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OZET

Bu calismada, degisik dozlarda etanol ve aspirinin birlikte kullaniminin rat
beyin sinaptozomlar iizerine olan in vitro etkisi ve betainin olas1 koruyucu yolu
arastirildi. Bu amacgla yirmi bir adet Spraque Dawley cinsi erkek albino rat
dekapite edilerek oldiiriildii. Frontal korteksleri (6n beyin) alindiktan sonra her 6n
beyin dort parcaya béliindii. Bu doku 6rneklerinden on dort grup olusturuldu ve
her bir grup alt1 adet 6n beyin parcasi iceriyordu (n=6). Sinaptozomal fraksiyonlar
on beyin parcalarimin homojenizasyon ve santrifiij asamalar1 sonrasinda elde
edildi. Etanol (50, 100, 200mM), aspirin (100ug/ml) ve betainin (0,5, 1mM)
varhginda inkiibe edilen sinaptozamal fraksiyonlarda siyalik asit (SA) ve nitrik

oksit (NO) diizeyleri ile adenozin deaminaz (ADA) aktiviteleri ol¢iildii.

Farkh akut dozlarda in vitro olarak uygulanan etanol doza bagh olarak rat
beyin sinaptozomlari iizerinde norotoksik etki gostermektedir. 100mM ve 200mM
dozlarda uygulanan etanol, SA parametresinde gosterildigi gibi sinaptozomal
zarlarda hasar yaratabilmektedir. 200mM dozda uygulanan etanol, NO ve ADA
parametrelerinin gosterdigi gibi fonksiyonel metabolik yollarda degisimlere sebep
olmaktadir. Buna bagh olarak zarda protein yapidaki reseptor ve enzimlerin
fonksiyonlar1 bozulabilmektedir. 100ug/ml dozda aspirin, SA ve NO diizeylerinde
herhangi bir degisiklige neden olmamistir. Etanol ile aspirin (100ug/ml) beraber
uygulandigi zaman olusan hasar etanol dozuna bagh olarak SA ve NO
diizeylerinde toksik etkiyi artirabilmektedir. Betainin ise doza bagh olarak aspirin

ile etanoliin birlikte kullanimiyla artan sitotoksiteyi azaltabilecegini diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Adenozin Deaminaz, Aspirin, Betain, Nitrik oksit,

Sinaptozom, Siyalik Asit



SUMMARY

This study deals with the in vitro effects of different doses of ethanol when it
is used with aspirin on rat brain synaptosomes as well as the possible protective
pathway of betaine. With this aim, twenty one male albino rats of Spraque Dawley
type are killed by decapitation. After the frontal cortexes of the rats are taken out,
each of them is divided into four pieces. Fourteen groups of which including 6
frontal cortex pieces each are generated from these tissue samples (n=6). The
synaptosomal fractions are prepared by the homogenization of the frontal cortex
pieces and centrifugation. Sialic acid (SA), nitric oxide(NO) levels and adenosine
deaminase (ADA) activities of synaptosomal fractions incubated with ethanol (50,

100, 200mM), aspirin (100ug/ml) and betaine (0.5, ImM) are recorded.

In vitro administration of different doses of ethanol have neurotoxic effect
on rat brain synaptosomes. 100mM and 200mM ethanol, as it is shown in the SA
parameter, might cause damage at synaptosomal membrane and also
administration of 200mM ethanol may result in functional changes at metabolic
pathways, which is shown by the NO and ADA parameters. Due to these changes,
the structure and as a result of this, the function of the receptors and enzymes may
be disrupted. The administration of 100ug/ml aspirin does not cause any change at
SA and NO levels. When ethanol and aspirin (100ug/ml) are applied together, the
toxicity at SA and NO levels might increase according to the doses of ethanol. On
the other hand we think that betaine may decrease the cytotoxicity that is caused

by the usage of ethanol and aspirin, together.

Keywords: Adenosine Deaminase, Aspirin, Betaine, Nitric Oxide, Sialic

Acid, Synaptosome
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1. GIRIS VE AMAC

Etanol giiniimiizde ¢ok genis ve siklikla kullanilan psikoaktif bir uyusturucu
maddedir. Sinir merkezleri iizerinde baskilayict etkileri vardir. Etanoliin direkt olarak
proteinlerine, reseptdr ve iyon kanallarina etki edip bicimsel degisiklik yaptigi ve bu
sayede bu proteinlerin fonksiyonlarini degistirdigi goriisii one siiriilmiistiir. Alinan alkol
miktarina bagli olarak etanoliin zar akiskanligimi artirdigi, zara giren proteinlerin
fonksiyonlarin1 ve norokimyasal yollar1 negatif olarak degistirdigi bilinmektedir.
Etanoliin lipid zarlar1 ¢oziip akiskanliklarini arttirarak zarlara gdmiilii reseptor ve iyon

kanallarinin fonksiyonlarini degistirdigi kabul edilmistir (1,8,10,37,56,57,70,85,86,101).

Sinaptozomlar noronlarm sinapslarindan, sinir dokusunun homojenizasyonu ve
fraksiyonlanmasi (kisimlara ayrilma) sonucu elde edilir. Hiicre zarimin fosfolipid
tabakasindan ve sinaptik proteinler gibi reseptorlerden olusmaktadir. Sinaptik iletimde
gorev alirlar. Sinaptozomlar, hiicre zarlarinda reseptor olarak sinaptik protein igeren

mitokondrice zengin bir fosfolipid tabaka olarak da bilinir (57,70,85,86).

Aspirin (asetilsalisilik asit; ASA) genis farmakolojik aktiviteye sahip ve bir¢ok
merkezi etkileyen anti-inflamatuvar bir ilactir. Prostoglandin ve tromboksan
inhibitoriidiir. Bunun yanisira aspirinin uzun zaman kullanilmasinin gastrik mukoza
hasarina neden oldugu goriilmiistiir. Alkolle beraber alindiginda aspirinin, alkoliin

etkisini artirdigr diisiiniilmektedir (54,93,94,99,128).

Betainin fizyolojik fonksiyonu, stres altindaki hiicreleri koruyan bir organik
ozmolit olmasi ve pek ¢ok biyokimyasal yoldaki transmetilasyon reaksiyonlarn i¢in bir
metil kaynagi olusturmasidir. Betain, bitkileri ve mikroorganizmalart ozmotik
inaktivasyona kars1 korur. Yiiksek tuzluluk, sicaklik stresi gibi durumlarda betain
sentezi artar. Bu gibi durumlarda rekabetci bir ozmolit olan betain hiicrelerin su
almimini artirir, inorganik tuzlarin yerine gecer. Hiicre i¢i enzimleri ozmotik ya da

sicaklik kaynakli inaktivasyona kars1 korur. Bir metil vericisi olarak, optimum beslenme



icin gerekli olan metiyonin ve kolinin olusmasi i¢cin gereken tek karbon birimlerini

saglar (34,70,74).

