabakaya ve organellere olan etkilerini agiga ¢ikarmistir
(83):
@ Lipid bilayer diizeyindeki degismeler:

® Akiskanligin azalmasi

@ Negatif ylzey geriliminde artma

@ Protein iletkenliginin olugsmasi

@ Elekiriksel stabilite kaybi ve nonspesifik permeabilite artmasi

@ Biyomembraniar ve organellerdeki degisiklikler:
9 Membrana bagli enzimlerin inaktivasyonu
@ Tiol grup oksidasyonu ve iyonik permeabilite artmas
@ Oksidatif fosforilasyonun bozulmasi
# Mitokondrilerden sitokrom C kaybi
¢ Solunum zinciri inhibisyonu
€ Karaciger hidroksilasyon sisteminin hasari
® Lizozomal enzimlerin salinmasi
¢ Membrana bagii fosfolipazlarin aktivasyonu

4 Membran proteinlerinin solubilizasyonu

@ Hiicre metabolizmasindaki degisiklikler:
® Tokoferoller, steroidler ve tiroksinin yikiimasi
® Tiol bilesiklerinin azalmasi
4 HUlcre motilite inhibisyonu
# Iyonlarin tekrar dagilimi

4 Hucre bdlinmesinin yavaslamasi
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LiPID PEROKSIDASYONU ve ATEROSKLEROZ

Yapilan biyokimyasal ¢aligmalar, deneysel hayvan calismalari ve epidemiyolojik
arastirmalardan elde edilen sonuglara gére dusuk densiteli lipoproteinlerin (LDL)
oksidatif modifikasyonunda lipid peroksidasyonunun roli oldugu ortaya ¢ikmstir.
LDL, 2.5 milyon molekul adirliginda ve gekirdeginde 1600 kolesterol esterle 200

molekul trigliserid molekuline sahip blyuk bir sferik molekuldar (17).

LDL'nin oksidasyonu serbest radikaller tarafindan ilerieyen bir lipid
peroksidasyonu olayidir (Sekil 2) (17). Olay bir baslangi¢c radikalinin LDL
lipidlerdeki bir poliansatire yag asidinden hidrojen g¢ikarmasi ile baglar. Bu
baslangi¢ radikali, lipooksijenazin ilerlettigi ve lipid hidroperoksidleri ya da
hidrojen peroksidleri ile ilerleyen olaylar sirasinda olugmus olabilir. Metal iyonlari
varliginda bu radikaller lipid alkoksil, lipid peroksil ya da hidroksil radikallere
dénusebilir. Karbonmerkezli bir PUFA radikali olugsur olusmaz molekuler oksijen
ile tepkimeye girerek lipid peroksil radikaline déntstr ki bu da yakinda bulunan
bir PUFA'dan bir hidrojen g¢ikararak bir lipid hidroperoksidi ve yeni bir PUFA
radikali olusturur. Bu son tepkime lipid peroksidasyon zincirini ilerleten
reaksiyondur. E§er bu zincir uzamasi devam ederse bir baslangi¢ olayi tim LDL
PUFA'lar lipid hidroperoksidlerine déntsturtr. Bunun sonucunda yer alan
dekompozisyon fazinda ise lipid hidroperoksidleri aldehidler, hidrokarbon
gazlari, epoksidler ve alkol gibi stabil son Grinler de dahil olmak Gzere bir dizi

urdne yikilirlar.

Okside LDL (oLDL) bazi aldehidler gibi diffize olabilen ve yiksek oranda
sitotoksik ézellik tasiyan lipid peroksidasyon Grlnlerini igerir. Arteriyal duvarda
depolanan oLDL bu biyolojik aktif bilesikleri ortama devamli olarak salarak
endotel hiicre tabakasini irrite eder ve lezyonun ilerlemesine katkida bulunur.
oLDL ayrica endotelden kaynaklanan gevsetici faktérian (EDRF-NO) yol actidi
diz kas hucre relaksasyonunu da inhibe eder. Minimal olarak okside olmus olan
LDL, endotel hiicrelerini stimtle ederek bir dizi biyolojik aktif faktérierin (monosit
kemotaktik proteinler, endotel-l6kosit adezyon molekllleri, monositler igin

blyime faktérleri) salinimina yol agar. LDL ayni zamanda eikozanoid
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homeostazinda ve trombositlerin agregasyonunda da bozukluklara neden ofur.
oLDL aterosklerotik lezyonlarda T-lenfositleri aktive eder ve duz kas hucrelerinin

proliferasyonuna da yol agar. Batan bunlar ele alindiginda oLDL’nin aterojenik

oldugu séylenebilir (17).

Sekil 2. Lipid peroksidasyonu ve kopik hticrelerinin olusumu

Aterosklerozun erken doéneminde subendotelial bosiukta "k6pUk hicreler”
bulunur. Olayin ilerlemesi ile bu hucrelerin ¢ogu d&lerek ileride plaklara

dénugecek olan yag cizgilerinin olugsumuna yol acarlar.

IN VIVO LIPiD PEROKSIDASYONUNUN OLCUMU

Serbest radikaller ¢ok reaktif ve kisa dmurli olduklarindan saptanmalari oldukca
guctr. Bu nedenle serbest radikallerin lipid, protein ve DNA gibi hicresel
bilesenlerle etkilesiminden kaynaklanan son Granlerin indirekt yolla
saptanmasina yonelik metodlar gelistirilmistir. Direkt olarak serbest radikalleri

Glgcen tek analitik teknik elektron spin rezonans spektrometridir; ancak bu teknik
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de goreceli olarak ¢ok hassas degildir ve mikromolar dizeyde olan serbest
radikallerin “steady-state” konsantrasyonlarini gerektirdiginden in vivo olarak

uygulanimi ¢ok fazla éneme sahip degildir (30).

Gunimuzde lipid peroksidasyonunun insanda bir¢ok patolojik olaydaki etkisinin
kesin olarak ortaya konmasi da guglUkler icermektedir; ¢unkl in vivo olarak
olusan lipid peroksidasyon UrGnlerinin tayini igin spesifik ve basit yéntemler
yoktur. Yaygin olarak kullanilan TBA testi, dien konjugasyon testleri ve gaz
ekshalasyonu gibi testler siklikla sorgulanmistir. Bunun yani sira lipid peroksid
turevi aldehidleri saptamak igin éne surtlen ve ytksek spesifisiteye sahip testler
de kompleks yapida olup uzun zaman alirlar ve bu nedenle biyolojik érneklerde

uygulanimiar sinirlidir (60).

Lipid peroksidasyonunu élgmeye elverisli degisik metodlar vardir. Bunlarin gogu
farkli basamaklarda olusan peroksidasyon Urtnlerinin  tayini esasina
dayanmaktadir (60, 72, 73, 87):

@ Konjuge dienlerin spektrofotometrik tayini

Karbon merkezli lipid radikaller kendilerini stabilize eden bir dlzenlenmeye
ugradiktan sonra konjuge dien olarak adlandirilirlar ve bu Urinler 234 nm'de
karakteristik bir absorbsiyon bandi olustururlar. Deney hayvaniarindan elde
edilen dokularda ve saflastiriimis lipid sistemlerde bu absorbansin tayini ¢ok
dnemli bir indeks olarak kullanilagelmistir. Biyolojik materyallerde mevcut olan
birtakim maddeler (6rnegdin; hem proteinler) ayni UV alaninda absorbsiyon
gosterdikleri i¢in interferans yaratabilirler. Konjuge dienlerin kloroform / metanol
gibi bir organik ¢dzlclde ekstrakie edilmesi ile &6rnekler bu etkilesimden

uzaklasirlar (30).

@ Kemiliiminesans ile lipid hidroperoksidlerinin tayini

Lipid ve proteinierin oksidasyonu sonucu bilesikler gegici olarak uyariimis
dizeylere ¢ikarlar, daha sonra “ground state’e dénls isik emisyonu ile beraber
olusur. Kemiliminesans ile saptanan bu durum genel oksidatif stresin kalitatif

yansimasini verir.
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@ Tiobarbitiirik asid tepkimesiyle malonaldehid ve ilgili kromojenlerin
fluorometrik, spektrofotometrik ve likid kromatografik tayini

Arasidonat metabolizmasinda  siklooksijenaz  yolunun son Qrdnd olan
malondialdehid lipid peroksidasyonunun en sik kullanilan indeksidir. Biyolojik
érneklerde lipid peroksidasyonunun ve serbest radikal aktivitesinin gdstergesi
olan en kolay ve en populer metod, bu trlnin tiobarbitUrik asid ile tepkimesidir
(30). TBA tepkimesi lipid peroksidasyonu igin kullanilan nonspesifik bir test
olmasina ragmen malondialdehid Uretimi igin iyi bir géstergedir (54). Bu tepkime
malondialdehid ile tiobarbitirik asid arasindaki etkilesime dayanir; asidik
kosullarda TBA ile birlikte isitilan 6érnek sonugta 532 nm'de absorbans veren

pembe bir Grtn olusturur (Sekil 3) (80).
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Sekil 3: TBA-MDA tepkimesi ve lriiniin tautomerik yapisi

TBA tepkimesi yluksek derecede hassas olmasina ragmen spesifikligi dusuktur
(89). Bu tepkime MDA igin spesifik olmayip TBA-reaktif Urlnleri saptamaya
yéneliktir. Serbest MDA'nin direkt olarak élgimi ise en gavenilir olarak HPLC ile

yapilir (30).
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TBA testinin spesifikligini engelleyen iki temel nokta vardir:

¢ TBA, MDA disinda diger bilesiklerle (albumin, periodat ile okside olan
glikoproteinier, glikoz deriveleri, riboz gekerler, hemoglobin, bilirubin,
pirimidinler) de renkli Grtnler olusturabilir (63, 80).

¢ TBA testinin kaynatma asamasinda, daha &nce olugsmus olan lipid
hidroperoksidlerinin yikilimi sonucunda artefaksiyel bir MDA (retimi olur. Okside
lipidlerde bulunan 2,4-alkildienler ve 2 alkenaller (+) bir tiobarbitirik asid

tepkimesi olustururlar (11, 69).

@ Gaz kromatografisi ile solunum havasinda etan, pentan gibi alkanlarin

tayini

® Doku ekstraktlarindan floresans ile lipofiisin pigmentleri tayini
@Alkenaller, alkanlar ve diger aldehid driinlerinin HPLC, GS-MS ile tayini
(D Eritrosit deformabilite testi

Gaz kromatografi ile membran fosfolipidlerinden poliansatiire yag

asidleri kaybinin tayini

@ Oksijen tiiketiminin tayini

34



ANTIOKSIDAN SAVUNMA

Hucreler oksidatif hasari onleyen, yok eden ya da kismen azaltan baz
mekanizmalara sahiptir. Oksidanlarla micadelede birinci agama risk faktérlerinin
belirlenmesi ve bunlardan uzak durulmasidir. ikinci yol ise doku hasarina yol
acan olayin etkisi ile tetiklenen biyokimyasal tepkimeleri bir ya da birkag
basamakta engellemektir. Bu amagcla yapilabilecek girisimler sunlar olabilir: Na'
aktif girisinin engellenmesi, K girisinin aktive edilmesi, hicre i¢i laktik asidozun
inhibisyonu, sitotoksik ve vazojenik antiédem girigsimler, yeniden fosfolipid
sentezi hizlandiricilarl, kalsiyum kanal blokerleri, lipid peroksidasyonu ve
siklooksijenaz inhibitérleri, 16kotrienlerin inhibisyonu, opiat antagonistleri, PAF
inhibitérleri, H, reseptér antagonistleri, atrial natriliretik peptid, hipotermi...(52,
57) Ucglincli asama aktive olmus nétrofillerin lezyon bélgesine htcumunu ve
birikimini inhibe etmek icin antienflamatuvarlarin kullaniimasidir. DérdUnct ve
en etkin yol artmis oksidanlara dogrudan etki ederek onlari ortamdan
kaldirmaktir. Direkt etki ile oksidaniari inaktif hale getiren maddelere
"antioksidanlar® denir. Tum antioksidanlar baglica dért yol ile etkilerini

gerceklestirmektedirler. Bu etkiler;

@ Scavenging etki
Oksidaniari tutma ve zayif bir molekule déntstirme etkisidir. Enzimler bu sekilde

etki eder.

@ Quencher etki

Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme tepkimesidir. Vitaminler,
flavanoidler bu sekilde etki eder.

@ Onarma etkisi

@ Zincir koparma etkisi

Oksidanlari baglayarak fonksiyonlarinin énlenmesi etkisidir. AJdir mineraller,

hemoglobin, seruloplazmin bu yolla etki eder.



Halliwell ve Gutteridge (26, 27)'n belirttigine gére antioksidanlar okside
edilebilen substrata gore géreceli olarak daha dugtk dizeylerde bulunan ve o
substratin oksidasyonunu anlamii derecede geciktiren ya da inhibe eden

maddelerdir.

DOGAL ANTIOKSIDANLAR

@ Enzimler

¢ Superoksid dismutaz; Oz'o'nin hidrojen perokside dismutasyonunu
katalizler.

¢ Katalaz; hidrojen peroksidin dismutasyonunu katalizler.

€ Glutatyon peroksidaz; hidrojen peroksid ve lipid peroksidlerinin
rediksiyonunu katalizler.

€ Glutatyon rediktaz; GSSG'nin (okside glutatyon) GSH'ye (redikte
glutatyon) déntstmiand saglayarak indirekt yolla antioksidan etki gdsterir.

@ Hidroperoksidaz

@ Sitokrom c oksidaz; hlicredeki oksijenin % 95'ini detoksifiye eder.

Fridovich ve arkadaslari 1968 yilinda daha énce alyuvarlardan saflastirilan, fakat
herhangi bir enzimatik aktivitesi saptanamayan bakir iceren bir proteinin
(eritrokUprein) ksantin oksidaz deney sistemine eklendiginde sitokrom C'nin

indirgenmesini inhibe ettigini bulmuslardir (70). Ksantin oksidaz tepkimesinde 02-

® olustugu ve bu radikalin sitokrom c'yi indirgedigi daha énce bilinmekteydi.

Bdylece daha 6nce ¢esitli dokularda saflastirilan, fonksiyonu bilinmeyen ve elde

edildigi dokuya gére hemokuprein, eritrokiprein, serebroklprein, hepatoklprein

vb. diye adlandirilan proteinlerin birer enzim oldukiart ve O,®nin
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dismutasyonunu katalizledikleri gosterilmis ve enzim stperoksid dismitaz olarak

adlandiriimistir.

Superoksid dismitaz, oksijeni metabolize eden butlin hicrelerde bulunan ve
stperoksidin hidrojen perokside dismitasyonunu katalizleyen bir metaloenzim

olup 21. kromozomda lokalize olmugtur (53).

4
SOD, superoksid anyonunun dismitasyonunu 10 kez hizlandirmaktadir ve hiz

sabitesi 2x10° / ms'dir. Indiklemeye bagli olarak intraseltiler SOD artisi
dioksijenin toksisitesine karsi gelisen bir diren¢ artisini da bereberinde getirir
(24).