Siyalik asitler, noraminik asidin asetile edilmis tiirevlerini kapsar. Memelilerde
yaygin dagilima sahiptirler. Glikolipid ve glikoproteinlerin karbonhidrat zincirlerinin
rediikte edilmeyen uglarinda terminal komponent olarak bulunurlar. Daha ¢ok
enzimlerde, kan grubu iirtinlerinde, hiicre zarlarinda ve ekstraselliiler alanda mevcuttur
(47,61,69). Insan serumundaki siyalik asit konsantrasyonlari doku yikimi, doku
proliferasyonu, depolimerizasyon ve inflamasyonun oldugu patolojik durumlarda asiri
derecede yiiksek bulunmustur. Alkol alimi1 durumlarinda da siyalik asit seviyelerinin
yiikseldigini gosteren c¢alismalar bulunmaktadir (102). Klinik caligmalar serum ve
tikriik siyalik asit diizeylerinin alkolik erkek ve kadinlarda sosyal igicilerle

karsilastirildiginda 6nemli derecede yiikseldigini gostermistir (79,81,109,125).

Nitrik oksit hiicresel patofizyolojide ©6nemli rol oynayan c¢o6ziinebilir bir
bilesiktir. Damar genisletici mesaji endotelden diiz kasa tasiyan bir enerji aktaricisi
olarak, merkezi ve cevresel sinirsel sisteminde uyar1 aktariminin yam sira bagisiklikta
da aktif rol alir. Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L-Argininden
sentezlenen, yar1 omrii kisa, serbest radikal yapisinda bir molekiildiir (35,78). Nitrik
oksit, vaskiiler tonusun ve trombosit fonksiyonlarinin diizenlenmesi, inflamasyona
immiinolojik cevap, otonomik kas tonusu ve duyu iletiminin ayarlanmasi gibi bir¢ok
fizyolojik olayda rol oynar. Aym zamanda Onemli bir norotransmitter-
noromodiilatordiir. Nitrik oksit miktarinin, N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri ile
iligkisi vardir. Akut etanol tiiketimi, ndronlardaki NO sentezini azaltirken; kronik
tilketim noronlardaki NO sentezini arttirmaktadir. Nitrik oksit sentezindeki degisimler

beynin ayr1 bolgelerinde 6nemli farkliliklar gosterir (15,25,35,90).

Adenozin deaminaz biitiin omurgalilarin dokularinda yaygin olarak bulunan bir
enzimdir. Piirin metabolizmas1 i¢inde 6nemli bir yere sahiptir. ADA, Adenozin ile 2-
deoksiadenozin niikleotidlerini sirasiyla inozin ve deoksiinozine doniistiirmekle

gorevlidir. Adenozin deaminaz zara bagl bir enzim olarak kabul edilmektedir (21).



Hiicre, adenozin sentezlemek ic¢in hiicre i¢inde devamli kullanilan adenozin trifosfat
(ATP) ve dongiisel (siklik: ¢) adenozin monofosfati (AMP) kullanir. Hiicre i¢cinde ve
disinda iiretilen adenozin, hiicre zarinda bulunan kendine 6zgii tasiyict molekiiller
araciligi ile zarin icine ve disina dogru iki yonlii olarak hareket edebilir. Adenozin bir
noromodiilator olarak islev gordiigii icin, diger reseptor sistemleriyle ¢ok fazla etkilesim
icindedir. N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin aktivasyonu ile de baglantisi
vardir (39). Etanol ekstraseliiler adenozin aktivitelerinde artisa sebep olmaktadir. Etanol
kaynakli ekstraseliiler adenozin artis1 adenozin A2 reseptorlerinin aktivasyonuna, bu da
hiicre i¢i cAMP seviyesinin artmasina ve heterolog reseptdr duyarsizlasmasina sebep

olmaktadir (41,91,92).

Son yillarda yapilan calismalarda, etanoliin rat beyni sinir hiicrelerinden izole
edilen sinaptozomca zengin fraksiyon iizerinde dejeneratif ve inflamatuvar etkisi oldugu
gosterilmistir. Calismamizda, in vitro olarak elde ettigimiz rat beyin sinaptozomlari
tizerinde farkli dozlarda etanoliin (50, 100, 200mM), aspirinle (100ug/ml) birlikte
uygulanmasi ve betainin (0,5, 1mM) sinaptozomlar iizerindeki dejeneratif hasarin

onlenmesindeki etkinliginin incelenmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hiicre Zarn

Hiicre zari protein, lipid ve karbonhidratlardan olusur. Ozellikle fosfolipid ve
serbest kolesterolden olusan lipidler zarin yaklasik %50’sini olusturur. Fosfolipidler,
lipid katmant icerisine asimetrik bir sekilde dagilmislardir. Lipid katmaninin disg kismi
sfingomyelin, glikolipid ve fosfatidilkolin igerirken; sitoplazmaya bakan i¢ kismi ise
fosfatidilinositol, fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamin gibi lipidlerden olusmaktadir.
Hiicre ici ve hiicre dig1 sivilarla temas edecek sekilde ¢ift tabakali olarak dizilmis olan
bu lipid yapis1 sayesinde hiicre icerigi dis ortamdan korunabilmektedir. Kolesterol, zarin
esnekliginin ve kararliliginin devam ettirilmesinde gérev yapmaktadir. Proteinler, zarin
dis ylizeyine gevsek olarak yapismis halde (periferik proteinler) ve lipid tabakanin
icinde boylu boyunca gémiilii (integral proteinler) haldedir. Integral proteinler, dzellikle
eriyik haldeki maddelerin hiicre i¢i ile dis1 arasindaki iletimini saglar. Hiicre zan ayrica
icerden hiicre iskeleti olarak adlandirilan ve proteinlerden olusan ag seklinde bir yapiyla
giiclendirilmistir (Sekil 2.1). Bu hiicre iskelet proteinleri, zarda bulunan proteinlerin
timiinin % 50-60’lik kismim olusturmaktadir. Zar catisinda meydana gelen
degisiklikler sonucunda su dengesi ve iyon akis1 etkilenebilir. Bu etkilenmenin
sonucunda hiicre igcindeki olaylar da etkilenecektir. Zar bilesenlerinin eksiklikleri veya

degisimleri ¢esitli hastaliklara yol agabilmektedir (53,66).