Superoksid dismUtazin bugtne kadar doért farkli sekli bulunmustur. Bunlardan biri
dkaryotik hicrelerin sitozolinde (Zn™ ve Cu™) ve mitokondrinin intermembran
aralifinda (Mn™) bulunur. Molekul katlesi 31 200 Da olan bu enzim her bir
dimerik protein icin birer molekul bakir ve ¢inko icerir. Cinkonun stabiliteyi
sagladigi, bakirin ise aktiviteden sorumlu oldugu dusuntlmektedir. Cinkonun
ayriimasi irreversibl iken, bakir reversibl olarak ayrilip tekrar baglanabilir. Mn-
SOD kalp, karaciger ve bébrekte en yiksek konsantrasyonlardadir. Cu-Zn SOD
ise karaciger, beyin ve testiste en yUksek; eritrosit, akciger ve pankreasta ise en
dustk konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Cu-Zn SOD sigan karacigerinde
lizozomlarda da bulunur. Cu-Zn SOD siyandur ile inhibe olurken Mn-SOD siyandr
ile inhibe edilemez (85). Dérdiinct tip SOD demir igerir ve E.Coli'nin periplazmik
araliginda bulunur. Molekdl kutlesi 40 000 Da olan bu enzim yapisal olarak Mn
SOD'a buytk benzerlikler géstermektedir (24, 70).
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Katalaz (EC 1.11.1.16)

Katalaz yapisal olarak bir hemoproteindir. Sidir karacigerinde yarGtilen
caligmalarda katalazin molekul kitlesinin 248 000 Da oldugu ve non kovalan
bagli protoporfirin IX Fe (hem) grubu igerdigi ortaya konmustur (48, 74). Bu
enzim kan, kemik iligi, karaciger, mukéz membran ve bobrekte yUksek
miktarlarda bulunmaktadir. Eritrosit diginda &zellikle peroksizomlarda yogun
olarak bulunur (86). Katalaz, dustk hizlarda hidrojen peroksidin olustugu
durumlarda ya da ylUksek elektron alicisi konsantrasyonlarunun bulundugu
ortamiarda peroksidatif tepkimeyle (Tepkime 1), hidrojen peroksid olusum hizinin

yUksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle (Tepkime 2) hidrojen

peroksidi suya dénUstlrerek ortamdan uzaklastirir.

Katalazin aktivitesi icin demir gereklidir. Aktif kismi olan Fe**-protoporfirinin iki

fonksiyonel déngust bulunmaktadir.

Ortamda ¢ok disik hidrojen peroksid dlzeyi oldugunda, aktif olmayan enzim

bilesigi ile elektron alicisi tepkimeye girer:
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@ Nonenzimatik antioksidanlar
4 Seruloplazmin; demiri okside eder.
@ Transferrin; dolasimdaki demiri baglar.
4 Hemoglobin; oksidanlari baglar.

® E vitamini ve analoglart; lipid peroksidasyon zincirini kirarlar.

# C vitamini O, ® ve OH*'i direkt olarak tutar, E vitaminini rejenere eder.
® Tiyol icerenler (glutatyon, N asetil sistein, metiyonin); serbest radikal ve
HOCI tutucusudur.

@ A vitamini; direkt olarak peroksillere etki eder.
& Urik asid; O, *: OH® ve peroksil tutucusudur.

# Sistein; O, ® ve OH® tutucusudur.
4 Ubikinon; serbest radikal tutucusudur.
@ Glikoz; hidroksil radikal tutucusudur.

@ Bilirubin; 02.‘ ve OH®* tutucusudur.

€ AlbUmin; bakiri baglar, LOOH ve HOCI tutucusudur.
@ PirGvat; hidrojen peroksid tutucusudur.

@ Haptoglobulin; hemoglobini bagiar.

@ Hemopeksin; serbest hemi baglar.

Ayrica hucre igi bélUkleri, en etkin endojen antioksidan mekanizmayi saglarlar.
Mitokondri, lizozom, peroksizom ve sitoplazma serbest radikal Ureten sistemlere

kars! savagan antioksidan savunma mekanizmalari ile eglesmistir (65).
ILACLAR

® Ebselen; endojen glutatyon peroksidaz aktivitesini arttirir.

® Demir gelatérleri; desferroksamin, dimetil tiolre, seriiloplazmin; serbest
Fe™ 't baglarlar.

@ Sitokinler (TNF ve interlokin-1)

@ Ksantin oksidaz inhibitérleri (allopurinol, oksipurinol); ksantin oksidaz

tarafindan stperoksid anyon Uretimini inhibe ederler.
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® Proteaz inhibitérleri; serin proteaz inhibitérleri, fenilmetilstifonil florid;
ksantin oksidazin ksantin dehidrogenaza dénusimund bloke ederler.

¢ NADPH oksidaz inhibitérleri: adenozin, lokal anestezikler, Ca** kanal
blokerleri, nonsteroidal antiinflamatuar ajanlar; nétrofii ve makrofajlardaki

NADPH oksidaz tretimini inhibe ederler.

€ Mannitol; OH® radikalini tutar.
® Barbittratlar

¢ Flavanoidler

¢ Trimetazidin

¢ indepamid

¢ Ho reseptdr blokerleri
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KARDIYOVASKULER SISTEM

YASLANMA VE KARDIYOVASKULER DEGISIKLIKLER

Damar diuz kaslarinda kollajen artisi ve elastik dokunun azalmasi yaglanmada
izlenen damar komplians azalmasini aciklayabilir. Azalmig kardiak output ve
artmis periferal direng sonucu organ perflzyonunda dusts izlenir. Dinlenme
sirasindaki "kardiak output” 20 yastan sonra progresif olarak diger. Bunun yani
sira yaslanma ile kalp hizi azalirken diastol ve sistol sonu hacim artar. Ayrica
myokardin B adrenerjiklere yanitinda azalma saptanir. Bu durumun nedeni yasla
beraber artan endojen katesolaminler oldugu gibi yasla ilgili olan diger
degisiklikler de olabilir. Diyastolik disfonksiyon ortaya c¢ikar. Yasl insanlarda
azalmis bir baroreseptér duyarhligi izlenir, bunun sonucu olarak intravaskiler

volumdeki degisikliklere kardiovaskuler yanitta azalma olur (1, 92).
KALP HASTALIKLARI VE [SKEMI-OKSIDAN STRES

GUnumuzde iskemi sonucu gelisen kalp hastaliklari ve patolojik degisiklikler en
énemli 8lum nedenidir. iskemik hasar sonucu artan kapiller permeabilite o
bélgede &ncelikle &dem olusumuna yol acar. Iskeminin devam etmesi
durumunda ise sitozolik enzimler dolagsima salinir ve mikroskopik / makroskopik
degisiklikler ile doku hasari olusur. Son yillarda yapilan c¢alismalar iskemik
dokuda oksijenden turev alan serbest radikallerin bol miktarda uretildigini ve

olugsan hasardan sorumlu oldugunu éne strmektedir (43).

iskemik dokular hipoksik ya da anoksik olduklarindan uzun vyillar oksijen
metabolizma sapmalari ya da sUperoksid ya da hidroksil radikali gibi serbest
radikallerde bir artis beklenmemis ve iskeminin hiperoksijenasyon sonucu
gelisen oksijen toksisitesine karsi bir antitez olusturdugu dugtntlmastar.

Gunimuzde ise iskemiyi takip eden reperfuzyon déneminde olusan hasarda
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iskeminin kalpte olusturdugu etkilerin yani sira serbest radikal metabolizmasi

sonucu geligen Urlnlerin de rol oynadigi saptanmistir (43).

Myokardial iskemi bir dizi fizyolojik ya da terapétik islem sirasinda olusgabilir.
Myokardial iskeminin nedeni ister ateroskleroz ya da tromboembolizm, ister
koroner arter by-pass ya da transplantasyon gibi cerrahi igslemler olsun sonuglar
aynidir, myokardiuma gelen oksijen miktari ve metabolizma igin gerekli

substratlar azalir.

Iskeminin ilk dakikalarinda glikolitik yol oldukga fazla bir sekilde stimile
edilmesine ragmen NADH, sitrat ve laktatin birikimi ile doku asidoza
yéneldiginde bu yol inhibe edilir. Bu durumda, ortamdaki oksijen oksidatif
fosforilasyonu desteklemeye yeterli olmadigindan Krebs siklusuna girmesi
gereken pirtivat, laktik aside dénustartltr. Anaerobik yolla ATP'nin Uretimi ise

doku gereksinimini karsilayacak diizeyde degildir.

Devam eden iskemi ile ATP duzeyleri iyice duger ve hiicreye ¢ok zararl olan bir
dizi olay baglar. Bunlar arasinda en 6énemli olan htcrenin membran iyon
dengesinin korunamamasidir. Bunun sonucunda sodyum hicre icine girer,

reperflzyonda ise bu iyon kalsiyum ile yer degistirir.

Reperflzyon sirasinda kalsiyum-sodyum degisimi kalsiyumun htcre igine girisini
saglayan tek vyoldur. Hucre ic¢i kalsiyumun artmasi; hicre disina akisin
azalmasindan c¢ok hicre igcine olan akisin fazlaligina baghdir. Serbest
intraseltler kalsiyumun artisi sonucu htcrenin iyon dengesi iyice bozulur.
Kalsiyumla yUklU olan mitokondri daha fazla ATP Uretemez ve lizise ugrar. Hlcre
ici proteaz ve fosfolipazlar aktive olur. Proteaziarin aktivasyonu hiicre iskeletinin
yikilmasina yol acar. Fosfolipazlarin aktivasyonu sonucu membranda olusan
hasar ise serbest yagd asidlerinin ve lizofosfolipidlerin salinimina yol agar. Bu
bilegikler toksik &ézellikler tagimalarinin yani sira, reperflizyonda radikallerin ve
diger sitotoksik trtinlerin olusumuna yol agan arasidonik asid metabolizmasini
baslatmalari nedeniyle de tehlikelidirler. Aragidonik asidin siklooksijenaz ya da

lipooksijenaz tarafindan metabolize olmasi igleminde hidroksil radikali ve
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peroksil bilegikler olusur. Spesifik lipooksijenaz tarafindan aragidonik asidin
metabolize edilmesi sonucunda ise mono ve dihidroperoksi yag asidleri olugur.
Hidroperoksi yag asidleri peroksidler gibi davrandiklarindan metal iyon
kompleksleri ile tepkimeye girerek hidroperoksil radikalleri ya da hidroksil
radikalleri olustururlar. Bunun yani sira hidroperoksid radikalleri ikincil haberci
gibi davranarak reperfUzyonla indiklenen hasarda rol oynayan inflamatuar ve

immun yanitlari duzenlerler (18).

Serbest oksijen radikalleri kalbin sarkolemmal, SR ve mitokondriyal
fonksiyonlarini etkilemenin  yant sira kontraktil proteinleri modifikasyona

ugratarak da kardiyak disfonksiyona neden olurlar (32).

Doku iskemisi sirasinda meydana gelen hasarin buydk bir bélima molekiler
oksijenin tekrar dokuya girdigi reperfuzyon safhasinda olugur. Postiskemik
dokuda sUperoksid anyon radikalinin en énemli kaynaginin ksantin oksidaz
oldugu dasunulmektedir. Bu enzim organizmada ksantin dehidrogenaz (D formu)

olarak sentez edilir ve barsak, akciger ve karacigerde yaygin olarak bulunur.

Enzim D formunda iken elektronlari H,O5 ya da Og" olusturmak Gzere oksijene

transfer edememekte ve ancak NAD™yi indirgemektedir.

Tek basina ksantin oksidaz aktivite artmas: iskemik dokuda radikal hasari
meydana getirmeye yetmez, ortamda substrat bulunmaiidir. Bir substrat olan
hipoksantin, iskemik barsak dokusunda adenozin trifosfatin (ATP) katabolizmasi

sonucu normalin 5 kat kadar artmaktadir.

Ksantin oksidaz igin diger substrat molekuler oksijendir. Bu da iskemik dokunun

reperfazyonu ile saglanmaktadir (50).
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Iskemik dokuda ise enzimin D formu, hizla 02' Ureten oksidaz formuna dénusur
(65, 66) (Sekil 4).

Sekil 4. iskemi-reperfiizyon ve oksijen radikallerinin olusumu
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KATESOLAMIN METABOLIZMAS! ve MONOAMIN OKSIDAZ

Katesolaminler, vlcutta hormon ve nérotransmitter olarak iglev yapan bir grup
biyojenik amindir. Adrenal medullanin kromaffin grantllerinde, periferik ve
santral sinir sisteminin sempatik sinir ug¢larinda bulunurlar. En &énemlileri
adrenalin, noradrenalin ve dopamindir. Adrenal medullanin temel Grund olan
adrenalin, medulladaki katesolaminierin % 80Q'ini olusturur, 1-3 mg/gr doku
konsantrasyonlarinda bulunur ve medulla digi dokularda yapilmaz. Medullada
sentezlenerek depolanan adrenalin, kan dolagimi yolu ile uzak organlar Gzerinde
de etkisini gosterir. Bu ndrotransmitter soguk, yorguniuk ve sok gibi akut
durumlar karsisinda organlarin sempatik yanitini saglamak icin gereklidir.
Medullada % 20 oraninda bulunan noradrenalin ise sempatik sinir uglarindaki
baslica katesolamindir. Postsinaptik hicrede lokal olarak bir nérotransmitter

seklinde etki gdsterir (6, 81).

Katesolaminler tirozinden sentezlenirler. Katesolaminlerin biyosentezinde hiz
kisitlayici basamak tirozin hidroksilazdir. Bu enzim sadece kategolamin sentez
eden dokularda, sitoplazmada bulunur. Tirozinden olusan dopamin daha sonra
depolanmak ve gerektiginde noradrenaline dénlUsmek Uzere vezikuller igine
girer. Burada dopamin $ hidroksilaz, dopaminin noradrenaline dénusumund
katalize eder. Solubl bir enzim olan fenil etanolamin N-metil transferaz ise
adrenal medullada adrenalin olusturmak Uzere noradrenalinin N-metilasyonunu
katalize eder (6, 45, 81).

Katesolaminler adrenal medulla ve sinir hicrelerindeki depo vezikullerinde
depolanirlar. Vezikuilerin igerigi kalsiyuma bagimli bir ekzositoz ile salgilanir.
Salgilanan adrenalin dolagima gecgerek hedef dokulara gider, noradrenalin ise

ndron tarafindan geri alinir (6, 45, 81).
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Katesolaminler kan beyin bariyerini agsamadiklarindan beyinde lokal olarak
sentez edilirler. Kategolaminlerin 6n maddesi olan L-Dopa, bu engeli asarak

hicre igine girebilir (6, 81).

Katesolaminler plazmada albUmin ile gevsek bir sekilde bagh olarak tasinirlar.

Son derece kisa (10-30 sn) biyolojik yart dSmurleri vardir.

Adrenalin karacigerde ve kaslarda glikojenolizi stimlle ederek kan glikoz
dlzeyini yUkseltir. Bu etkisini cAMP Uzerinden gergeklestirir. Periferik dokularda
ise glikoz tutulumunu azaltir. Yag dokusunda lipolizi uyararak serbest yag

asitlerinin ve gliseroltun dlzeylerini arttirir (6, 45, 81).

Adrenalin, iskelet kasi arteriollerinde vasodilatasyon yaparken, deri, mukoza ve
splanktik visseral arteriollerde vazokonstriksiyona neden olur. Kalp kasi tizerine

stimtlan etkilidir. Noradrenalin ise genel olarak vazokonstrikidr etkilidir.

Katesolaminlerin yikiliminda Katekol-O-Metil Transferaz (KOMT) ve Mono Amin
Oksidaz (MAO) enzimleri rol alir. MAO oksidasyon reaksiyonlarini, KOMT ise

metilasyon reaksiyonlarini katalizler (45).

Katesolaminlerin metabolizmasindaki itk asama, yan zincirin metilasyonu ya da
oksidasyonudur. Dokuya siki bir sekilde bagli bulunan Noradrenalin, énce MAO
tarafindan oksidasyona ugrar, gevsek bir sekilde bagl bulunan komponent ise

6nce KOMT tarafindan metilasyona ugrar.

Katekol-O-Metil Transferaz (KOMT); pekgok dokuda dzellikle katesolaminlerin
blyUk oranda yikildigi karacigerde yodun olarak bulunan bir sitozolik enzimdir.
Substrata bagdimii bir reaksiyon sonucu katesolaminlerin inaktif O-metil
tarevlerini olusturur. 3 no’lu pozisyondaki -OH gruplarinin metilasyonu aracilidi
ile katesolaminlerin inaktivasyonunu katalizler. Mg”’a bagimli olan bu enzim,
sitozol i¢inde yer alir. Bu enzim metil gruplar kaynag olarak S-adenozil

metionini kullanir. Aktif bir -SH grubuna gereksinim gésterir.
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Noradrenalin, adrenalin ve dopaminin metabolizmalar1 $ekil 5de gdsterilmistir

(45):

Sekil 5. Katesolaminlerin metabolizmasi

MONO AMIN OKSIDAZ (MAO, EC 1.4.3.4)

Monoaminoksidaz 5-hidroksitriptamin, dopamin, epinefrin ve norepinefrin gibi
biyolojik olarak aktif aminlerin deaminasyon yolu ile in vivo inaktivasyonunundan
sorumlu bir enzimdir. Eritrositlerde bulunmamasina ragmen memeli dokularinda
yaygin olarak bulunur. Sinir dokusu, karaciger, mide, bébrek ve barsaklar ylksek
oranda bulundugu organlardir. Plazmaya gére trombositler géreceli olarak daha
fazla MAO aktivitesine sahiptirler (78,79).