Etanol, in vitro kosullarda biyolojik zarlarin fosfolipid zincirlerinin diizenini
bozmaktadir. Bunun yanisira, kolesterol ve fosfotidilinositoliin zara eklenmesini
bozarak zar diizensizligine sebep olur. Zardaki bu degisiklikler in vitro ve in vivo
caligmalarda gosterilmistir. Etanoliin zar akiciliginda degisiklikler meydana getirdigi,
yik dagilimimm etkiledigi ve zarda oksidatif strese neden oldugu deneylerle
kanitlanmistir (49). Ayrica, beyin dokusunda hiicre zarmin fizikokimyasal yiikii

tizerinde degistirici etkiler olusturdugu gosterilmistir (66,68,119,134).
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Sekil 2.1: Zarm yapisi

Beyin sinaptozomal fraksiyon zar1 da etanole karsi hassastir. Sinaptozomlar;
noronlarin sinapslarindan, sinir dokusunun homojenizasyonu ve fraksiyonlanmasi
sonucu elde edilirler. Hiicre zarmin fosfolipid tabakasindan ve sinaptik proteinler gibi
reseptorlerden olusmaktadirlar ve sinaptik iletimde gorev alirlar (Sekil 2.2).
Sinaptozomlar hiicre zarlarinda reseptor olarak sinaptik protein iceren bir fosfolipid

tabaka olarak da bilinmektedirler (70,85,86,101).
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Sekil 2.2: Sinapsin yapisi



2.2. Etanol Metabolizmasi

Etanol metabolizmasindan sorumlu baslica iki yol vardir. Bunlar Oksidatif ve

Non-Oksidatif yoldur (80), (sekil 2.3).

1-Oksidatif yol ii¢ basamaga ayrilir (Sekil 2.4).
a. Hiicre sitozoliinde bulunan alkol dehidrogenaz yolu (ADH)
b. Hiicre endoplazmik retikulumunda bulunan mikrozomal enzimler (MEOS)
c. Hiicre peroksizomlarinda bulunan katalaz yolu
2-Non-oksidatif yol iki basamaga ayrilir (Sekil 2.4).
a. Fosfatidiletanol yolu

b. Etanoliin yag asitleriyle olusturdugu etil ester yolu (FAEE)

Rat beyin sinaptozomal fraksiyonlarindaki etanoliin metabolize edilmesinde,
oksidatif yolda peroksizomlarda bulunan katalaz enziminin (37,97,126) ve non-oksidatif
yolda olusan yag asidi etil ester sentaz enziminin rol aldigi bilinmektedir (13,23,80).

Bunun yaninda etanoliin zar iizerine direkt etkisi de bulunmaktadir (43,70).

OKSIDATIF NON-OESIDATIF
ETANOL
ALKOL DEHIDRO GENAZ o
YAG YAG AsiDi
i . ESTER
MIKROZOMAL ETANOL e
OKSIDE EDici siSTEM ENT
TaG ASIDI ETIL ESTER
L | KATALAZ
ASETALDEHIT
3 FOSFATIDILKOLIN FOSFOLIPAZD
ALDEHID
DEHIDROGENAZ *
FOSFATIDILETANOL
ASETAT

Sekil 2.3: Etanoliin oksidatif ve Non-oksidatif metabolizmast



2.2.1. Oksidatif Etanol Metabolizmasi

Etanoliin insan ve hayvanlardaki oksidatif metabolizmasi iki evrede olur. Birinci
evrede etanol, alkol dehidrogenaz (ADH), mikrozomal etanol oksidasyon sistemi
(MEOS) ve katalaz tarafindan asetaldehite oksitlenmektedir. Ikinci evrede ise
asetaldehit, aldehit dehidrogenaz (ALDH) tarafindan asetata doniisiir. Katalaz ve
mikrozomal yollarin Km degerleri ADH’tan yiiksek oldugu i¢in sadece ¢ok yiiksek
etanol seviyelerinde veya ADH inhibe oldugunda devreye girerler (sekil 2.4), (126).
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MIKROZOM
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B NADH
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PEROESIZOM

Sekil 2.4: Etanol metabolizmasi

Katalaz-peroksit sistemi, beyinde etanolii asetaldehide okside eden ana
enzimatik yoldur. Bu yiizden bir¢ok noral doku preparasyonunda katalaz-peroksit
sisteminin aktivitesi, farmakolojik veya genetik etkilerle bozuldugunda etanolden
asetaldeldehit olusumu 6nemli derecede azalir. Fakat aymi calismalarda ADH ya da
P4502E1’in engellenmesi in vitro asetaldehit iiretimini etkilememistir. Aragon ve
arkadaglari, direkt olmasa da etanol ve beyindeki katalaz-peroksit enzimatik sistemi

arasindaki iligkiye in vivo kamtlar saglamislardir (97).



2.2.2. Katalaz Metabolizmasi

Katalaz ¢ogu organizmada var olan genel bir enzimdir ve cok giiclii bir
katalizordiir, metabolizmanin zararli bir yan iirtinii olan hidrojen peroksiti suya ve
oksijene cevirir. Aym1 zamanda viicuttaki formaldehit, alkoller, fenoller ve formik asit
gibi toksinleri okside eden katalaz bilinen biitiin hayvanlarda vardir ve yasam ig¢in
vazgecilmezdir (Sekil 2.5). Bir katalizor olmasinin yani sira siitten hidrojen peroksit
aywrarak peynir yapilmasinda, kontak lenslerin dezenfekte edilmesinde ve ambalajli
yiyeceklerin okside olmasinin engellenmesinde de kullanilir. Cohen ve arkadaslari,
katalazin hidrojen peroksiti substrat olarak kullanarak beyindeki etanolii okside ettigini
gostermislerdir (32). Aragon ve arkadaslari, rat beyinlerindeki biitiin kan alinsa dahi

etanolden asetaldehit olusturuldugunu gostermislerdir (8).

CH; —CH—OH + H:0, 231% 1. cho <210
Etanol Asetaldelut

Sekil 2.5: Katalaz yoluyla etanoliin asetaldehide dontigiimii

2.2.3. Non-Oksidatif Etanol Metabolizmasi

Etanoliin non-oksidatif bir sekilde metabolize olmasi iki yolla olur;
a. Fosfatidiletanol yolu

b. Yag asidi etil esteri ( FAEE) yolu.



2.2.3.1. Fosfatidiletanol yolu

Etanol, fosfolipite bas grup olarak eklenerek fosfatidiletanol olusturabilir. Bu
doniisiim etanoliin varliginda, fosfolipaz D’nin fosfotidilkoline etkisiyle olur. Cogu
hiicre fosfatidiletanol sentezleme kapasitesine sahiptir. Etanol ve fosfolipaz D
arasindaki etkilesim hiicrenin islevine zarar verebilir. Bu zarar, hiicrei¢i sinyal
kaskatlarindaki bozulma yiiziinden fosfatidik asit sentezinin engellenmesi ve
fosfatidiletanoliin direkt etkileriyle olur. Fosfatidiletanol rat beyincik zarinda,
[3H]in0sitol—1,4,5—trisphosphate (IP3) molekiiliiniin reseptoriine baglanmasin1 engeller.
Bu etki fosfatidik asit tarafindan da taklit edilir ancak diger fosfolipidler aymi etkiyi
gostermezler. Fosfatidiletanol ve fosfatidilbutanol insan eritrositlerinin zarlarinda
bulunan Ca* pompalarmin aktivitesini arttirir. Fosfatidiletanol ve fosfatidilbutanol
tarafindan yapilan uyarilma fosfatidilserininkinden farklhidir. Fosfotidiletanol
kalmodulin tarafindan uyarilan Ca’*-ATPaz’in aktivitesini arttirirken, fosfatidilserin
arttirmaz. Fosfatidiletanol, diger asidik fosfolipidler gibi, ATPaz’in konformasyonunu
Ca®* ve ATP’nin aktif bolgeye daha iyi ulasabilmesini saglayacak sekilde degistirebilir
(13,80).

2.2.3.2. Yag asidi etil ester (FAEE) yolu

Fazla alkol aliminin ciddi saglik problemlerine yol actigi bilinen bir gergektir.
Alinan etanoliin ¢ogunlugu karaciger tarafindan metabolize edilir. Buna ragmen, etanol
beyinde toksik etkilere sahiptir. Etanol metabolizmasinin son {iriinii olan asetaldehitin,
karacigerde alkole bagh hastalik olusmasinda etken oldugu genel olarak kabul
edilmistir. Fakat asetaldehit; oksidatif metabolizmanin minimum oldugu ya da hic
olmadig1 beyin, kalp ya da pankreas gibi organlardaki hasarlardan ve kronik
alkoliklerde organ hasarlarinin degisik sekillerde goriilmesinden sorumlu tutulamaz. Bu
yiizden, alkole bagli organ hasarlarinda diger biyokimyasal aracilar 6nemlidir. Son
dénemde, alkol metabolizmasi i¢in yeni bir yol rapor edilmistir. Bu yolun iiriinleri olan

yag asidi etil esterler (FAEE), yag asidi ve etanolden sentezlenirler (23).



Etanol ve diger kisa zincirli alkoller, potansiyel olarak sitotoksik ve kismen
hiicre tipinden bagimsiz bir¢ok hiicresel tepki gosterirler. Kisa zincirli alkollere akut ya
da kronik sekilde maruz kalinmasi fosfolipid ve yag asidi metabolizmasinda hatalara,
hiicrenin redoks durumunda degisikliklere, enerji durumunun bozulmasina ve reaktif
oksijen metabolitlerinin fazla iiretilmesine sebep olur. Hiicre i¢i sinyal kaskatlarinin
fosfatidik asit senteziyle engellenmesi, fosforilasyon potansiyelinde diisme, yag
peroksidasyonu, ¢oziicli alkollerin hiicre proliferasyon hizini etkilemesi hiicre sayisinin
degisimine sebep olur. Kisa zincirli alkollerin non-oksidatif metabolizmasi (etanol
fosfolipitlerinin fosfolipaz D araciligiyla sentezini de igerir) ve yag asidi etil esterlerinin

sentezi, alkollerin zar yapisim ve hiicre islevini etkileyen ek mekanizmadir (13).

Alkol tabanl ¢oziiciiler yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etkiye sahiptir ve
bu toksisite hiicrenin ¢esidinden bagimsizdir. %5 ve %50 (wt/vol)(yaklasik 1.1 ve 11M)
konsantrasyonlarda etanoliin ii¢ klonal hiicre dizisi ve izole edilmis hepatositler
tizerinde esit toksik etkisi oldugu goriilmiistiir. Bu konsantrasyonlardaki hiicre 6liimii,
zar lipitlerinin ¢Oziinmesine ya da proteinlerin denature olmasina bagh olabilir.
Sonuglar alkollerin polaritesiyle yiiksek derecede ilgilidir. Zar biitiinliigiiniin ol¢iisii
olarak laktat dehidrojenaz salimimi kullamilmistir. Alkollerin lipid ¢oziiniirliikleri ve zar
biitlinliigii arasindaki iliskinin minimum ya da orta diizeyde hasarlarda gecerli oldugu
gosterilmistir. Metanol, etanol ve propanoliin hepatoblastoma hiicreleri igin akut
toksisiteleri de hidrofobisiteyle pozitif sekilde alakalidir. Bir¢ok alkoliin, beyin
sinaptozomal zarlarin1 bozdugunun belirlenmesi icin kullanilan en iyi haberci alkoliin

yag coziiniirlugudiir (13,23,38).

Akut etanol intoksikasyonundan sonra insan dokusunda belirlenen etil esterler;
palmitik (16:0), palmitoleik (16:1), stearik (18:0), oleik (18:1), linoleik (18:2) ve
arasidonik (20:4) asitdir. Diger alifatik (metanol, 1-butanol, 1-pentanol, 1-oktanol ve 3-
metil-1-oktanol) ve halojen (2-kloroetanol, 2,2-dikloroetanol, 2,2,2-trikloroetanol ve 2-
bromoetanol) alkoller in vivo ve in vitro kosullarda yag asitleriyle birlesimlerinde

substrattirlar (7,13).
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Yag asidi etil esterlerinin biyolojik 6nemi su bulgulardan kaynaklanir;

a. FAEE, karaciger ve kalpten izole edilen mitokondrilerde ayrismaya ve solunum
hizinin yavaglamasina neden olur,

b. FAEE olustugunda, FAEE’yi serbest yag asitlerine parcalayan bir lipaz
enziminin bulundugu mitokondriyal zarla iligki icindedir. FAEE bilinen bir
oksidatif fosforilasyon bozucusudur,

c. FAEEFE’nin zarlar lizerinde etanolden bir kat daha fazla diizen bozucu etkisi
vardir,

d. Diisiik konsantrasyonlarda bile FAEE nin hepatik protein sentezini ve

triacilgliserol lipaz enzimini engelledigi gosterilmistir (13).

Bunun yanisira, asir1 etanol kullanimindan sik sik hasar goren dokular, en
yiiksek diizeyde FAEE sentezi aktivitesine ve akut etanol alimindan sonra en yiiksek
FAEE diizeyine sahiptirler. Pankreas, FAEE sentezini en yiiksek diizeyde gosterir. Onu
karaciger, kalp, beyin, yag dokusu ve ¢izgili kaslar takip eder (13), (sekil 2.6). Etanol;
direkt olarak beynin sinaptik yapisim (6rnegin lipid zar ve sinaptik zarin yapisini) asir
derecede etkiler (43), i¢ zar partikiillerini artirirken sinaptik vezikiil sayisinm azaltir

(101), mitokondriyal transmembran ve plazma membranini inhibe eder (70).