Monoamin oksidaz ilk kez 1928’de Mary Hare tarafindan “tiramini okside edici

aktiviteye sahip enzim” olarak tanimlanmistir.
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Primer aromatik aminler blylUk oranda MAOQO tarafindan yikilir. Primer alifatik
aminler, sekonder ve tersiyer aminler ise daha az oranda MAO ile yikilirlar.
Monoamin oksidazin dodal endojen substratlari kategolaminler ve
indoletilaminier gibi aromatik amin deriveleridir, ancak enzim U¢ ya da daha

fazla karbon zinciri iceren aromatik amin tlrevlerine kargi da aktiftir (78,79).

MAO tarafindan inaktive edilen belli basli maddeler suniardir (23):

4 Monoamin nérotransmitterler

9 5 OH triptamin, noradrenalin, dopamin

@ Telemetil histamin (histaminin beyindeki ilk metaboliti)

# Fenil etilamin gibi beyinde iz miktarda bulunan aminler

€ Triptamin ve tiramin

@ Diyet ve ilaglardaki monoamin birimleri

@ Son yillarda N-metil 4 fenil 1236 tetrahidropiridin (MPTP) gibi bazi bilesikierin

oksidasyonunu da yaptig! anlasiimistir.

Amin oksidazlar substrat spesifikliine gére 1940 yilinda Zeller tarafindan
monoaminoksidaz ve diaminoksidaz (histaminaz) olarak iki gruba ayriimistir.
1959da Blaschko ve arkadaslari monoaminoksidazlarl inhibitér spesifitesine

gore siniflamiglardir (45):

@ Daha cok serumda lokalize olan ve karbonil reaktiflerle inhibe edilen MAO
(Benzilamin oksidaz, SMAOQO).

@ Daha cok dokularda lokalize olan ve karbonil reaktiflere (semikarbazid, INAH)
direncli MAO (Doku MAO, mitokondrial MAQO). FAD igeren bir enzimdir. Enzim
esas olarak mitokondri ile iligkilidir;, ancak kuaguk bir bélimin mikrozomal
fraksiyonda oldugu da bulunmustur (78,79, Enzymology of MAO).
Submitokondriyal fraksiyasyon calismalarinda enzimin dis mitokondriyal
membrana sikica bagli oldugu izlenmistir. Deterjan kullantimaksizin enzimin
membrandan ayrilmasinin zor olmasi enzimin membranda integral bir protein

oldugunu dastndUrmektedir. FAD, enzimin sistein grubuna izoalloksazin
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halkasinin 8. pozisyonundan tioester bagi ile kovalan baglanir (89). Hucre

icindeki MAO'nun %25'i de mikrozomiardadir. Bu enzim;

reaksiyonunu katalizler.

MAO'nun ana etki mekanizmasini oksidatif deaminasyon ve FAD'ye elektron
transferi olugturmaktadir (23). Amin oksidasyonunda ilk basamak C-N bagdinin
dehidrojenasyonudur; sonugta olugan imin, aldehid ve amonyagi olusturmak
Uzere hidrolize olur. Direkt ve indirekt kinetik bulgular bu hidrolizin enzim
yuzeyinde oldugunu 6ne sUrmektedirler. Aminin protone oimayan tipi substrat
olarak rol alir. Amin enzimle tepkimeye girerek redikte enzimi ve Grinl
olusturur, bu redikte enzim hemen oksijen tarafindan reoksidasyona ugrar
(78,79).

MAQO tarafindan katalizlenen reaksiyon indirgen ve yukseltgen iki yari

reaksiyondan olusur:

1) indirgen yari reaksiyon:

2) Yukseltgen yari reaksiyon:
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Alifatik substratlar igin oksidasyon Urtnu bir imindir. Bu, su ile hidrolize edilir ve
kendiliginden son Grune dénastr. Yapilan bazi ¢alismalarda aldehidin FAD'ye
elektron transferinden 6nce salindidi, amonyagin ise reoksidasyondan sonra

salindigi gésterilmigtir.

Substrat spesifisitesine ve inhibitér sensitivitesine gére monoamin oksidaz
enziminin iki tipi tamimlanmistir. A tipi monoamin oksidaz (MAO A) segici olarak
5-hidroksitriptamin ve norepinefrini deamine eder ve klorgilin tarafindan
inhibisyona daha duyarlidir. insanda plasentada, sicanda dalakta, insan ve
siganlarda ise barsaklarda bulunur. B tipi monoamin oksidaz (MAO B) ise segici
olarak feniletilamin ve benzilamini deamine eder ve deprenil tarafindan
inhibisyona daha duyarlidir. Bu form esas olarak karaciger ve beyinde

bulunmakta, ayrica insanlarda trombositlerde de yer almaktadir (8, 38).

MAO A dis mitokondrial membranin hidrokarbon cekirdeklerine bagl iken, MAO
B membranin periferik hidrofilik béigelerine baglidir. MAO A 527 amino asid
icerir ve 597 kD'dur. MAO B ise 520 amino asid igerir ve 58.8 kD
buytklugindedir. MAO A katesolaminerjik sinir uglarinda yogun iken, MAO B

serotoninerjik sinir uglarinda yogundur.

Katesolaminler metabolizmalari sirasinda birkag degisik mekanizma ile hasar
yaratabilirler. Oncelikle metaller tarafindan katalizlenen bir otooksidasyona
ugrayarak reaktif kinonlari olusturabilirler. Kinonlar kovalan olarak GSH'a
baglanirlar ve bdylelikle antioksidan havuzun bosalmasina neden olurlar. Basta
norepinefrin olmak Gzere katesolaminler intraselller enerji temininin zorlasmis
oldugu durumlarda oksijenin serebral metabolik hizini arttirarak iskemi-
reperfizyon hasarini ilerletirler. Noéral dokuya direkt katesolamin toksisitesi
Uzerine de hipotezier éne sruimastir. Iskemi sirasinda salinan kategolaminlerin
enzimatik deaminasyonu sonucunda reperflizyonda énemli miktarlarda oksidatif
stres olustugu bilinmektedir. iskemi sirasinda kategolamin konsantrasyonlarinin
artmasi ile monoamin oksidaz (MAOQ) aktivitesi oksijene badimli hale gelir.

Boylelikle reperflzyon gibi dokuya tekrar oksijenin girdigi durumlarda H,O;

50



Gretiminde patlama meydana gelir. H2O2' katekolaminlerin ve serotoninin normal
bir metabolizma yan Granudir (68). H,O; membraniari gegerek NADH ve gerekli
tiol gruplarinin oksidasyonuna ya da ¢ok reaktif hidroksil radikalini olugturarak
lipid peroksidasyonuna neden olur. MAO inhibitérleri H,O2 Gretimini azaltarak
CNS O; toksisitesine karsi beyni korur (91). Gunumizde doku hiperoksisi ile
beraber ilerleyen SSS hasarinda MAO inhibitérlerinin antioksidan etkisi ile ilgili

calismalar surmektedir.
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MAO iNHIBITORLERI

MAQO inhibisyonu, depresyon ve Parkinson Hastaligi tedavisinde yaygin olarak
kullanilan bir terapétik yaklagimdir (47). Buna ragmen MAO inhibitérleri,
depresyonun farmakolojik tedavisinde trisiklik antidepresanlar gibi dider ilaclara
kiyasla daha temkinli olarak kullanilagelmisierdir. Bunun nedeni, MAO
inhibitdrlerinin trisiklik ajanlardan daha az etkin olmalari ve “cheese effect” olarak
adlandirilan ciddi ve potansiyel fatal tehlikesi olan bir yan etkiye sahip
olmalaridir. Bu etki tiramin tarafindan indiklenen bir hipertansif krizdir. MAO A
aktivitesinin inhibisyonu sonucu tiramin duzeylerinin artmasi sempatik sinir
uclarindan noradrenalin salinimina neden olmaktadir. Ayrica MAQO inhibitorieri
birgok yiyecek ve ilagla da etkilesime girmekte ve bu da tedavide kulllanimlarini
kisitlayan bagka bir faktéru olusturmaktadir. Butin bunlara ragmen son yillarda;

@ atipik depresyon

@ terapiye direncli depresyon

@ reaktif-nérotik depresif sendrom

€ anksiete/panik bozukluklari ve fobilerin tedavisinde MAO inhibitorleri

siklikla kullaniimaya baslanmistir (39) (Tablo 3).

SRBIBLLBLS
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siniflanmasi.
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MAO A inhibisyonu antidepresan etki icin temel gereksinimdir, zira depresif
bozuklukta etkili olan patolojik mekanizmalar arasinda santral noradrenalin ve
serotonin nérotransmisyonunun bozulmasi etkili olmaktadir. Buna karsilik, MAO
B'nin selektif olarak inhibe edilmesi dopaminerjik fonksiyonlarin kaybi ile

karakterize olan Parkinson Hastaligi’'nda yararlidir.

Monoaminoksidaz inhibitérierinin depresif hastaliklarin tedavisi igin klinik
kullanimda uygulanmasi monoaminoksidaz aktivitesinde yaygin dsuslere yol
acmaktadir (45).

Klorijilin, deprenil ve parjilin gibi bir dizi asetilenik tlrevler de dahil olmak Gzere
var olan MAO i]rlhibit('jrleri FAD ile kovalan bir Grin olugsturarak enzimi inhibe
ederler (78,79). Bu tepkimeler enzim ile aktive olan irreversibl inhibisyonlardir;
baslangigta inhibitér enzim ile reversibl nonkovalan bir kompleks olusturur. L-
deprenilin ve MAO’nun etkilesimi sonunda enzime bagli FAD'da redtksiyon ve
inhibitérde oksidasyon gelisir. Okside inhibitér daha sonra kovalan bir sekilde
FAD’a N-5 pozisyonunda baglanir. Sonrasinda bu kompleks icinde enzim
tarafindan dehidrojenasyona ugratilir ve inhibitér enzimin aktif bdlgesine

baglanarak inhibisyonu gergeklestirir (20).
DEPRENIL

Selektif bir monamin oksidaz B inhibitér olan Deprenil ilk olarak D,L-rasemik
karigim olarak elde edilmistir. Anti-Parkinson ve antidepresif etkisi olan bir ilactir.
Kimyasal ismi izopropilfenilmetilpropargilamin, fenilizopropil-N-metilpropinilamin,
N-2-dimetil-N-propinil-2-feniletilenamin, R-(-)-N-metil-N-(1-fenil-2-propii)-2-

propinil-amin hidroklorid ya da N-propinil-metamfetamin olarak geger.

Deprenil tiraminin etkisini inhibe eder ve bu nedenle gUnimizde diyetsel

kisitlamalar konmadan uygulanabilinen en glvenli MAO inhibitéradur (36).

MAO-A insan organizmasinda en yUksek seviyelerini intestinal ortamda

olusturur. MAO-B ise serebral ortamda yUksek konsantrasyonlara ulasir ve
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dopaminin katabolize edilmesinde énemli rol oynar. Bu nedenle, MAO-B enzimi
Gzerinde selektif bir etkiye sahip olan ajaniar, serebral dokulardaki dopamin
yikimini belirli oranlarda onlerler ve béylelikle de dopaminin beyinde yeterli
duzeyde bulunmasini saglarlar. Deprenil (Selejilin) de ayni tesir mekanizmasi ile
yani beyin dokusundaki dopaminin katabolizmasini inhibe ederek Parkinson

tedavisinde dnemli bir destek saglar (39).

Deprenil gastrointestinal bélgeden hizla absorblanir (0.39 saat-+ 0.15) ve ilk iki
saatte plazma pik seviyesine ulasilir. Dokularda dagilimi hizlidir, kan beyin
engelini asar. BlyUk oranda plazma proteinlerine baglanir (% 95). Eliminasyonu
oldukga yavastir (eliminasyon yarilanma émri 39.47 + 23.33 saat). BUyUk élctde
idrarla, ¢ok az miktarda fecesle atilir. Deprenilin neredeyse tamami L-
metamfetamin ve N-dimetilselejiline metabolize olur. Atilimi ya bu metabolitleri ya

da degismemis L-selejilin seklindedir (39).

L-deprenil enzim ile éncelikle reversibl, nonkovalan bir kompleks olusturur. L-
deprenilin bu kompleks icinde MAO ile tepkimeye girmesi enzim-bagli FAD'In
redUksiyona ugramasina ve inhibitériin okside olmasina yol acar. L-deprenilin
oksidasyona ugramasi ile inhibitér bu kompleks icinde FAD ile N-5 pozisyonunda
kovalan bag olusturur. Ortaya ¢ikan inhibisyon dializ, jel filtrasyonu ya da
dilisyon ile geri dénmez. In vivo olarak da L-deprenilin etkilerinden kurtulus, yeni
enzim sentezine gereksinim gésterir. Enzimin MAO olmasi durumunda enzim
dénlsimU organdan organa degisir ve enzim yari émri sigan karacigerinde ve

beyninde sirasiyla 2.5-3.5 gin ve 8-13 gundur (78,79).

Yapilan calismalarda L-deprenilin artan dozlarda ve uygulama sayisinda MAO-
B'e olan inhibitér etkisini kaybettigini géstermistir. 'L-Deprenil MAO-B'nin yani
sira néronal amin alinimini inhibe eder. Deprenil tarafindan indiklenen MAO B
inhibisyonu sonucu Parkinson Hastalii'nin erken déneminde dopamin
dizeylerinde bir artis ve nérotoksik serbest radikallerin inhibisyonuna bagh
olarak néroprotektif bir etki izlenmistir. L-Deprenil'in temel etkisinin dopamin

deaminasyonunu inhibe etmesinden kaynaklandigi dtstntlse de L-Deprenil’in
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terapétik etkilerinin ajanin metabolik Grtnlerine -amfetamin ve metamfetamin-
bagh oldudunu ileri siren galismalar da vardir (47). Ayrica uzun sareli deprenil
kulanimi substantia nigra'da bulunan néron hicrelerindeki néromelanin
granullerinde yasa bagimli karakteristik morfolojik degisiklikleri de engeller (36).
Son yillarda substantia nigra pars compacta néronlarindaki élimlerin L-deprenil
tarafindan yavaslatildidi bildirilmis ve ilacin bu etkisinin MAO B inhibisyonundan
bagimsiz olabilecegdi aciklanmistir. Gunltuk deprenil enjeksiyoniarinin (2.0 mg/kg)
3 haftalik bir sure ile verilmesi sican beyin striatum bdélgesinde 10 kata kadar
varan bir stperoksid dismutaz aktivite artisina yol acar. Ayni sekilde katalaz
enziminde de kontrollere gére 1.7 kez bir artis izlenir (20, 36, 77). Tum buniarin
sonucunda uzun sureli deprenil uygulanan sigcanlarin daha uzun yasadigi
bildirilmistir (36).

PARUJILIN

Parjilin flavin kofaktdér( ile stabil bir bilesik olusturarak spesifik ve stoikiometrik
olarak aktif MAQ'ya baglanan ve enzimin inhibisyonuna neden olan bir ajandir
(8). Parjilin MAO B’ye selektif olarak irreversibl bir etki gésterir (39).

Parjilin ile MAO'nun inhibisyonu sonucu beyinde hidrojen peroksid Uretiminde
azalma ve sinir sistemi oksijen toksisitesinde dlslus gérulmis ve bu nedenle
MAOQO aktivitesinin hidrojen peroksid Uretiminde artisa, MAO inhibisyonunun ise
bu artisi azaltacagina ve histoloji dlzeyinde koruyuqu etkilerde

bulunabilecegine ait bulgular elde ediimigtir (68).
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ARAG-GEREG ve YONTEMLER

ARAC-GEREC

. Spektrofotometre-LKB Biochrom Ultraspec II*
.Spektrofluorometre-Aminco Bowman*

. Soguk santrifuj-Hettich*

. Homojenizatér-Braun Melsungen*

. pH metre-Radiometer Copenhagen PHM 63 digital pH meter*

. Su banyosu-Kottermann*

. Hassas Terazi-Mettler H 20*

. Derin Dondurucu-So-LOW Environmental Epu ip. CO**
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9. Manyetik karigtirici-Heidolph*

10. Filtre kagidi-Whatmann No.1*

11. Spektrofotometrik mikro cam ve kuartz ktvet-Hellma*
12. Florometrik kuartz ktvet

13. Otomatik pipetler-Gillson*

14. Cam pipetler-Assistant*

Bu arastirma Egé Universitesi Tip Fakiltesi blnyesinde Biyokimya
Anabilim Dali, Deneysel Cerrahi ve Arastirma Birimi ve Farmakoloji Anabilim Dali

olanaklarinin bir arada kullaniimasiyla yaruttlmastar.

*Ege Universitesi Tip Fakuiltesi Biyokimya Anabilim Dali

*Ege Universitesi Tip Fakultesi Farmakoloji Anabilim Dali
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KIMYASAL MADDELER

1. Doku homojenizasyonu igin kullanilan maddeler
- Sakkaroz ( Merck)
- EDTA (Sigma)
- Disodyum hidrojen fosfat (Merck)
- Potasyum dihidrojen fosfat (Merck)

2. Doku homojenizasyonu igin kullanilan ¢ézeltiler
2.1. MAO tayini icin doku homojenizasyon g¢ézeltisi
0.4 M sakkaroz ve 0.0001 M EDTA
13.629 gr sakkaroz ve 0.0372 gr EDTA 100 ml. distile
suda ¢6zuldr.
2.2. SOD ve katalaz tayini i¢cin doku homojenizasyon
¢Ozeltisi
Fosfat tampon, 50 mM, pH=7.0
KH,PO, 6.81 g tartihp 1 It distile suda ¢ézuldr.

Na,HPO,.2 H,O 8.9 gtartilip 1 It distile suda ¢ézullr.

3. Parametrelerin tayini i¢cin kullanilan maddeler
- KinGramin 2 Hbr (Sigma)
- Dipotasyum hidrojen fosfat (Merck)
- Potasyum dihidrojen fosfat (Merck)
- 4 Hidroksikinolin (HQ) (Merck)
- Sodyum hidroksit (Merck)
- Triklor asetik asit (Merck)
- Tiobarbiturik asit (Sigma)
- Kloroform (Merck)
- Metanol (Fluka)
- Siklohekzan (Riedel-de Haen)
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- Na,COj5 anhidr (Merck)

- NaHCO3; (Merck)

- Hidrojen peroksid (Merck)

- Epinefrin (Sigma)

- Sodyum - Potasyum tartarat, 4 H,O (Merck)
- Bakir stlfat e« 5 H,O (Merck)

- Folin chiocalteu
- Sodyum molibdat ¢« 2H,0 (Merck)

- Fosforik asit (% 85) (Merck)

- HCI (% 38) (Merck)

- Lityum stlfat (Merck)

- Brom (Merck)

- Sodyum klordr (Riedel-de Haen)

4. Parametrelerin tayini icin kullanilan ¢ézeltiler
4.1. MAO tayini igcin kullanilan ¢6zeltiler
-MAO substrat ¢ézeltisi
Kinaramin-dihidrobromir (kintiramin-2 HBr) 1 x 10° M
konsantrasyonda kullanilir. 31.4 mg Kintramin-2 HBr,
100 ml. distile suda ¢ézular. pH = 8.6 olacak sekilde 0.1
N HCl ya da 0.1 N NaOH ile titre edilir.
- Fosfat tampon, 0.5 M, pH = 7.4
KH,PO, 17.01 g tartihp 250 ml. distile suda ¢ézulur.

KoHPO, 21.7725 g tartilip 250 ml. distile suda ¢ézalar.

1. ¢ézeltiden 24 mi, II. ¢dzeltiden 132 ml alinir ve pH =
7.4’e ayarlanir.

- 4-Hidroksikinolin trihidrat (4 HQ) ¢Gzeltisi

1 x 10° M konsantrasyonda hazirlanir. 19.921 mg 4 HQ
tartilarak 100 ml. distile suda ¢6zulur. Bu ¢dzeltiden
kullanilacagi zaman 1 mi alinarak 100 mi'ye distile su ile
tamamlanir ve 10° M konsantrasyonda calisma cozeltisi

hazirlanir.
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- 4N NaOH cozeltisi

160 g NaOH tartilarak 1000 ml. distile suda ¢6zUldr.
4.2. Malondialdehid tayini igin kullanilan ¢ézeltiler

-% 0.9 Serum fizyolojik

9 gr. NaCl tartilip 1000 cc suda ¢ézildr.

-% 5 Triklor asetik asit (TCA) ¢dzelfisi

5 cc. TCA alinip 100 cc suda ¢ézaldr.

-% 0.67 Tiobarbitirik asit (TBA) ¢ozeltisi

0.67 gr. tiobarbittrik asit 100 cc distile suda ¢ézuldr.
4.3. Dien konjugatlar tayini icin kullanilan ¢dzeltiler

-Fosfat tampon (0.5 M), pH =7.4

17.01 gr. KH, PO, distile su ile 250 ml'ye tamamlanir.

21.7725 gr.K;H PO, distile su ile 250 mi'ye tamamlanir

KH, PO4 (12 ml) ile K;H PQO,4 (66 ml) oraninda karistirilr,

pH 7.4’e ayarlanir.

-Kloroform ve metanol ¢ézeltisi

2/1 oranda kloroform / metanol karigimi hazirlanir.
4.4. SOD tayini icin kullanilan ¢ozeltiler

-Karbonat tampon, 50mM, pH=10.2

Na,CO4 anhidr 5.3 g tartilip 1 It distile suda ¢ozUllr.

NaHCO, 4.2 g tartilip 1 It distile suda ¢6zuldr.

- Epinefrin ¢ézeltisi

1mM HCI icinde % 0.55'lik epinefrin ¢ozeltisi hazirlanir.
4.5. Katalaz tayini icin kullanilan ¢ézeltiler

- H,O,, 30 mM

Taze olarak hazirlanir. 0.34 ml % 30'luk H,O,, fosfat

tampon (pH = 7.0) ile 100 ml'ye tamamlanir.
4.6. Protein tayini icin kullanilan ¢ézeltiler

- % 2 Sodyum karbonat ¢ézeltisi

0,1 N sodyum hidroksit iginde hazirlanir.

- Taze hazirlanmusg alkali bakir ¢ézeltisi
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100 ml sodyum karbonat ¢ozeltisine 1 ml. sodyum
potasyum tartarat ¢ozeltisi (% 2.7 sodyum potasyum
tartarat « 4 H,0) ve ardindan 1 ml. bakir sulfat (% 1
CuSO04e 5 H,0) ¢ozeltisi konarak hazirlanir.

- Folin-Chiocalteu ¢ézelfisi

Bir balon igerisine 100 gr. sodyum tungstat, 25 gr.
sodyum molibdat e 2H,0'lu, 700 ml. distile su, 50 ml. %

85'lik fosforik asit ve 100 ml. konsantre HC! konularak
geri sogutucu altinda 10 saat kaynatilir. 150 gr. lityum
suifat, 150 ml. distile su ve 1-2 damla brom eklendikten
sonra geri sogutucusuz 15 dk. daha kaynatilir.
Sogutulduktan sonra 1 litreye tamamlanir. Belirli bir
hacim alinarak fenoifitaleine karsi 0.1 N sodyum
hidroksid ile titre edilerek normalitesi belirlenir.
Normalitesi 1 olacak sekilde 1 N HCI ile seyreltilir.
5. Standartlar
5.1. MAO standarti
4HQ 10°M, Merck
5.2. Siiperoksid dismiitaz standarti
Bovin eritrosit SOD, 3000 U, Sigma
5.3. Protein standarti
Bovin Serum Albimin, Sigma
200 mg/100 ml. konsantrasyonda Bovin serum albimin
cozeltisi hazirlanarak 25-200 mg/dl'lik standartlar i¢in gerekli

seyreltmeler bidistile su ile yapilir.

6. flaglar
6.1. Deprenil
L-selejilin (Kogak).
6.2. Pargyline
[(N-methyl-N-propargylbenzylamine;N-methyl-N-2- propynylbenzylamine)
Hydrochloride C11H13N.HCI] Sigma’dan temin edilmisgtir.
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CALISMA MATERYALLERI

Bu calismada Swiss-Albino tUrG erkek siganlar kullanilarak 8 galisma grubu

olusturulmustur.

1. Grup: GENC SICAN GRUBU

(n=10)

2-3 aylik Swiss-Albino tlra erkek siganlardan olusturulmustur. Siganlar, standard
Isik (12 saat gun 15191 / 12 saat karanlik) ve 1si kosullarinda (ortalama 20° C)

standard diet (pelet yem) ile beslenmislerdir.

2. Grup: YASLI SICAN GRUBU

(n=10)

16-18 aylik Swiss-Albino tlrt erkek siganlardan olusturulmustur. Sicanlar,
standard isik (12 saat gin 15181 / 12 saat karanlik) ve isi kosullarinda (ortalama

20° C) standard diet (pelet yem) ile beslenmiglerdir.

3. Grup: GENC KONTROL GRUBU

(n=10)

2-3 aylik Swiss-Albino turl erkek siganlardan olusturulmustur. Standard isik (12
saat gln 1181 / 12 saat karanlik) ve isi kosullarinda (ortalama 20° C) standard
diet (pelet yem) ile beslenen sigcanlara 2.5 cc serum fizyolojik bir defada

intraperitoneal olarak verildikten 1.5 saat sonra hayvanlar dekapite ediimislerdir.

4. Grup: YASLI KONTROL GRUBU

(n=10)

16-18 aylik Swiss-Albino tlrd erkek siganlardan olusturulmustur. Sstandard isik
(12 saat gun 1181 / 12 saat karaniik) ve Isi kosullarinda (ortalama 20° C)

standard diet (pelet yem) ile beslenen siganlara 2.5 cc serum fizyolgjik bir
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defada intraperitoneal olarak verilmis ve 1.5 saat sonra dekapitasyon

uygulanmistir.

5. Grup: DEPRENIL UYGULANAN GENC SICAN GRUBU

(n=10)

2-3 aylik Swiss-Albino turl erkek siganlardan olusturulmustur. Standard i1gik (12
saat gin 1sig1 / 12 saat karaniik) ve isi kosullarinda (ortalama 20° C) standard
diet (pelet yem) ile beslenen sigcanlara bir kez 25 mg/kg deprenil 2.5 cc serum
fizyolojik iginde ¢oézulerek intraperitoneal olarak verilmis ve 1.5 saat sonra

dekapitasyon uygulanmistir.

6. Grup: DEPRENIL UYGULANAN YASLI SICAN GRUBU

(n=10)

16-18 aylik Swiss-Albino turld erkek siganlardan olusturulmustur. Standard igik
(12 saat gun 1s1Q1 / 12 saat karanlik) ve i1si kosullarinda (ortalama 20° C)
standard diet (pelet yem) ile beslenen sicanlara bir kez 25 mg/kg deprenil 2.5
cc serum fizyolojik icinde ¢dzulerek intraperitoneal olarak verilmis ve 1.5 saat

sonra dekapitasyon uygulanmistir.

7. Grup: PARJILIN UYGULANAN GENC SICAN GRUBU

(n=10)

2-3 aylik Swiss-Albino tlrt erkek si¢ganlardan olusturulmustur. Standard isik (12
saat gun 15181 / 12 saat karanlik) ve isi kogullarinda (ortalama 20° C) standard
diet (pelet yem) ile beslenen siganiara bir kez 25 mg/kg parjilin 2.5 cc serum
fizyolojik icinde c¢dzllerek intraperitoneal olarak verilmis ve 1.5 saat sonra

dekapitasyon uygulanmistir.

6. Grup: PARJILIN UYGULANAN YASLI SICAN GRUBU

(n=10)

16-18 aylik Swiss-Albino turl erkek siganlardan olusturulmustur. Standard isik
(12 saat gun 15181 / 12 saat karanlik) ve isi kosullarinda (ortalama 20° C)

standard diet (pelet yem) ile beslenen sigcanlara bir kez 25 mg/kg parijilin 2.5 cc
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serum fizyolojik iginde ¢bzulerek intraperitoneal olarak verilmig ve 1.5 saat sonra

dekapitasyon uygulanmistir.

MAOQ inhibitérileri ile olusan inhibisyon derecesini ve maksimum inhibisyondaki
degisiklikleri saptamak amaciyla inhibitérler verildikten sonra gesitli saatlerde
dekapitasyon uygulanarak en uygun sire belirlenmeye c¢alisiimistir. Bu sUreler
denenirken daha énce yayinlanan calismalardan elde edilen veriler ve MAO
inhibitérierinin klinik uygulamada antidepresan etkinliklerini gosterdikleri sreler
g6ézénine alinmistir. Buglne kadar cesitli deney hayvanlarinda yapilan
galismalar MAO inhibisyonunun, inhibitéran verilmesinin ardindan ilk birkag saat
icinde gergeklestigini ve ardindan monoamin substratlarinda belirli bir artig
goéruldagunt gdéstermistir (23). Klinik uygulamalar ise MAO inhibitérierinin
antidepresan etkilerinin ortaya c¢ikmasi igin yaklasik 2 haftalik bir sireye
gereksinim oldugunu belirtmektedir (39). Bu nedenle ajanlarin akut olarak i.p.
uygulanmalarinin ardindan belirli saatlerde dekapitasyon uygulanmis ve kaip
MAQO dizeylerindeki inhibisyon yUzdeleri elde edilerek (Tablo 4), deney
stresince  MAO inhibisyonunun en etkili oldugu 1.5 saatin ardindan

dekapitasyonun uygulanmasina karar verilmistir.

Tablo 4. Deprenil ve Parijilinin degisik saatlerde olusturduklan inhibisyon yiizdeleri
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CALISMADA KULLANILAN YONTEMLER

Calismadaki tum sican gruplarindan dekapitasyon sonucu elde edilen kalp

dokularina sirasi ile agsagidaki islemler ve analizler uygulanmistir:

1. Kalp dokularinin disseksiyonu ve homojenizasyonu

2. Kalp dokularinin MAO ddzeylerinin belirlenmesi

3. Kalp dokularinin lipid peroksidasyon drinlerinin (malondialdehid, dien
konjugatlart) belirlenmesi ‘

4. Kalp dokularinda antioksidan enzim (katalaz, siperoksid dismuitaz)
aktivitelerinin belilenmesi

5. Kalp dokularinda protein diizeylerinin belirlenmesi

1. Dokularin disseksiyonu ve homojenizasyonu
Sicanlar dekapite edildikten sonra kalp doku 6rnekleri ¢ikarilarak
serum fizyolojik ile ylkanmis ve buz Uzerine alinarak laboratuvara
ulastiriimistir. Laboratuvara ulastirilan érnekler buz tGzerinde tutularak
hassas terazide tartilmis ve her bir doku U¢ kisma bélunmustar. Bir
kisim MAO tayini icin EDTA-Sakkaroz ¢ozeltisi ile (1/10, wiv), ikinci
kisim dien, SOD ve katalaz tayini igin fosfat tampon (KH,PO,4
Na,HPO, ¢ 2 H,0, 50 mM, pH=7.0) (1/10, w/v) ile, son kisim ise
malondialdehid tayini icin distile su (2/1, wiv) ve % 5 TCA ile
homojenizator tuplerinde 1000 devirde (ortalama 10 vuru) buz
Gzerinde homojenize edilmistir. Her bir homojenat 1500 g x 10 dakika
santriflj edildikten sonra MAO, malondialdehid, dien konjugatlari,
SOD ve katalaz tayinleri elde edilen Ust fazlardan sirasi ile
belirlenmistir. Tum santrtflj islemleri +4°C'de gerceklestirilmisgtir.

Analizler ayni gun iginde uygulanmigtir.
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2. Monoamin oksidaz tayini
Kraml'in doku MAQO ydénteminin bir modifikasyonu olup fluorometrik

6lgime dayanmaktadir (37).