11
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Sekil 2.6: Etanoliin meydana getirdigi organ hasari.
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2.3. Aspirin ve Etki Mekanizmasi

2.3.1. Aspirinin tarihcesi

Aspirinin  kokeni dogadir. Hipokrat (M.O 460-377), sogiit (Salix sp.)
kabuklarindan elde edilen bir 6zsuyun agr1 yatistirict etkisinden soz eder. Ulkemizde ve
diinyada ‘aspirin’ adi ile bilinen asetilsalisilik asit ve tiirevleri tedavide oldukga sik
kullanilmaktadir. 10 Ekim 1897’de kimyac1 Felix Hoffman, ilk defa kimyasal a¢idan saf
ve stabil bir bicimde hazirladig1 asetilsalisilik asit hakkinda laboratuvar defterine giris
yapmistir. O devirde kullanilan geleneksel salisilik asitlerden daha iyi tolere edilen bir
preparasyon hazirlamak i¢in kendini sistematik bir aramaya sevk edip, sonugta ¢coziimii
salisilik asidin asetillenmesinde bulmustur. 1 Subat 1899°da yapilan basvuruyu takiben,
Aspirin adi, Berlin’deki Imperial Patent Ofisi’nde, 6 Mart 1899 giinii bir marka olarak
kaydedildi. Yeni analjezik ve antipiretik, onceleri toz seklinde satildi ve ¢ok kisa
zamanda biiyiik miktarlarda iiretildi. 1900’de Friedrich Bayer, tozu 500 mg’lik tabletler
haline sikistirmay1 basardi. BoOylece asetilsalisilik asit piyasaya tablet olarak cikti.
1970’lerin baglarinda, aspirinin prostaglandin sentezi inhibitorii oldugu ve sonra da
trombosit yapiskanligini inhibe ettigi (trombosit agregasyonu inhibisyonu) saptanmistir
(22,32,95). Aspirinin prostaglandinlerin yapimin1 engelledigi 1971 yilinda Ingiliz
farmakolog Prof. John Vane tarafindan bulundu. Bu ¢igir acan bulusuyla Vane, 1982
yilinda Nobel Tip 6diiliine layik goriildii.

13



2.3.2. Aspirin etki mekanizmasi

Aspirinin iltihap giderici, ates diisiiriicii ve agr1 kesici etkilerini olusturmada
kullandigt ana mekanizma siklooksijenaz enzimlerinin (COX-1, COX-2)
baskilanmasidir (Sekil 2.7). COX-2 enzimleri hiicrelerdeki serbest radikalleri,
onemli sinyal molekiilleri olan prostaglandinlere cevirir ve boylece agr hissi baslar.
COX-2'nin ¢alismas1 engellenince prostaglandin iiretilemediginden, agrinin nedeni
ortadan kalkmamis olsa da, agri hissedilmez. COX-1 enziminin baskilanmasiyla
tromboksan-A2 adi verilen maddenin sentezi de engellenir. Bu da aspirine pihti
olusumunu engelleme 6zelligini katar. Mide kanamasina kadar gidebilen yan etkileri
yine COX-1 enziminin baskilanmasinin bir sonucudur. Ciinkii bu enzim, mide
duvarmin mide asidinden korunabilmesi i¢in gereken diizgiin yapiyr korumaktan

sorumludur (98,103).
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Sekil 2.7: Trombogenezde Aspirinin Etkisi
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2.3.2.1. Analjezik (agr kesici) etki

Aspirin analjezik olarak kullanilan ilaglardan birisidir. Salisilat metaboliti, orta
dereceli ve ozellikle inflamatuar kokenli olan agrilarda etkili olmaktadir. Inflamasyon
sirasinda prostaglandin (PG) sentezinin uyarilmasi, bradikinin gibi aracilarla (mediator)
sinirleri agrili uyaranlara duyarli hale getirmektedir. Aspirin, PG sentezini inhibe ederek
sinirlerin uyarilmasini engellemekte ve agri olusumunu azaltmaktadir (Sekil 2.12).
Aspirin sinir hiicrelerinin zarlar1 {izerinde, uyarilarin merkezi sinir sistemine
iletilmesinde ve hipotalamus iizerinde etkili olarak agriy1 azalttig1 bildirilmektedir. Agr1,
viicudun hasari bildirme yoludur. Lokal doku hasart; histamin, serotonin, asetilkolin,
kinin, prostaglandinler gibi cesitli doku hormonlarinin salintmini uyarir (95). Bu
maddeler hem inflamasyonu hem de nosisepsiyonu yonlendirirler. Histamin, serotonin,
asetilkolin ve kinin gibi norotransmitterler muhtemelen prostaglandinlerin varliginda,

nosiseptorleri aktiflestirirler ve ayrica prostaglandin sentezini de stimiile ederler (98).

Aspirin  kisaca siklooksijenazi ve bu yolla aragidonik asidin siklik
endoperoksitlere doniisiimiinii inhibe etmektedir. Siklooksijenaz (COX) enzimini bloke
ederek, arasidonik asitten tromboksan ve prostaglandin (PG) olugmasini engeller (Sekil
2.8). Bu inhibisyon geri doniisiimsiiz olup, hem siireye hem de konsantrasyona baglidir.
Ayrica asetilsalisilik asidin analjezik etkisinin mekanizmasi; kininlerin reseptorlerinden
antagonizma ile wuzaklagtirilmasina, mast hiicrelerinden serotonin ve histamin

saliniminin inhibisyonuna dayanmaktadir (32,62,64).
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Sekil 2.8: Aspirinin Etkisi

Prostaglandin: Otokrin ve parakrin diizenleyici iglevlere aracilik eder, iki genel fizyolojik etkisi
vardir. Birincisi diiz kasin kasilma durumu iizerindeki etkisi, ikincisi de sinyal iletimini aktive eden dig
uyariya hedef dokularin yanmitini degistirici etkidir. Trombositlerin agregasyonunu tetikleyerek kanin
pihtilagmasini saglar.

Prostasiklin: Damar endoteli tarafindan sentezlenen temel prostaglandindir, bir vazodilatordiir,
damar diiz kasini gevsetir, trombositlerin agregasyonunu ve endotel yiizeyine tutunmay1 engeller.

Tromboksan A2: Trombositler tarafindan sentezlenir, arterleri daraltir ve trombosit

agregasyonunu tetikler.
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2.3.2.2. Anti-inflamatuar etki

Prostaglandin E, (PGE;) ve prostasiklin, vaskiiler gecirgenligi arttirarak 6deme,
l6kosit infiltrasyonuna, endojen inflamatuvar aracilarinin ve bradikininin agri yapici
etkisinin artmasina neden olur. Aspirin, PG'lerin tim hiicrelerde yapim ve salinimimi
engelleyerek inflamatuvar yamiti azaltir, hiicre zarma direkt etki ederek notrofil ve
monosit migrasyonunun damar disina gecislerini engeller. Rubor (kizariklik), kolor
(sicaklik), dolor (agr), tiimor (sislik) ve functio laesa (fonksiyon kaybi) inflamasyonun
klasik semptomlar1 olup ¢ok kompleks bir sinirsel ve kimyasal mekanizma ile ilgilidir.
Aspirinin anti-inflamatuar etkisi oncelikle vaskiiler fonksiyonlar iizerinedir. Burada da

temel farmakolojik etki, prostaglandin sentezinin inhibisyonudur (32,62).

Aspirinin anti-inflamatuar etkinligi i¢in One siiriillen farmakolojik etkileri;
kapiller zarn stabilizasyonu, sayisiz mediyatdriin  inhibisyonu, trombosit
agregasyonunun onlenmesi, lizozomlarin stabilizasyonu, anti-inflamatuar etkili proteine
bagh peptidlerin salinimi, mukopolisakkarit metabolizmasina etkisi olarak siralanabilir

(32).

2.3.2.3. Antipiretik (ates diisiiriicii) etki

Aspirin PG sentezini inhibe ederek antipiretik etkisini gosterir. Enfeksiyon, doku
zedelenmesi, inflamasyon gibi uyarilarla dolasimdaki pirojenler ve yerlesik monositer
fagositlerden salinan pirojenler anterior hipotalamusta PG yapimimi uyarir. Olusan
PGE,; hipotalamusun agri/ates esiginin degismesine, sonugta da atese neden olur.
Aspirin PG yapimini engelleyerek ateslenmeyi durdurur. Bu etkisi antiinflamatuar etkisi
icin gerekli dozlardan daha diisiik dozlarda ortaya ¢ikar. Aspirin diger antipiretiklere
gore daha yiiksek ateslerde (39°C) etkili olmakta ve sirkadian ritmini etkilememektedir.
Bugiinkii goriislere gore; agri, ates ve inflamasyon gibi semptomlar prostaglandinlerin
asir1 iiretimi sonucu olusmaktadir. Ozellikle prostaglandinlerden E1 ve E2 merkezi 1s1
diizenleyicileridirler. Bu yiizden, prostaglandin sentezi inhibisyonu aspirinin antipiretik

etkisinin temel mekanizmasidir (22,32). Cevresel vazodilatasyonun siddetli terlemeyle
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birlikte 6nemli ol¢iide 1s1 kaybina yol agarak bu sayade atesin diismesine neden oldugu

yolundaki goriis hala gecerli olsa da bu, ana mekanizma degildir.

2.3.2.4. Trombosit agregasyonunun inhibisyonu

Aspirin trombosit siklooksijenaz (COX) enzimini inhibe ederek ADP salinimini
engeller ve trombosit agregasyonu olusturulamaz. Aspirin bu etkisini diigiikk dozlarda ve
geri doniisiimsiiz olarak gosterir. Son dozu izleyen 4-7 giin boyunca etkisi siirer.
Trombogenezdeki temel faktorler, trombositler ve damar duvari arasindaki etkilesimdir.
Bir¢ok sebepten kaynaklanabilen vaskiiler endotel hasar1 sonucunda, subendotelyal
yapilarin kollejen lifleri agia ¢ikar ve trombositler adhezyon ile bu liflere tutunurlar.
Fonksiyonel davramislar, indiiklenen irritasyon sebebiyle degisir. Bu, trombositlerin
agregasyonuna, vazoaktif ve prokaogiilan iceriklerinin salinimina yol acar. Daha fazla
trombosit aktive olur ve koagiilasyon olayma kirmizi kan hiicreleri katilir. Olusan
paryetal trombiis biiyiiyebilir ve aterosklerotik vaskiiler birikimlerle birleserek tam
tikanikliga yol agabilir. Fizyolojik kosullarda, prostasiklin (PGI,) ve tromboksan (TxA,)
arasinda dinamik bir denge bulunmaktadir. TxA, trombositlerde olusur ve belirgin
agregasyon tetikleyici ve vazokonstriktor 6zelliklere sahiptir. PGI,, ise damar duvarinda
sentezlenir ve bu ozelliklere karsit etki eder. Hasar gormiis vaskiiler endotel sebebiyle
PGI, sentezi bozulursa TxA, fazlaligi ortaya c¢ikar ki bu da artmig trombosit
agregasyonuna ve adhezyonuna yol acar. Aspirin, siklooksijenazi geri doniisiimsiiz
olarak inaktive eder ve sonugta trombositlerde TxA, iiretimini de inhibe eder (Sekil
2.9). Bu ¢ekirdegi olmayan trombositler yeni TxA,‘yi yeniden sentezleyemezler. Fakat
cekirdekli endotel hiicreleri kendilerini inhibisyondan kurtarabilirler ve hatta aspirinin
etkisinden sonra bile yeniden siklooksijenaz iiretebilirler. Bu nedenle, PGI, de yeniden

sentezlenir (16,22,111).
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Trombosit agregasyonunun inhibisyonunda aspirinin biyokimyasal etki
mekanizmasi, trombositlerde siklooksijenazin asetilasyonla geri doniisiimsiiz
inhibisyonuna ve damar duvarinda siklooksijenazin geri doniisiimlii inhibisyonuna

dayanir (111).

Zarar gérmiis aterosklerotik plaklar

'

Trombositlerin aktivasyonu ve yapismasi

'

Arasidonik asit olusumu

Siklik endoperoksit iiretimi

'

TXA2 sentezi

Kollojen =~ vVWF Fibrinojen

T - g, O . -
R e N g O e
B © e B o M o b o W 2

Sekil 2.9: Trombosit agregasyonu

P2Y1 ve P2Y12, ADP reseptorleridir, GP Ia/lia ve Ib kollejene bagl trombosit zar proteinleridir, vVWF
trombositlerin hasar goren damarlarin subendoteline baglanmasina neden olur. COX-1’in bir iiriinii olan
TXA2 trombosit aktivasyonunda gorev alir, bir aktivator tarafindan uyarildiklarinda P2Y1 ve P2Y12
fibrinojen baglama proteini GP IIb/Ila’y1 aktive eder ve o da TXA2’yle birlikte trombosit agregasyonunu
ve salgilanmasini saglar.
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2.3.2.5. Aspirinin Yan Etkileri

Aspirinin yan etkileri 6zellikle gastrointestinal sistem {izerinedir. Aspirinin uzun
zaman uygulanmasi gastrointestinal iilseri tetikler ve bunun sonucunda gastrointestinal
kanamaya yol agar. Bu istenmeyen yan etki, siklooksijenaz (COX) inhibisyonundan
kaynaklanmaktadir. Aspirinin siklooksijenazi inhibe etmesi, prostaglandin ve
tromboksan gibi proinflamatuar mediatorlerin sentezinin azalmasiyla alakalidir. Gastrik
mukozada COX kaynakli hiicre koruyucu prostaglandin inhibisyonu aspirinin yan
etkisini agiklar (26,132).