MAOQO enzim aktivitesinin saptanmasi icin hazirlanan homojenattan 0.1
mi alinarak Gzerine 2.3 ml distile su konulur. Daha sonra sirasiyla 0.3
ml fosfat tampon ve 0.3 ml kinGramin 2 HBr c¢dzeltisi ekienerek 30 dk
su banyosunda (37°C) inktbasyona birakilir. Yarim saat
inklbasyondan sonra tupler su banyosundan cikarilarak buz Gzerine
alinir. Uzerlerine 1 ml NaOH eklenerek reaksiyon durdurulur. Enzim
aktivitesi ile orantili olarak olusan 4 HQ dizeyi 318 nm eksitasyon ve
385 nm emisyon  dalga boyunda  Aminco Bowman
spektrofluorometrede okunur. Standart seri ile her denemede
hazirlanan standart grafikten 4 HQ miktari nanomol olarak hesaplanir.
Bulunan miktar mg protein basina bélunerek spesifik aktivite saptanir

(nmol / mg prot).

3. Malondialdehid tayini
MDA tayini icin kullanilan yéntemin prensibi, homojenatin triklor asetik
asitle deproteinize edilmesinin ardindan &rnekte bulunan MDA’nin
TBA ile olugturdugu TBA-MDA kompleksinin kirmizi renginin
spektrofotometrik 6lgcimuine dayanir (56).

MDA tayini igin distile su ile 2/1 oraninda hazirlanan homojenata 2
misli % S'lik TCA'dan eklenir. 2000 gde 15 dk. santrif(jj edilir.
SlOpernatantin 1.5 ml ‘sine, 1.5 ml % 0.67’lik TBA eklenir. Karisim
100°C’lik su banyosunda 30 dk isitildiktan sonra buz Uizerine alinarak
5 dk. sogutulur. Ornekler spektrofotometrede 532 nm'de okunur ve
ekstinksiyon koeffisiyenti kullanilara hesaplama yapilir.

Hesaplama:

MDA (umol/kg ke dokusu )

Ekstinksiyon koeffisiyenti: 153 000/Mol/cm
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4. Dien konjugatliar! tayini
Dien konjugatlarinin tayini igin fosfat tampon ile dokunun % 10’luk
homojenati hazirlanir (1gr. doku 10 ml fosfat tampon ile homojenize
edilir). Elde edilen homojenatin 0.5 ml'sine 7.5 ml. kloroform / metanol
karisimi (2/1) eklenir. lyice karistinlip Whatman filtre kagidindan
stiztldukten sonra stzUntunin 2 ml'si alimp azot gazi altinda
ugurulur.  Kuru kalintya 3 ml.  siklohekzan  eklenerek
spektrofotometrede 233 nm'de siklohekzan kérune kargi okunur ve
protein bagina miktar belirlenir (4).
Hesaplama: nmol hidroperoksid / mg protein
Ekstinksiyon koeffisiyenti: 2.52x10™ M™

5. Siperoksid dismiitaz tayini
Enzim tayini icin hazirlanmis homojenat, karbonat tamponu ile 1/100
dilte edildikten sonra c¢alisiimis ve sonuglar doku proteinine gére
degerlendirilmigtir. SOD duzeyleri optimum pH=10.2'de epinefrinin
adrenokroma otooksidayonu esasina dayall kolorimetrik yéntem ile
tayin edilmistir (46, 70).

2 ml. tampon Uzerine 7 saniye iginde 0.2 ml. érnek ve 0.025 mi.
epinefrinin % 0.55'lik (1mM HCI iginde hazirlanmig) ¢ozeltisinden
eklenerek absorbans artisi 15 sn. aralarla 3 dk. boyunca 480 nm'de
okunur. Enzimin epinefrinin adrenokroma otooksidasyonunu inhibe
etme ylzdesinin hesaplanmasindan sonra standart grafikten elde
edilen veriler U olarak degerlendirilir ve doku proteinine gére
hesaplanir. 2,2 ml. tampon solisyon ve epinefrin kullanilarak

hazirlanan kér igin de ayn! islemler uygulanir.

6. Katalaz tayini
Enzim tayini icin homojenat fosfat tampon ile 1/100 dille edildikten
sonra hidrojen peroksidin katalaz tarafindan pargalanmasi temeline
dayali UV spekirofotometrik yéntem ile katalaz aktiviteleri tayin
edilmistir (2, 42, 70).
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Taze hazirlanan ve 30 mM H,0, igeren fosfat tampon gézeltisinden 3

ml Gzerine 0.2 m! 6rnek eklenerek 240 nm'de absorbansin azalmast
15 sn araliklarla, 3 dk boyunca okunur ve lineer regresyonlara gére
her bir analiz igin en uygun absorbanslar bulunarak, k degeri
asagidaki sekilde hesaplanir:

k=2.3/At xlog A1/A2

Uniteye gevirmek igin;

10=23xlog A1/A2 /tx 6.93x 10-3 = /0.1 ml. x 10 = U/ml x 1000
(dilusyon) = U/mi

Sonuglar mg protein basina verilir.

6. Protein tayini
Proteinlerin alkali ortamda bakir iyonlart ile bitret tepkimesi
vermesinden yararlanilan Lowry ydntemi ile yapilmistir (41). Bu
tayinde alkali solUsyonda peptid baglari ve bakir tuzlari mor renkli bir
kompleks olustururlar. Daha sonra folin ilavesi ile protein yapisindaki
tirozin ve triptofan aminoasidleri de indirgenerek renk olusumuna

istirak ederler.

Analiz taptne 0.1 ml doku homojenati konularak 0.9 mi distile su ile
dilie edilir. Uzerine taze hazirlanmis alkali bakir ¢ézeltisinden 5 mi
konarak karistirilir ve oda isisinda 10 dk bekletilir. Karigimlara 1:1
oraninda 1 N HCl ile dilie edilmis folin ¢ézeltisinden 0.5 ml ekienerek
hizla karistirthr ve oda sicakliginda 30 dk bekletilir. Olusan renkli
bilesik 750 nm dalga boyunda spektrofotometrede reaktif kére karsi
okunur. Her deney grubu igin ayri standart serileri hazirlanarak

bulunan degerler gizilen grafikten hesaplanir.
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ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu calismada bulgularin istatistiksel degerlendiriimesinde MICROSTA ve

ANOVA istatistik programlarindan yararlaniimistir. Coklu karsilagtirmalar igin tek
yonla varyans analizi ve ikili karsilagstirmalar igin Student t testi kullaniimistir.

Ayrica tim deg@erler arasindaki korelasyonlar, ciftlestiriimis dizenli korelasyon

testi ile arastinimigtir.
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BULGULAR

Geng ve yasgli sigan kalplerinde MAO enzim dizeylerinin, MAO enzim dlzeyleri
ile kiyaslamal lipid peroksidasyon géstergelerinin (MDA ve dien konjugatlart) ve
antioksidan enzim (SOD, katalaz) dizeylerinin, ayrica monoamin oksidaz
inhibitérid olan iki ajanin (deprenil ve parjilin) akut uygulanmasinin bu
parametrelere etkilerinin incelendigi bu ¢alismada elde edilen sonuglar Tablo 1,

2 ve 3'de 6zetlenmistir.

R 5 s

Tablo 1. Fizyolojik kontrol, plasebo kontrol, deprenil ve parjilin uygulanan gruplara
ait MAO degerleri

Gruplara ait MAO aktivitesi ile ilgili bulgular irdelenecek olursa; geng ve yasli
sicanlarda kalp MAOQ aktiviteleri dlizeylerinin gésterildigi Sekil 1'de de goéraldaga
gibi yash siganlarda bu degerler anlamli derecede yUksektir (p<0.005).
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Geng ve Yagh Kontrollerde MAO Degerleri

100 -

80

MAC
{nmol/mg protein)

Geng ' Yagh

Sekil 1. Geng ve yash gruplara ait kontrollerde MAO degerleri

Deprenil ve parjilin uygulanan gruplarin MAO degerlerine ait bulgular ise Sekil
2'de kiyaslamali olarak gésterilmistir. Akut deprenil uygulanimi ardindan hem
gencglerde, hem de yaslilarda MAO aktivitesinin anlamh bir gekilde azaldidi
izlenmisgtir (p<0.0005, p<0.0001). Diger bir MAO inhibitéri olan parjilinin akut
uygulamasinin ardindan benzer sekilde hem genclerde, hem de yaslilarda MAO
aktivitesinin anlamii bir sekilde azaldidi gértlmastur (p<0.0001, p<0.00001). Bu
sonuglar géze alindidinda parjilinin yasl kalp dokularinda olusturdugu MAO
inhibisyonunun genclere gére daha fazla oldugu gértimektedir. Ancak MAO

inhibisyonu acisindan deprenil ve parjilin arasinda istatistiksel olarak anlamii bir
fark izlenmemisgtir.

Plasebo Kontrollerle MAO nhibitirii Uygulanan Deneklerde
MAOQ Diizeyi Grafii

MAO

Plasebo Deprenil Parjilin Plasebo Deprenil Parjilin
Geng Yaslt

Sekil 2. Plasebo kontrollerie MAO inhibitdrii uygulanan geng ve yash
siganlarda MAO degerleri
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Tum gruplara ait lipid peroksidasyon géstergeleri (MDA ve dien konjugatlart)
dlzeyleri ise Tablo 2'de gdsterilmigtir.
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Tablo 2. Fizyolojik kontrol, plasebo kontrol, deprenil ve parjilin uygulanan

gruplara ait lipid peroksidasyon (MDA ve dien konjugatlar) degerleri

Geng ve yasli kontrollere ait MDA ve dien konjugatlar dizeyleri Sekil 3 ve 4'te
gbsteriimistir. Her iki parametrede de yasli siganlarda anlamli bir yUkseklik
izlenmektedir (p<0.0001 ve p<0.005).

Geng ve Yagh Kontrollerde MDA
Diizeyleri

25 +

N
o

-
(4,

MDA
(nmol/gr doku)
o

3]
-+

o

Sekil 3. Geng ve yash kontrollerde MDA degerleri
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Geng ve Yagh Kontrollerde Dien
Konjugatlar Diizeyleri

Dien Konj
(nmol/mg protein)

Geng Yash

Sekil 4. Geng ve yash kontrollerde dien konjugatian degerleri

Geng ve yasli kontrollerde saptanan MAO degerlerinin MDA ve dien konjugatlari
ile (+) bir korelasyon gésterdigi saptanmistir (r=0.9358 ve r=0.9668). Bu

korelasyonlar Sekil 5 ve 6'da da izlenmektedir.

[4)]
i
1

y=0,1088x + 1,3828 &

45 1 r=0.9358
g .00
e 35+
h-1
5 37
T 257+
g 15+
= 14

05

0 : : | . —+ ,
0 5 10 15 20 25 30
MAO (nmol/mg protein)

Sekil 5. MAO ve MDA arasindaki (+) korelasyon
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Q7 y=1,713x- 11,647 ¢
35 4

r=0.9668
30 +

25 +
20 +
15 +
10 +

DIEN (nmol/mg protein)

0 5 10 15 20 25 30
MAO (nmol/mg protein)

Sekil 6. MAO ve dien konjugatlar arasindaki (+) korelasyon

MAO inhibitér uygulanan gruplarda MDA ve dien konjugatlarina ait degerler
plasebo kontrollerle kiyaslamali olarak Sekil 7 ve 8'de gésterilmistir. Deprenil ve
parjilin uygulamasinin ardindan hem geng, hem de yaslh sigcanlarda lipid
peroksidasyon goéstergelerinde anlamii dususler izlenmigtir. Deprenil uygulanan
geng ve yagl grupta MDA degerleri plasebo kontrollere gére anlamli derecede
daha dusuktar (p<0.005). Ayni gruplarda dien konjugatlart gézéntne alindiginda
ise benzer p degerleri saptanmistir (p<0.005). Parjilin uygulanan gruplarda ise
MDA degerleri plasebo kontrollere gére yasl grupta genglere gére daha aniami
olmak Uzere dusuktur (p<0.005 ve p<0.0005). Ayni grupta dien konjugatiari
g6zdéniine alindiginda ise MDA degerlerinin tersine genglerde daha anlami clan

bir dusts izlenmistir (p<0.0005 ve p<0.005).
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Plasebo Kontrollerle MAO inhibitérii Uygulanan
Deneklerde MDA Degerleri
20 -
18 |
16 |
~ 14 ]
'g 12 |
< "?‘ 10
810
ST 8.
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2 |
O e SRR SR
Plasebo Deprenil Parjilin Plasebo Parjilin
Geng Yagh

Sekil 7. Plasebo kontrollerle MAO inhbitorii uygulanan gruplarda MDA degerieri

Plasebo Kontrollerle MAO Inhibitorii Uygulanan Deneklerde
Dien Konjugatlari Degerleri

Dien Konj
(nmol/mg protein

Plasebo Deprenil Parjilin Plasebo Deprenil Parjilin
Geng Yash

Sekil 8. Plasebo kontroller ve MAO inhibitérii uygulanan gruplarda dien

konjugatlan degerleri

MAQ inhibitérlerinin uygulanmalarinin ardindan MDA ve dien konjugatlarinda
gbérilen bu anlamh dustsler MAO enziminde gérilen dusaslerle (+) bir
korelasyon goéstermektedir. Bu korelasyonlardan bazi érnekler Sekil 9, 10 ve

11'de gésterilmistir.
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35T y=1,0178x + 3,2635
30 - r=0.8828
25 1
20 +
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Dien (nmol/mg protein)

0 10 20 30
MAO (nmol/img protein)

Sekil 9. Deprenil uygulanan geng siganlarda MAO ve dien konjugatlar arasi

korelasyon

MDA (nmol/gr doku)
N
[4,]

0 : } |
0 10 20 30

MAO (nmoli/mg protein)

Sekil 10. Parjilin uygulanan geng siganlarda MAO ve MDA arasi korelasyon
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Sekil 11. Parjilin uygulanan yasl siganlarda MAO ve dien konjugatlan arasinda (+)

korelasyon

Caligmada incelenen gruplarin kalp dokusu antioksidan savunma enzimlerinden
SOD ve katalaza ait degerler Tablo 3'te gésterilmistir.

Geng ve yash fizyolojik kontrol gruplarinda SOD ve katalaz dizeylerine ait
degerler Sekil 12 ve 13'de gésterilmistir. Hem SOD, hem de katalaz degerlerinde

yash grupta geng gruba gére anlamli bir dusts saptanmistir (p<0.05).
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Tablo 3. Fizyolojik kontrol, plasebo kontrol, deprenil ve parjilin uygulanan gruplara

ait antioksidan savunma enzimleri (SOD ve katalaz) degerleri
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Geng ve yash kontrollerde SOD diizeyleri

SOD
(O/mg protein)

Geng Yasl:

Sekil 12. Geng ve yash kontrol gruplarinda SOD diizeyleri

Geng ve Yagh Kontrollerde Katalaz Diizeyleri

Katalaz
(U/mg protein)

Geng Yagh

Sekil 13. Geng ve yash kontrol gruplarinda katalaz diizeyleri

MAQ inhibitéri uygulanan gruplarda SOD ve katalaza ait degderler plasebo
kontrollerle kiyasiamali olarak Sekil 14 ve 15'de gésterilmistir. Deprenil ve
parjilin uygulamasinin ardindan hem geng, hem de yasli sicanlarda antioksidan

savunma sisteminde hafif artiglar saptanmasina karsin bunlar arasinda
istatistiksel olarak anlamii bir deger bulunmamistir.
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Plasebo Kontrollerde ve MAO inhibitérii Uygulanan
Deneklerde SOD Degerleri

SOD
(U/mg protein

Plasebo Deprenil Parjilin Plasebo Deprenil Parjilin
Geng Yash

Sekil 14. Plasebo kontroller ve MAO inhibitérii uygulanan gruplarda SOD degerleri

Plasebo Kontroller ve MAO inhibitdrii Uygulanan
Deneklerde Katalaz Degerleri

Katalaz

(U/mg protein

Plasebo  Deprenil Parjilin Plasebo renil  Parjilin
Geng Yash

Sekil 15. Plasebo kontroller ve MAO inhibitéri uygulanan gruplarda katalaz

degerleri

Sonuglarimizi dzetleyecek olursak; genc ve yash kontroller arasinda MAO ve
lipid peroksidasyon géstergeleri agisindan ileri yasiarda anlamh derecede olan
artislar izlenmistir. MAO dlzeylerindeki artiglarin MDA ve dien dlzeyleriyle de
korele olmasi dikkat g¢ekicidir. Plasebo kontroller ve deprenil ile parjilin
uygulanan gruplar arasinda ise hem genc hem de yashlarda ilag uygulanan
gruplarin MAO degerlerinde anlamii dastsgler saptanmigtir. Bu dustsler yash

grupta daha belirgindir. Ayrica yine bu dususler ile paralel olarak MDA ve dien
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duzeylerinde de dustsler izlenmistir. Hem MAO, hem de MDA ve dien
konjugatlarinda olusan bu olumliu degisiklikierde uygulanan iki ajanin etkinligi
agisindan anlamh bir fark izlenmemistir. Antioksidan enzimiere bakildiginda geng
ve yagll kontroller arasinda yasli grupta anlamli bir dists vardir. Deprenil ve
parjilin uygulaniminin ardindan bu enzimlerin aktivitelerinde anlami farkhiiklar

izlenmemisgtir.
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TARTISMA

Normal kosgullar altinda tim aerobik hucreler, solunum, fagositoz, arasidonik asid
metabolizmas: ve yaglanma sirasinda az miktarda serbest oksijen radikalleri
olustururlar. Bu radikallerin normal organizmada antioksidan savunma sistemleri
tarafindan hizla yok edilmelerine karsin, oksidan stres - antioksidan savunma
arasindaki dengenin oksidan stres lehine bozuldugu durumlarda ortamda
bulunan serbest oksijen radikallerinin; lipidler, amino asidler, nikleik asidler gibi
énemli bilegsenlerle etkileserek hicre, doku ve sonugta da organizma diizeyinde
hasara neden olduklar artik bilinmektedir (9, 11, 16, 52, 57, 65).

Organizmada artmis olan serbest oksijen radikalleri en énemli etkilerinden birini
poliansatire yag asidlerini perokside ederek gésterirler. Peroksidasyon
tepkimeleri sirasinda olusan lipid peroksidasyon Uriinlerinin ateroskleroz ve
iliskili olarak koroner kalp hastaliklari, dejeneratif hastaliklar, kanser gibi
sureclerin yani sira fizyolojik yaslanmada da etkileri oldugu artik kesinlik
kazanmistir (15, 24, 43, 50). llerleyen yasla beraber islevierinde 6nemli
degisimler olan kalp, organizmanin yasamsal faaliyetlerini strdirebilmesi
agisindan en 8nemli organidir. Bu organda yasla beraber gelisen etkilesimleri ve
bunlarin organizmaya yansimasini incelemek énemli olsa da, bu etkilesimlerden
olumsuz olan kosullari anlamaya ve iyilestirmeye yénelik calismalar hi¢ stphesiz
ki daha da anlamhdir. ilerleyen yasla beraber kalp dokusunda oksidan stresin
arttigi ve bunun kaynaklan arasinda katesolamin metabolizmasinin kilit enzimi
olan MAO’nun o6nemli yer aldi§i savindan yola gikarak gelistirdigimiz ve
yuraritge koydugumuz bu calismada, 6ncelikle geng ve yasl siganlarin kalp
dokularinda MAO, oksidan stres sonucu olusan lipid peroksidasyon gdstergeleri
(malondialdehid, konjuge dien) ve antioksidan savunma enzimleri (SOD, katalaz)

arastinlarak bu parametreler arasindaki iligkiler irdelenmistir.
Kategolamin metabolizmasi sirasinda yan riin olarak serbest oksijen radikalleri
Ureten MAO enziminin inhibisyonu sonucu radikal olusumunu kontrol altina

alabilme yolunda geligebilecek énemli sonuglar ise calismanin ikinci asamasini
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olusturmustur. Bu sonuglarin izlenebilmesi igin iki degisik MAQ inhibitort
(deprenil ve pariilin) kullanilarak lipid peroksidasyonu ve antioksidan sistem
yonundeki etkilegimler izienmistir. Calismamizin sonunda deprenil ve parjilinin
uygulanimi ile oksidan stres gostergeleri (lipid peroksidasyon Uranleri) ve
antioksidan savunmada izlenen degisiklikler olumlu olup, fizyolojik yaglanma
prosesinde serbest oksijen radikallerine bagli olugsan degisikliklerin MAO
inhibitérleri ile kismen de olsa kontrol altina alinabilecegi yolunda Umit verici

sonuglara ulagiimistir.

Serbest oksijen radikallerinin organizmadaki énemi g6z éntne alindiginda bu
radikallerin daha etkin bir sekilde anlasiimasinin gerekliligi ortaya ¢cikmaktadir.
Oksijen atomunda atom numarasi yani elektron sayisi 8'dir. Molekuler oksijen dig
orbitalinde paylagiimamig iki elektron igerir. Oksijen molekalindeki ayni yonde
donen iki elektrona sahip 2p orbitalindeki elektron bir orbitali birakip digerine
gectiginde ya da farkli orbitallerde farkli yénde dénduginde "singlet oksijen"
olusur. Orbitalden birine ters dénuslt bir elektron ya da ikisine ters dénusla iki
elektron daha gelirse "radikal" elde edilir. Radikaller eslesmemis elektroniari
nedeniyle ¢ok reaktif olan ve bu elektronlarini eslestirmeye yénelik olarak bir dizi

tepkimeye giren molekullerdir (9, 51).

Organizmada normal solunum iglemi sirasinda mitokondride agida ¢ikan oksijen
radikallerinin yani sira bir dizi spesifik substratin metabolizasyonu sirasinda da
radikal olusumu oldug@u artik bilinmektedir. Bunlar arasinda son yillarda Gzerinde
oldukca fazla sayida calisma yapimis olan MAO (EC 1.4.3.4) enzimi de
sayilabilir (23, 43, 70).

MAQO; biyojen aminlerden &zellikle kategsolaminierin ve  serotoninin
metabolizmasinda yer alan enzimlerden biri olup biyolojik psikiyatrideki énemi
nedeni ile ginimuzde yogun ilgi gekmektedir. MAO monoamin nérotransmiterleri
ya da putatif nérotransmiterleri inaktive eder; 5-hidroksitriptamin (5 HT,
serotonin), noradrenalin (NA), dopamin (DA), telemetilhistamin (beyinde

histaminin ilk metaboliti), feniletilamin, triptamin ya da tiramin gibi beyinde eser
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miktarlarda bulunan bazi endojen aminler ile diyetsel ya da ilag formunda

organizmaya alinan monoaminleri metabolize eder (23). Bu enzim

reaksiyonunu katalizler ve organizmada hidrojen peroksid Uretimine katkida

bulunur.

MAO prostetik grup olarak FAD tasir ve mitokondride lokalizedir. Enzim aktivitesi
normalde sisteinil tioeter araciligi ile apoenzime kovalan olarak bagl olan bu

FAD béliumuntn redksiyonuna baglidir (8).

Vcutta hem santral sinir sisteminde, hem de periferal dokularda yaygin bir
enzim olarak bulunan MAO substrat spesifisitesine ve inhibisyon ézelliklerine

gére iki gruba ayrilir (6, 23, 81):

@ 5-HT ve noradrenaline karsi aktivitesi olan ve klorjilin tarafindan inhibe edilen
A formu

€ Dopamin, benzilamin ile B-feniletilenamine karsi aktivitesi olan ve Kiorjilin
tarafindan inhibisyona géreceli olarak direngli iken deprenil tarafindan inhibe

edilen B formu

Bu formlar monklonal antikorlar kullanilarak immuno histokimyasal ¢alismalaria

ve molekuler genetik calismalaria da gosterilmistir (47).

Dokuda MAO enziminin tayini ydntinde ginimuze dek oldukga degisik yéntemler
kullanilagelmistir. MAO enzim aktivitesi ve kinetigi bu yéntemlerde
spektrofotometri, florometri ya da HPLC araciigi ile isaretli substratlar ve
inhibitérler kullanillarak belirlenmistir. MAO tayini icin kullanilan substratlar
arasinda; benzilamin, radyoaktif igaretli triptamin, tiramin, feniletilamin ve
dopamin sayilabilir. Bizim g¢aligmamizda uygulanan yéntem Kraml'in modifiye
spektroflorometrik yéntemi oiup kindramin subsratinin MAO ile oksidasyonu

sonucu olusan 4-hidroksikinolin floresansinin 6éigtimesine dayanir (37). Bu
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yéntem doku caligmalarinda guvenilir sonuclar vermektedir. Bu yontemi
laboratuvar kosullarimizin uyguniugu, kullanilan maddelerin kolay elde edilmesi
ve ekonomik oluglart da Ustun kilmaktadir. Kindraminin substrat olarak
secilmesinin nedeni de benzer sekilde bu substratin elde edilisinin kolay ve

ekonomik olmasidir.

Yaslanma ile ilgili mekanizmalarin aydiniatilabilmesi icin yapilan c¢alismalar
sirasinda, yaslanma ile tip A ve B MAO enzim aktivitelerinde organ spesifik
degisimler izlenmistir (38). Kalp ve karacigerde yasla birlikte her iki enzim
aktivitesinde de artig izlenirken, bébrekte her iki tip MAO aktivitesinde yasla
birlikte azalma gdzlenmektedir. Dalakta ise bu enzim aktivitelerinde anlamii bir
degisiklik izlenmemektedir (38). Saura ve arkadaslari da yaptiklari radyootografik
calismalarda yasla birlikte kalp ve beyinde MAO B’nin arttigini, ancak MAO A'da
bir degisiklik olmadigini géstermislerdir (67). Benedetti de yaslanma ile MAO
dlzeylerindeki bu artisin iligkisini ve ilgili mekanizmalari arastirmis ve MAO A
aktivitesinin sican kalbinde yasla paralel olarak arttigini (% 600), farelerde ise
yasia beraber MAO A aktivitesinin degismemesiyle birlikte, MAO B aktivitesinin
% 70 oraninda arttigini bildirmistir (76). Bu literattrlerle uyumlu sekilde biz de
calismamizda normal yasli siganlarda kalp MAOQO aktivitesinin genclere gére
anlamit derecede (p<0.005) arttigini goziemledik. Bu artis c¢alismanin
baslangicinda éne surdigumuz yasla beraber katesolamin metabolizmasi ve yan
drtnlerindeki artisi da beraberinde getirmekte ve MAOQO aktivitesindeki artisin
katesolamin metabolizma yan GrGnU olarak hidrojen peroksidde de artisa yol

acabilecegini kuvvetle dastindtrmektedir.

Yasla beraber MAO enzim aktivitesinin artisi disinda kalp dokusunda meydana
gelen bir bagka degisiklik de myokardial iskeminin ve kardiyak iskemik
lezyonlarin artmasidir. iskemi ve reperfizyon sirasinda katesolaminlerin
otooksidasyonu myokardial hasara yol agmaktadir. iskemi /reperfiizyon sirasinda
salinan kategolaminler okside olduklarinda serbest radikallerin olusumu igin
gerekli elektron saglayici kaynaklari olustururlar. iskemik ya da hipoksik dokuya

oksijenin tekrar girdigi reperfizyon asamasinda substrat olarak oksijenin de
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temin edilmesiyle hizla serbest oksijen radikalleri olugur ve bunlar bir dizi

hasarlayic! islemi tetiklerler (18).

Sonucgta yasla beraber MAO enzim aktivitesinin dolayisiyla kategolamin
metabolizmasinin artmasi yani sira ilerleyen yasla birlikte myokardial iskemide
gérulen artis katesolamin otooksidasyonunda da artisa yol agmakta ve kardiyak
dokunun yogun bir hidrojen peroksid Gretimi ile kars: karstya kalmasina neden

olmaktadir.

Normaide mitokondri ve peroksizomlarda belirli miktarlarda Gretilen hidrojen
peroksid etkin bir serbest radikal temizleyici sistemle ortamdan uzaklastirilr.
Buna karsilik patolojik kosullarda ortama salinan anormal miktarlarda hidrojen
peroksid ve oksijen radikalleri kalbin normal fonksiyonlarini etkiler. Iskemik
dokuda reperfizyon agsamasinda, ksantin ve ksantin oksidaz tarafindan uretilen
stUperoksid kalbe herhangi bir zarar vermezken, silperoksid anyonunun

dismitasyonu sonucu olusan H,O, ciddi hasar olusturur. Bu nedenle kalpte
gelisen postiskemik reperfiizyon hasarinda H,0,'in esas rola oynadigl &ne

strbimastar (18, 43, 44).

Degisik patolojik kosullarda oksijen metabolitleri (O,

,» H,0, OH®) hucre
membranlarinda bulunan lipid ve proteinlere direkt ya da indirekt yollaria
saldirirlar. Iskemi ya da reperfiizyon sirasinda olusan serbest radikallerin hiicre
membran lipidlerini perokside edip membranin yapisal butinliGginl bozduklar
ve membran lipidlerinin yakin gevresinde bulunan proteinleri perokside ettikieri
ve protein ve lipidlerie bagimsiz ya da birlikte tepkimeye girdikleri belirtiimistir.
Radikal aracili hicre o6luminde, iyon transportunda ve hlcresel iyonik
homeostazda énemli olan membran transport proteinlerinin temel hedeflerden
olduklari artik bilinmektedir. Radikal Uretici sistemlerle karsi karsiya kalan
membranlarin %10-15 oraninda protein kaybina ugradigi saptanmistir. Béylelikle
radikal atagin sadece lipid peroksidasyonuna degil membran proteinlerinin

yikilmina da yol actigi bildiriimigtir (10, 12, 43, 54).
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Myokardial iskemi mitokondrial membranlarin mikroviskozitesinde de bir artisa
neden olur. Membran kompozisyonunda mikroviskozite ya da akigkangi
etkileyen bir ¢ok faktér vardir. Membranin protein / lipid igeridi, kolesterol /
fosfolipid orani, fosfatidilkolin / sfingomyelin orani, ansatire fosfolipid agcil
zincirlerinin uzunlugu ve doymamislik derecesi, lipid peroksidasyonu, protein

iceriginin kaybolmasi bu etkileyici faktérlerdendir (10).

Ekzojen olarak ortama verilen serbest oksijen radikallerinin kalp sarkolemmal
membranini, sarkoplazmik retikulumu ve mitokondriyal fonksiyoniar etkiledigi ve
kardiak kontraktilitede de disfonksiyona yol agtigi bildiriimektedir (32). Serbest
oksijen radikallerinin kalp kontraktil proteinlerine olan etkisi ile myofibriler kreatin
kinaz aktivitesini inhibe ettigi de saptanmigtir. Myofibriler kreatin kinaz
aktivitesindeki degisimler myokardin enerji kullanimini etkileyerek kalpte
disfonksiyona neden olabilir. Ayrica serbest oksijen radikalleri myofibriler
sulfhidril gruplarin icerigini dtstrerek de myofibriler kreatin kinaz aktivitesini
etkilerler. Salfhidril gruplarinin bazi membrana bagli enzim aktivitelerinde
gerekliliginin bilinmesi ve proteinlerdeki bu gruplarin oksijen radikalleri
tarafindan okside edilebilmesi, serbest oksijen radikallerine bagli olarak kreatin
kinaz aktivitesinde géralen degisikliklerin stlfhidril grup igerigindeki bu
degisikliklerle ilgili oldugunu dustndurmektedir. Myofibriler kreatin kinaz, myosin
ATPaz sistemi ile fonksiyonel olarak eslesmis oldugundan &nemli bir
intramyofibriler ATP-Uretici sistem olarak rol alir. Myofibriler kreatin kinazdaki bu
etkilesim ATPaz aktivitesindeki dedisimler ve kalpte enerji kullanimi ile eslesmis
oldugundan bu enzim aktivitesinin inhibisyonu serbest oksijen radikallerinin kalp

fonksiyonlarini hasarlama yollarindan biri olabilir (32, 90).