Baska kaynaklarda da yine gastrointestinal hasar {izerine nonsteroidal
antiinflammatory drugs (NSAIDs) ilaclarin etkileri iizerinde durulmustur. Oksijen
radikali kaynakli lipid peroksit ve notrofil aktivasyonu NSAID kaynakli gastrik
mukozal hasarin olugmasina neden olur. Bu hipotezi destekleyen ii¢ unsur vardir:

1. Hem lipid peroksitler, hem de notrofiller aspirin uygulamasimdan sonra

insan ve hayvan gastrik mukozasinda birikir.

2. SOD ve DMSO ile muamele NSAID’ler tarafindan yapilan mukozal
hasari iyilestirir.

3. Mukozal hasarlar nétrofilleri eksik olan hayvanlarda inhibe olmustur
(132).

Aspirinin karbohidrat metabolizmasinda adrenal medulla ve korteksi uyarir,
glukoz—6-fosfataz  aktivitesini  artirir  (hiperglisemi) boylece glikoliz  artar,
glikoneogenez bozulur (hipoglisemi).  Protein sentezini inhibe ederek protein
degradasyonunu hizlandirir, aminoasidlerin tiibiiler geri emilimini inhibe eder. Lipid
metabolizmasinda lipogenez diiser, lipoliz artar, plazma proteinlerinde yag asitlerinin
yapisi bozulur. Trombositlerin aspirine yanitlar1 doza bagli degisken siirelidir (93).

Aspirinin eritrosit ve trombosit zar1 iizerindeki etkisini inceleyen g¢alismalar,
aspirinin zar akiciligmm ve lipid diizenini bozdugunu bunun yanisira lipid protein
matriksi ve zar protein konformasyonunda diizensizliklere neden oldugunu gostermistir

(54,99,128).
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2.4. Betain ve Metabolizmasi

Betain mikroorganizmalarda, tahillarda, midyede, 1spanak ve seker pancar1 gibi
pek cok besinde bulunan bir bilesiktir. Betain, Zwitteriyonik quarterner amonyum
bilesigi olup trimetil glisin, glisin betain, lizin ve oksinorin isimleriyle de bilinmektedir
(Sekil 2.10). Glisin aminoasidinin metillenmesiyle olusmustur. Betainin yapisal formiilii
(CH;3);N*CH,COO “diir, molekiil agirhigi 117,15°dir ve kimyasal olarak 3 metil grubuna

sahip oldugundan metilamin olarak karakterize edilir (34,74).

CH:s

5C i \
\N"‘ l CH:—N*—CH:2:—COO~
H.C — \ |
CH., o
CH:s

CsHi:NO: = 117.15

H

Sekil 2.10: Betain (trimetilglisin), kimyasal formiilii

Betain ilk olarak seker pancarinda (Beta vulgaris) 19.yy’da kesfedilmistir ve
daha sonra pek cok diger organizmada da bulundugu goriilmiistiir. Stress altindaki
hiicreleri koruyan bir organik ozmolittir ve bircok biyokimyasal yoldaki transmetilasyon
reaksiyonlart i¢in metil kaynagidir. Bitki ve mikroorganizmalari ozmotik inaktivasyona
kars1 korur. Yiiksek tuzluluk ve sicaklik stresi gibi durumlarda betain sentezi artar.
Betain; rekabet¢i bir ozmolit olarak hiicrelerin su alimmini artirir, inorganik tuzlarin
yerine gecer ve hiicre i¢i enzimlerin ozmotik ya da sicaklik kaynakli inaktivasyonuna
karsi koruyucudur. Bir metil donorii olarak optimum beslenme igin gerekli olan
metiyonin ve kolinin olugmasi i¢in gereken tek karbon birimlerini saglar. Bilylimeyi,

besin kullanim verimliligini arttirir ve viicut yagim azaltir. Insanlar betaini, yapilarinda
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betain ve kolin iceren bilesikler bulunduran besinler yoluyla alirlar. Betain bir seri
enzim reaksiyonuyla katabolize olur. Bu cogunlukla bobrek ve karaciger hiicrelerinin
mitokondrilerinde gergeklesir. Transmetilasyon reaksiyonlarn metil (tek karbon)
gruplarinin metiyonin dongiisii icerisinde transferini icermektedir. Homosisteinin
metiyonine doniigiimii, metiyonin diizeyini korumak, homosisteinini detoksifiye etmek

ve S-adenozilmethionin (SAM) iiretmek i¢in gereklidir (10,11,34,70,74).

Total homosisteinin konsantrasyonlarindaki yilikselme ve diisik SAM
konsantrasyonlart1  kronik hastaliklarla iligkilidir. Betain; serum metiyonin,
transmetilasyon oranini, homosistein remetilasyonu ve metiyonin oksidasyonunu
arttirmaktadir. Betain enjekte edilen hayvanlarin kirmizi kan hiicrelerinde protein,
kreatin, fosfolipid, hormonlar, poliaminler, karnitin ve adrenalin sentezi ile DNA
metilasyonunda direkt metil vericisi olarak is géren SAM orani doza bagh olarak
artmaktadir. Eger betain katabolize olmazsa organik bir ozmolit olarak is goriir.
Hiicresel hidrasyon durumunun diizenlenmesi hiicre fonksiyonunun devamlilig
acisindan Onemlidir. Betainin, betain-homosistein-metiltransferaz (BHMT) yoluyla
homosisteini remetile ederek hepatik SAM ve glutatyon seviyelerini korudugu ve bu
yolla metionin metabolizmasindaki alkol kaynakli degisimleri azalttigi daha Once
gosterilmistir. Ayrica betain, hiicre ici SAH seviyesindeki etanol kaynakli degisimleri
ve SAM/SAH oranini diisiiriir, homosistein salinimindaki artis1 engeller (34,70), (Sekil
2.11). Bunun yanisira, betainin in vivo ortamda etanol kaynakli hepatik steatozu
azaltig1 ve tersine cevirdigi gosterilmistir. Bu nedenle, betain etanole bagh karaciger
hasarin1 onler, bunu da metionin metabolik yolundaki degisimleri diizelterek ve 6nemli

metilasyon reaksiyonlarin1 koruyarak yapar (10,11).