Oksidan bilesikler kalp kasinin enerji dengesini de bozabilirler. Sigan
myositlerinde ve izole sigan kalplerinde yapilan ¢alismalar sonucunda oksidatif
stres ve glikolitik inhibisyon arasinda indirekt bulgular bulunmustur. Artmis
hidrojen peroksid tretiminin kardiomyositlerde glikoz oksidasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir.  Hidrojen peroksid tarafindan indUklenen oksidatif stres

nonperoksidatif bir mekanizmayla kardiyomyosit karbonhidrat metabolizmasini
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bozar. Gliseraldehid 3 fosfat dehidrogenaz inaktivasyonu sonucu glikolitik blok

gerceklesir (31).

Serbest radikallerin bir diger etki mekanizmasi da nukleik asidlerle olan
etkilesimleridir. Enerji Gretiminden sorumlu organel olan mitokondrinin kendi
DNA'si vardir. mtDNA'nin bir 6zelligi mtDNA'da nikleer DNA'ya gére ¢ok daha
yiksek oranda mutasyon olmasi ve mtDNA mutasyonunun bireylerin yasam
stresi boyunca birikmesidir. Gen teknolgjisindeki son gelismeler mtDNA
mutasyoniari arasindaki iligkileri arastirmaktadir. Bu mutasyonlar hicrese!l enerji
metabolizmasinin yikilimina (solunum zincirinde defektler) ve yasia ilgili
dejeneratif hastaliklarin gelisimine yol acar. mtDNA mutasyonlari solunum
zincirindeki enzimlerde yol agtigi defektlerle hicre ve dokuda enerji acidina
neden olur. Sigan kalplerinde yapilan bir ¢alismada kalp kasi mitokondriyal tamir
enzimlerinde yasla beraber bir azalma saptanmistir. Bu gercekler yasla beraber
gérilen ve engellenemeyen non-aterosklerotik kalp disfonksiyonunu
aciklayabilir. Yagla beraber artan oksijen hasari, mtDNA'daki delesyonlarla
birlikte ilerleyen yagla birlikte gérulen kardiyak disfonksiyona énemili katkilarda

bulunuyor olabilir (29).

Yasla beraber artmis katesolamin metabolizmasi ve yan UrUnlerinin kardiyak
dokuda membranlar (zerinde gésterdigi etkiler, diger sistem ve dokularda oldugu
gibi en iyi sekilde lipid peroksidasyon parametrelerinin aragtiriimasi ile ortaya
konabilir. Lipid peroksidasyon basamaklari genel olarak 6zetlenecek olursa,
ansatlre yag asidinden serbest radikallerin etkisi sonucu hidrojen ¢ikmasi ile
konjuge dienler olusmakta, konjuge dienlerin oksijen ile tepkimeye girmesi ile
lipid peroksidleri meydana gelmekte, bu da son olarak lipid endoperoksidlerine
cevrilmektedir. Endoperoksidler hidrokarbonlar gibi bilesiklerle tepkimeye girerek
alkil radikallerini ve lipid hidroperoksidlerini olugsturmaktadir. Endoperoksidlerden
malonaldehid ya da malondialdehid de olusabilmektedir. Malonaldehid
proteinlerin e-amino gruplari ile tepkimeye girerek fluorokromiari (konjuge schiff

bazlari) meydana getirmektedir. Malonaldehid ve malondialdehid aromatik
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aminlerin ve fosfolipidlerin amino gruplan ile de tepkimeye girebilmektedir.

Bdylece amino-imino-propen bilesigi olusmaktadir (4, 12, 14, 84).

Lipid peroksidasyonunu tayine yénelik olarak yapilan gesitli galigmalarla lipid
peroksidlerinin diabet, hiperlipidemi, esansiyel hipertansiyon, AMI, strok, ve
aterosklerozda artmis oldugu saptanmistir. Artmis olan lipid peroksidleri damar
duvarinda endotel ve intima hiicrelerine zarar verir; trombosit agregasyonunu
etkiler ve damar tontstnt azaltan bir bilesik olan prostasiklin sentezini inhibe
eder (13, 17).

Lipid peroksidasyonunu tayine yénelik klinik ve kimyasal testler arasinda;

# Lipofisin benzeri maddelerin serumda florometri ile tayini

€ Plazmadan elde edilmis lipid ekstrelerinde konjuge dienlerin spektrofotometrik
tayini

® Plazma lipoperoksidlerinden olusan MDA'nin spektrofotometri, florometri ya da
HPLC ile tayini

€ Disari salinan havada bulunan etan, pentan ve diger ailkanlarin gaz

kromatografik tayini sayilabilir (87).

Bizim calismamizda da lipid peroksidasyon Grunleri olan konjuge dienler ve
malondialdehid spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Lipid peroksidasyon
kaskadinda ilk Grnlerden olan dien konjugatlari doku homojenatinda kloroform
ve metanol ile ekstrakte edildikten sonra azot gazi altinda ugurulmus ve daha
sonra kuru kalinti siklohekzan ile ¢dzulerek Grdntn 233 nm’deki absorbansi tayin
edilmistir. Bu ydntemle kalp doku érneklerinde saptadigimiz dien konjugatlari
dlUzeylerinde yash kontrollerde genglere goére anlamli bir artis izlenmigtir
(p<0.00001). Serbest oksijen radikallerinin Uretilmesinden sorumiu bir enzim olan
MAO ile dien konjugatlari arasinda da anlamii bir (+) korelasyon gézlenmistir (r =
0.9668).
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Son yillarda hiicre dizeyinde birgcok biyolojik makromolekdiile etkilesebilen
malondiaidehid Gzerinde de yogun olarak calisilagelmistir (13, 15, 62, 80).
Malondialdehid poliansattre yag asidlerinden elde edilen peroksidlerin ortak bir
yikim Grinudar. Malondialdehid arasidonik asidden, birgok lipoksidden,
hidroperoksidlerden, endoperoksidlerden, prostoglandinlerden ve
tromboksanlardan sentez edilebilir. Prostaglandin biyosentezi yolu ile MDA
olusumu gergeklesse de, ansatire yag asidlerinin peroksidasyonu MDA
olusumunda ana kaynaktir. Bu ¢ karbonlu dialdehidin peroksid iceren karbonla
ansatire bagin B - y pozisyonunda yan yana yer almasi sonucu temel olarak yag

asid hidroperoksidlerinden kaynaklandigi éne strtimektedir (69).

Doku lipid peroksidasyonu sonucu - olusan MDA selller dizeyde metabolize
edilir: Karaciger aldehid dehidrogenaz! tarafindan enzimatik olarak yikilima

ugrar, CO2'e metabolize olur, mitokondriyal yoida yikilir ya da idrarda asid ile

hidrolize edilebilen formda kugtk miktarlarda eksrete edilir.

MDA serbest olarak ya da degisik doku bilesenleri ile kompleks sekilde
bulunabilir, ancak reaktivitesinden éturt MDA biyolojik érneklerde serbest olarak

uzun sure kalamaz (40).

MDA'nin hicre hasarinda yol aldigi ve yaslanma pigmentleri olan lipofisinlerin
olusumunda da etkili oldugu bildirilmigtir. Lipofusinlerde MDA, proteinlerin
serbest amino gruplarinda kondense olmustur. MDA'nin bazi amino asidler,
DNA ve RNA ile tepkimeye girdigine ait deliller de vardir;, MDA, DNA ve RNA'da
aldehid ¢apraz bagiar meydana getirir. MDA'nin mutajenik dzellikleri oldugu ve

kimyasal karsinojen gibi davrandidi da bilinmektedir (80).

Membran lipid peroksidasyonunun semikantitatif bir g&stergesi olarak,
sensitivitesi ylksek bir yéntem olan tiobarbiturik asid tepkimesine dayali MDA
élciminden yararlaniimaktadir. Spesifisite ve interferansa dayali potansiyel
problemler nedeniyle bu tayinin in vivo olarak lipid peroksidasyonu igin uygun

olmadigi dustntlmtsse de, in vitro lipid peroksidasyonunu izlemede géreceli
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olarak yararli bir gosterge oldugu o6ne sUrulmuastir. Bu ydntemde lipidier
ekstraksiyon iglemine ugratilip 2 molekal TBA ile 1 molekul malondialdehidin
tepkimeye girmesi saglanir. Asid pH'da ve sicakta reaksiyona giren MDA ve
TBA'nin olusturdugu Urin 532 nm'de spektrofotometrik olarak tayin edilir. MDA
iceriginin bu yolla tayininin lipid peroksidasyonunun gergek derecesini
yansitamayabildigi de éne surtlmustar, zira bu gérise gére MDA'nin olugmasi
icin en az 3 ya da daha fazla cifte bada sahip lipidlerin okside olmasi gerekir.
Ayrica bu yéntemde interferans yapan bazi maddelerin bulundugu da
bildirilmistir. Interferans yapan maddeler arasinda en énemililerinin biliverdin ve
hemoliz oldugu dusunulimektedir. Hemolizde ruptire olan hiicre membranindan
aciga ¢ikan lipid peroksidleri, plazma malondialdehid duzeylerinin yikselmesine
neden olmaktadir. Biliverdin ise TBA ile reaksiyona girerek pembe renkli bir
bilegik olusturmaktadir. Bu nedenlerden o6tura ikterik ve hemolizli kan
drneklerinde daha spesifik olan HPLC yénteminin kullaniimas! dnerilimektedir.
MDA d&lglmlerinin beklenen lipid peroksidasyonundan daha dustk olarak
bulunabilecegi géz o6ntne alinarak daha hassas tayinler icin diger lipid

peroksidasyon Grinlerinin de dl¢timesi gerektigi bildirilmistir (13, 80).

Yukarida &ne surllen dezavantajlara ragmen MDA-TBA tepkimesinin MDA
tayininde spesifik ve yararli bir gésterge oldugu yolunda gérusler de vardir. Di
Pierro ve arkadaslarina gére uygun kosullarda calisilan MDA peroksidatif
hasarin glvenilir bir géstergesidir (15). MDA-TBA yénteminde spesifikligi
azalttigr 6ne surtlen interferansa karsi ekstraksiyon igleminin TBA ¢alismasini
etkileyen intraselller bilesikler ve metabolik sistemleri elimine ettidi bildirilmistir.
Ayrica Comporti ve arkadaslari ¢aligmalarinda érneklerin asid ekstrelerinde MDA
tayininin, lipid peroksidasyonunu gosteren diger islemlerle (dien konjugasyon
absorbsiyonu, membran fosfolipidlerindeki karbonil fonksiyonlari miktarr,
poliansatire yag asidlerinin kaybi) iyi korelasyon gésterdigini bildirmiglerdir (11).
Okside lipidlerde bulunan 2 4-alkildienler ve 2 alkenaller de (+) bir tiobarbitiirik
asid tepkimesi olugtururlar (69). MDA'nin spesifik olmadig! yolundaki géruslere
ragmen, Esterbauer & Cheeseman’in galismalarinda TBA'nin diger bilesiklerle

olusturdugu Urtnlerin TBA-MDA'ya gdre ¢ok daha dusik ekstinksiyon
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koeffisiyentleri gosterdigi ve bu nedenle MDA tayininin spesifik oldugu
belirtilmigtir (17).

Son yillarda MDA-TBA kompleksinin HPLC ile tayini Gzerine de c¢alismalar
yapilmis ve bu teknikle tatmin edici dizeyde tekrarlanabilirlik saptanmistir. Bu
yontemin hizli sonug vermesine ve hassas olmasina ragmen fazla sayida
6rneklerin caligiimasi gerektigi durumlarda geleneksel TBA 6lgGminin yerini
almasi beklenmemektedir. Ayrica bu teknik kolorimetrik yénteme gére ¢ok daha
pahalidir (80).

Bizim calismamizda da doku MDA dizeyleri, yukarida belirtilen olumlu etkiler
gbzoéntne alinarak TBA tepkimesine dayali kolorimetrik ydntemle belirlenmistir
(56). MDA duzeylerinde kalp dokusunda yash grupta genglere gére anlamli bir
artis izlenmistir (p<0.0001). Bu sonuglar benzer bir bicimde kalp dokusu MDA
duzeylerinde bir artis saptayan Hagihara ve Knight'in c¢alismalariyla da
uyumludur. Bu arastiricilar da lipid peroksid duzeylerine yas ve cinsiyetin etkili
oldugu bildirmigler ve yas arttik¢a lipid peroksidlerin ytkseldigini saptamislardir
(25, 35). Arastiricilarin buldugu bu ylkselme, VLDL ve LDL fraksiyonlarindaki
lipid peroksidlerinin artisina baghdir. HDL lipid peroksidleri ise yasla beraber

degisiklik géstermemektedir.

Calismamizda konjuge dienlerde oldugu gibi yash siganlarda kalp MDA duzeyleri
ile kalp MAQ aktivitesi arasinda pozitif bir korelasyon (r = 0.9358) gdzlenmistir.
Bu bulgu da serbest oksijen radikallerinin olusumunda yaslihkta artan MAO

aktivitesinin rollnt yansitmaktadir.

Yukaridaki bulgularin da yansittigi Gzere serbest radikaller tarafindan indtiklenen
hasarin yaslanmada gérllen dejeneratif etkilerin olusumunda kismen sorumiu
oldugu artik bilinmekiedir. Bu nedenle ateroskleroz, enflamatuvar hastaliklar,
kanser ve yaglanmada etkisi oldugu bilinen serbest radikalleri temizleyen,
antioksidan enzimlere verilen 6nem giderek artmaktadir. Yasla beraber dokunun

radikal hasarina kargi kendi savunmasini belirlemek i¢in bu hasara karsi
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koruyucu etki olusturan enzim aktiviteleri tizerine yasin etkisi aragtinimigtir (82).
Carrillo ve ark. yaptiklar galismalarda karacier ve beyinde yaga bagli olarak
izlenen antioksidan enzim degisiklikleri yani sira cinsiyete bagll degisiklikleri de

arastirmisiardir (7).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda incelenen antioksidan enzimlerden en dnemiisi
olan siperoksid dismltaz lipid peroksidasyon reaksiyonlarinin baglamasina
onculik eden serbest radikallerden biri olan sUperoksid radikalini ortamdan
temizleyerek etkili olmaktadir. Okaryotik sitozolden elde edilen CuZn-SOD
dimerik bir protein olup, disulfid képrileri ile baglanmig olan 2 idantik alt
birimden olusmustur. Her alt birimde 0.9 atom Zn*? ve 0.8 atom Cu"? bulunmakta

olup toplam 151 amino aside sahiptir.

Daha uzun yasam suresine sahip turlerin SOD ve katalaz aktiviteleri de diger
turlere kiyasla paralel bir artis géstermektedir. Sohal ve arkadaslari ilerleyen
yasla beraber antioksidan enzimlerde dlsUs oldugunu, artan serbest radikallerin

organizmanin antioksidan havuzunu bosalttigini 6ne sirmuslerdir (75).

Antioksidan enzim duzeylerini yasla birlikte gdsterdikleri degisimi belirlemeyi
amagladigimiz  g¢alismamizda, SOD dlzeyleri epinefrinin  adrenokroma
otooksidasyonu esasina dayall kolorimetrik yéntem ile tayin edilmistir (46, 70).
Sonuglarimiz bu konuda ¢alismis olan Sohal'in dlzeyleri ile uyumiudur ve kalp
dokularinda antioksidan enzimlerden SOD’un aktivitesi yash grupta genc gruba

kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir dsts géstermektedir (p<0.05) (75).

Calismamizda inceledigimiz bir baska antioksidan enzim olan katalaz ise yapisal
olarak bir hemoproteindir (74). Bu enzim kan, kemik iligi, karaciger, mukéz
membran ve bébrekte ylksek miktarlarda bulunmaktadir (86). Katalazin dustk
hizlarda hidrojen peroksidin olustugu durumiarda ya da yuksek elektron alicisi
konsantrasyonlarinin bulundugu ortamlarda peroksidatif tepkimeyle, hidrojen
peroksid olusum hizinin yliksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle

hidrojen peroksidi suya dénusttrerek ortamdan uzaklastirdidi bilinmektedir.

91



Kalp dokusu ylksek dizeydeki aerobik metabolizmasi sonucunda ve diger
hticrelere oranla daha yiksek duzeylerde icerdigi solunum bilegenleri (ubikinon)

nedeniyle dider organiara gére daha fazla miktarlarda H,O, dretir. Kalp

mitokondrisi  tarafindan  olusturulan  hidrojen  peroksid  mitokondride
intermembranal araliktan difflize olarak sitozole geger ve bu arada
mikroperoksizomal katalaza ulasamadan sitokrom c ve dider sitokromlarla ve
myoglobinle tepkimeye girer. Hidrojen peroksidin bu hem igeren proteinlerle
tepkimesi sonucu ylUksek derecede oksidasyon glicine sahip tlrevler olugur. Bu
nedenle kalp kasinda katalazin spesifik aktivitesi diger organlara gére dusuk
olsa da, katalazin subselller dagiliminin hidrojen peroksid Ureten anahtar

bdlgelere yakin olmasi antioksidan kapasitesini arttirmaktadir (64).

Sohal ve arkadaslarinin ¢galismalarinda 3 aylik sican kalp katalaz diazeyleri 2.6 +
0.5 U/mg protein, 18 aylik sican kalp katalaz dlzeyleri ise 2.4 £ 0.09 U/mg
protein olarak belirlenmigtir. Bu da bizim olgularimizda yasla beraber izlenen

hafif dlizeylerdeki katalaz dugtsu ile uyumludur (p<0.05).

MAOQ inhibitérlerinin klinikte Parkinson ve Alzheimer gibi dejeneratif hastaliklarin
ve depresyonun tedavisinde etkin olarak kullanilageldikleri bilinmektedir. MAO
A'ya ya da MAQO B'ye spesifik irreversibl inhibitérlerin varliginin yani sira son
dénemde her iki MAO izozimine de etki eden reversibl inhibitérler ortaya
cikartmistir (39). Calismamizda uygulanan MAO inhibitdrleri; MAO B’nin
irreversibl spesifik inhibitérlerden olan ve klinikte yaygin bir gekilde kullamlén

deprenil ile karma bir inhibitér olan parjilin’dir.

Bu ajanlarin MAO inhibisyonu gelistirmeleri ve ardindan kalp dokusunda oksidan
streste olasi gerileme ve antioksidan savunma iligkilerini inceleme amaciyla
uygulanimlarinda; sadece akut dozun etkileri arastinlabilmistir. Sicanlarin
mevcut kosullarda uzun slUre yasatilamamalarn ve infeksiyon riskinin ylksek

olmasi nedeni ile kronik uygulamaya gidilememistir.
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Gunumize dek karacifer ve beyin dokusunda MAO aktivitesinin L-deprenil ile
inhibisyonu icin yapilan galismalarda L-deprenil inhibisyonunun cinsiyet, doz,
uygulama yolu ve uygulama sikhgi gibi bir dizi degiskene bagl oldugu ortaya

konmustur (47).

L-Deprenil sitokrom P-450 sistemi ile metabolize olmaktadir. Bu sistemin geng
erkek sicanlarda disi siganlara goére daha aktif oldugu saptandigindan cinsiyete

bagli degisikliklerin elimine edilmesi icin ¢alismada erkek sicanlar kullaniimigtir.

Calismamizda MAOQ inhibitérlerinin uygun verilis yollarini ve inhibitér dozlarini
saptamak icin literatirlerden yararianilarak bir dizi deneysel 6n hazirliga
gidiimistir. L-deprenil ile yapilan caligmalarda ajanin genellikle intraperitoneal ya
da subkutan uygulanmasi gindeme gelmistir (47). llacin insanlardaki
kullaniminda ise oral yol segilmistir. Bizim c¢aligmamizda intraperitoneal yolun
secilme nedeni; oral uygulamada L-deprenilin ya da parjilin'in karacigerden
gecisleri sirasinda kismen tutulacaklari ya da metabolize olacaklari, bdylelikle
hedef dokuya daha az bir konsantrasyonda ulasacaklari gercegi idi. Hazirliklarin
sonucunda hem deprenilin, hem de parjilinin akut uygulamada 25 mg/kg i.p.

dozlarda yeterli MAO inhibisyonunu (% 60-70) sagladiklarini gézlemledik.

Bu inhibisyon derecesini ve maksimum inhibisyondaki degisiklikleri saptamak
amacilyla MAO inhibitérleri verildikien sonra cesitli saatlerde dekapitasyon
uygulanarak en uygun sure belirlenmeye galisiimistir (Bkz. Tablo 4). Bu nedenle
éjanlarm akut olarak i.p. uygulanmalarinin ardindan belirli saatlerde
dekapitasyon uygulanmis ve MAO inhibisyonunun en etkili oldugu 1.5 saatin

ardindan dekapitasyonun uygulanmasina karar verilmistir.

'MAQ inhibitérlerinin uygulanimi sonrasi MAO enzimindeki inhibisyon dereceleri
irdelendiginde; deprenil uygulamasinin ardindan geng ve yasl siganlarda MAO
aktivitelerinin anlamii bir sekilde dustugu izlenmektedir (p < 0.0001). Parijilin

uygulamasinin ardindan elde edilen degerlerde p < 0.00001 olup, deprenil ve

93



parjilin arasinda etkinlik agisindan yine de istatistiksel olarak anlamli bir fark

izlenmemektedir.

MAO inhibitérierinin MDA Gzerine etkileri incelendiginde, deprenilin genglerde ve
yaslilarda (p < 0.005) anlamli bir dustge yol acgtigi, parjilinin ise yasgh grupta
genclere gére (p < 0.0005) daha da anlamli bir distse neden oldugu
izlenmektedir. Buna karsin her iki ajanin ayri ayri MDA duzey degisikliklerine

olan etkilerinde istatistiksel olarak anlamii bir fark izlenememistir.

Oksidan stresin diger bir GrinG olan dien duzeyleri incelendiginde, her iki ajanin
da yagl grupta anlamli bir dustgse (p < 0.005) neden olduklari, ancak MDA
Gzerine olan etkilerinden farkli olarak geng grupta parjilinin etkisinin (p < 0.0005)

deprenile gére daha anlamli oldugu gértlmektedir.

MDA ve konjuge dienler ile ilgili sonuglarimiz MAO enzim inhibisyonunun
katesolamin metabolizmasini ve bu metabolizmanin neden oldugu oksidan stres
artnlerinin  salinimini  azalttigini  do@rulamaktadir. Benzer sekilde Wu ve
arkadaglari yaptiklari galismada substantia nigra'da bulunan hucrelere deprenil
uygulanmasinin bu htcreleri dopamin nérotoksisitesine karsi korudugunu ve
deprenilin hidroksil radikal olugumuna karsi antioksidan bir etkisi oldugunu éne
sarmagler; ayrica deprenilin, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP)’in
MAQ B tarafindan toksik piridinyum metabolitlerine biyoaktivasyonunu da bloke
ederek ek bir antioksidan etki gésterdigini bildirmiglerdir (88).

Simonson ve arkadaslari her ne kadar parjilinin oksidatif stres Gzerine MAO
inhibisyonu diginda bir yolla da etkili olabilecegini éne sUrmislerse de daha
sonraki galigmalarinin sonucunda parjilinin hidrojen peroksid Uretimini azaltmasi

diginda bilinen bir antioksidan etkisinin olmadigini ortaya gikarmiglardir (68).
Sonucta MAO inhibitérlerinin katesolaminlerin otooksidasyonunu inhibe ederek

lipid peroksidasyon trtinlerinde bir diisise neden olduklar gézlemlenmektedir.

Bu bulgu da tek basina yaslanmada artmis olan MAQ aktivitesinin kontrol aitina
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alinmasi aracilidi ile, yas ile beraber izlenen ve geligimleri oksidan stres ve
Urinlerine baglanan bazi proseslerde MAO inhibitérlerinin  koruyucu rol

oynayabileceklerini géstermektedir.

Her ne kadar Deprenil ve Parjilinin uygulanmasinin ardindan oksidan stres
Grtnlerinde anlami bir diiss saptanmigsa da, bunlara karsin antioksidan enzim
dizeylerinde sadece istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artig saptanmistir.
Bu sonuglarimiz MAO inhibitérierinin  akut uygulamalarinin  antioksidan
enzimlerin induklenmesi igin yeterli olmadiklari sonucuna ydneltmektedir.
Olasilikla daha uzun sureli uygulama protokolleri ile antioksidan savunma
sistemlerinde enzim indUklenmesi gergeklesebilecektir. Bu gdérusimizi
destekleyen bir calisma Gerlach ve arkadaslari tarafindan yapilmig ve bu
arastiricilar kronik deprenil uygulamasinin (3 hafta; 2.0 mg/kg sc) ardindan SOD

ve katalaz dlizeylerinde artis gézlemlemislerdir (20).

Calismamizin sonucunda fizyolojik yaslanma prosesinde, kalp dokusunda MAO
enzim aktivitesindeki artigla paralel olarak kategolaminlerin metabolizasyonu
sonucu olugan hidrojen peroksid Uretiminde de 6énemli artiglar saptanmistir. Bu
degdisimin lipid peroksidasyon parametrelerine yansimasi MDA ve konjuge dien
duzeylerinin belirlenmesi ile gésterilmistir. Fizyolojik yaslanmada oksidan stres
drbnlerinin artmasina karsilik antioksidan savunma enzimlerinde (SOD ve

katalaz) yasla beraber bir dusts izlenmigtir.

Deprenil ve parjilin uygulamasinin MAO inhibisyonu yani sira lipid peroksidasyon
drtnlerinde olusturdugu degisiklikler carpicidir. Bu sonuglar ilerieyen yasla
beraber serbest oksijen radikallerine bagh olusan olumsuz degisikliklerin MAO
inhibitérleri ile kontrol altina alinabilecegi yolunda Gmit vermektedir. Daha uzun
streli MAO inhibitér kullaniminin lipid peroksidasyonunda olusturdugu olumiu
etkiler yani sira antioksidan savunma enzimlerini de glglendirebilecegdi
disunuimektedir. Bu nedenle MAQO inhibitérieri fizyolojik yaslanmada
gosterdikleri olumlu etkilerinden 6tirt yakin gelecekte arastirmacilarin daha da

yodun ilgisini gekmeye devam edecektir.
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OZET

Serbest oksijen radikalleri yapilarinda eglesmemis elektrona sahip olan ve bu
nedenle ylksek reaktivite 6zelligi gésteren molekullerdir. Bu radikallerin kanser,
iskemi-reperflizyon, yaslanma gibi bir dizi stregte etkili olduklart artik
bilinmektedir. Serbest oksijen radikalleri organizmada normal kosullarda
solunum zincirinde olusan oksijen kagagl sonucunda ya da katesolamin,
arasidonik asid gibi Granlerin metabolizmalarinda devamh olarak Uretilirler. Bu
drtnler membran lipidlerine, proteiniere ve nukleik asidlere verdikleri zararlarla
hicrede bir dizi hasarlayici mekanizmay: tetiklerler. Poliansatire yag asidleri
hiicre membranlarinda yer alirlar ve serbest radikallerin olusturacaklari hasarin
temel hedefleridirler. Organizmada serbest radikal hasarina karsi sistemi
koruyan bir dizi savunma gelisitirilmistir. Bunlar arasinda nonenzimatik sistemler

ve stperoksid dismutaz ve katalaz gibi enzimatik sistemler sayilabilir.

Monoamin oksidaz serotonin, dopamin, epinefrin ve norepinefrin gibi biyojen
aminleri metabolize eden bir enzimdir. Biyolojik psikiyatideki 6nemi nedeni ile
son yillarda yogun ilgi ¢cekmekte olan bu enzimin inhibitérleri, Parkinson ve

Alzheimer gibi hastaliklarda ve depresyonda siklikia kullaniimaktadir.

Calismamizin ilk amaci, sican kalp dokularinda yasla beraber monoamin
oksidaz, lipid peroksidasyon gdstergeleri olan malondialdehid ve dien
konjugatlari dGzeyleri ile antioksidan savunma sistemlerinden slperoksid
dismltaz ve katalazin aktivitelerinde olusan degisiklikleri incelemektir. Sicanlara
monoamin oksidaz inhibitdrlerinin uygulanmasinin ardindan bu parametrelerde

olusan etkileri ve iligkileri incelemek ise ikinci amacimizdir.

Calisma iki agsamadan olusmustur. ilkinde geng (2-3 aylik, n=10) ve yasli (16-18
aylik, n=10) sican kalp dokularinda monoamin oksidaz, malondialdehid, dien
konjugatlar), sUperoksid dismitaz ve katalaz duzeyleri caligiimistir. Ardindan
akut dozda (25 mg/kg, i.p.) 2 degisik monoamin oksidaz inhibitért (deprenil ve

parjilin) kullanilarak ayni parametreler degerlendirilmistir.
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Yash sican kalplerinde hem monoamin oksidaz aktivitesinde, hem de
malondialdehid ve dien konjugatlari dizeylerinde genclere gére anlamii artiglar
izlenmistir. Stperoksid dismttaz ve katalaz dizeylerinde ise ilerleyen yasla
beraber hafif duzeylerde dusts saptanmistir. Monoamin oksidaz inhibitérlerinin
ardindan hem monoamin oksidaz aktivitesinde, hem de malondialdehid ve dien
konjugatlari dlizeylerinde anlamli disisler izlenmistir. Bu durum da katesolamim
oksidasyonunun ve monoamin oksidaz aktivitesinin oksidan stres olusturan
kaynaklardan biri oldugu gérisunli desteklemektedir. Monoamin oksidaz
inhibitérleri yasla beraber oksidan streste ve lipid peroksidasyonunda gérilen
artigi dengeleyerek yasglanma prosesinin kontrol altina alinmasina yardimci

olabilir.
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SUMMARY

Oxygen free radicals are highly reactive compounds containing an oxygen atom
with an unpaired electron. These species have been implicated in a variety of
diseases; including cancer, reperfusion injury, atherosclerosis and aging. Under
active conditions mitochondrial electron transport, monoamine oxidase (MAQ),
xanthine oxidase, arachidonic acid metabolism, and peroxysomal enzymes
generate reactive oxygen species (ROS). These species have been postulated
to be important in tissue injury via lipid peroxidation and oxidative damage to
important cell structures such as membranes, DNA and proteins.
Polyunsaturated fatty acids in biological membranes are among the main targets
for free radical attack and measurement of the resulting degradation products
(malondialdehyde and diene conjugates) are relatively easy. To protect cells
from damage by ROS, antioxidant systems exist to detoxify these compounds.
These systems include nonenzymatic “scavengers” and antioxidant enzymes
such as superoxide dismutases (SOD) that form hydrogen peroxide from
superoxide anion and catalases which metabolize hydrogen peroxide by

reducing it to water and oxygen.

Monoamine oxidase is an enzyme responsible for the inactivation of biologically
important active amines such as serotonin, dopamin, epinephrine and
norepinephrine. The enzyme is one of the most intensively studied enzymes,
presumably because of its importance for biological psychiatry. MAO inhibition is
widely used as a therapeutic strategy in the treatment of depression and

Parkinson’s disease.

The first aim of this study was to determine the changes in MAQ activities in
aged rat hearts to show the possibie role of this activity in the aging process as a
source for free radicals. To observe the changes in MAO activities, lipid
peroxidation and antioxidant enzyme levels after administering MAO inhibitors,

and assessing the correlations among these parameters was the second aim.
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The study consisted of two phases: In the first; MAO, dien conjugates and MDA
levels, SOD and catalase acitivites in the young (2-3 months old, n=10) and old
(16-18 months old, n=10) rat hearts were studied. As the second phase, the
same parameters were determined in young and oid rat hearts after acute

administration of two MAO inhibitors (deprenyl and pargyline) (25 mg/kg i.p.).

The results showed that MAO activities and lipid peroxidation exhibit marked
increases in old rat hearts while slight decreases can be observed in SOD and
catalase activites in the same group. Administration of MAO inhibitors decreased
the MDA and diene conjugate levels as well as inhibiting MAO activities. These
results confirm the role of catecholamine oxidation and MAO activity as one of
the causative factors in oxidant stress. Inhibition of this activity can reduce the
increased lipid peroxidation and oxidant stress observed in old tissues and

therefore may contribute to the control of aging process.
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