Her ne kadar hem betainin hem de SAM'in alkolik karaciger rahatsizliklarinda
potansiyel tedavi edici olarak kullanilmalar1 savunuluyorsa da, tedavi edici etkilerinin
mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamistir. Bu sebeple, etanol kaynakli karaciger
hasarlarinda betain ve SAM'in iyilestirici fonksiyonlarini, bu ajanlarin hepatoseliiler
SAM/SAH oranlarini, hepatik trigliserit seviyelerini ve homosistein iiretimi tizerindeki

etkilerini eszamanli olarak incelemek suretiyle karsilastirmalar yapmak daha uygundur.
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Betain, homosisteini remetile etme yetenegi sayesinde SAH seviyelerini diisiirmekte ve
SAM/SAH oranindaki etanol kaynakl diisiisii durdurup eski haline getirmekte, hiicresel
metilasyonu uyarmakta, steatozu ve homosistein kaynakli toksisiteyi engellemektedir.
Diger taraftan SAM, sadece SAM/SAH orani ile metilasyon kusurlar1 {izerinde etkili
olmakta ve uzun siireli kullanimi, homosistein salinimim arttirma ozelligi yiiziinden
zararli olabilmektedir. Bu sebeple betain sadece karaciger hastaliklarinda degil,
homosistein artis1 ve metilasyon bozukluklarina bagli diger hastaliklarda SAM’dan daha

etkili bir tedavi edici ajan olarak kullanilabilir (11,34,70).

Agetilkolin Fosfatidillcolin

'\/

Kolin S-Adenozil Homosistem

/ Metilasyon
Betam Aldehid sistatyon C
BG6

{ Homosisten S-Adenozl Metivonin

BETAIN

Metiyonin
Glism
Dimetil ghsin

\ Sarkozin / Serin

Sekil 2.11: Betain Metabolizmasi

Betainin ozmolit fonksiyonuna dair pek cok ornek vardir. Ornegin, bobrekte
birikerek hiicreleri yiiksek elektrolit ve iire konsatrasyonuna karsi korur. Betain
karaciger makrofajlarindaki (Kupffer hiicreleri) ozmotik stresi, tiimor nekroz faktor o
(TNFa) iretimini, fagositoz ve sikolooksijenaz olaylarim azaltarak immiin

fonksiyonunu diizenler. Alkolle beslenen hayvanlara betain destegi verilmesi alkole
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bagh yagh karaciger durumunu kismen diizeltir. Homosisteinin ve S-adenozin
homosisteinin konsantrasyonlarini, endoplazmik retikulumun stresini ve karaciger
hasarimi azaltir; 5-metil tetrahidrofolat (CH3-THF)’1n etanole baglh birikimini engeller;

eritrosit zarlarim1 Kkorur; vitamin A’nin azalmasimi ve peroksidatif hasar1 engeller
(10,11,34).
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2.5. Siyalik Asit ve Metabolizmasi

Siyalik asitler, néraminik asitin N (azot) ve O, (oksijen) acil tiirevleri olup hem
glikoproteinlerin hem gangliyozidlerin yapi taslaridir (Sekil 2.12). Noraminik asit,
mannozamin ve piriivattan tiireyen dokuz karbonlu bir sekerdir. N-asetil néraminik asit
her biri degisik bolgelerinden asetillenmis siyalik asit ailesinin bir tyesidir. Bu
bilesikler genellikle glikoprotein, glikolipid veya daha nadiren glikozaminoglikanlarin
oligosakkarid yan zincirlerinin terminal karbonhidrat kalintilar1 olarak bulunurlar. insan
dokularinda bulunan baslica SA, N-asetilndraminik asittir (NeuAc),(107,125). Siyalik

asidin yapisi sekil 2.12’de gosterilmistir.

HC —0OH
R= e —od
| IISH_?_ OH
OH H
N-asetilniraminik asit (siyalik asit)

Sekil 2.12. Siyalik asidinin yapisal formiilii

Zarda bulunan glikoprotein ve glikolipidlerin biiyilk boliimii ise N-
asetilnoraminik asit olup taninma, haberlesme ve adhezyon etkinliklerini diizenler. Bu
gorevlerin yani sira reseptor fonksiyonlarinin diizenlenmesi, transport islemleri,
hiicrenin biiylimesi ve antijenik aktiviteyi kontrol etmek gibi yasamsal gorevler yapar
(mRNA viriisleri). Siyalik asitler, zarda glikoprotein ve glikolipidlerin u¢ kisimlarina
bagh olarak bulunurlar (Sekil 2.13). Bu konumlarindan dolay1r zar kararliliginin
stirdiiriilmesinde onemli gorevler yiiklenirler, katyon degisimi, reseptor fonksiyonlari,

zar polaritesinin siirdiiriilmesi ve hiicre i¢i etkilesimler gibi olaylarda rol alirlar (125).
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Sekil 2.13: Hiicre zarinda siyalik asidin yapist

2.5.1. Siyalik Asit Metabolizmasi

Amino sekerler, glikozaminoglikan, glikoprotein, glikolipid ve baz
oligosakkaritlerin 6nemli yap1 taslaridir. Bag dokusunda amino seker sentez yolu cok
aktiftir, glikozun % 20’si bu yolda kullanilir. Fruktoz-6-fosfat monosakkaridi N-asetil
glikozamin ve N-asetilndraminik asitin on maddesidir. Amino grubu vericisi olarak
glutaminin kullanilmasiyla fruktoz-6-fosfattan glikozamin-6-fosfat olusur. Bu reaksiyon
fruktoz-6-P aminotransferaz enzimi tarafindan katalizlenir. Amino sekerler genelde N-
asetillenmis bicimde bulunur. Asetil verici asetil-KoA’dir. SA’lerin sentezi sitozolde
meydana gelir. Glikozamin-6-P {i¢ basamakli bir enzimatik reaksiyon sonucu UDP-N-
asetilglikozamine cevrilir. SA biyosentezi UDP-N-asetilglikozaminin epimerizasyonu
ile devam eder (Sekil 2.14). Olusan N-asetilmannozamin, N-asetilmannozamin kinaz
enzimi ile N-asetilmannozamin-6-fosfata cevrilir. N-asetilmannozamin-6-fosfat, aldol
kondensasyonuyla fosfoenol piruvat ile birlesir ve N-asetilnoraminik asit-9-fosfati
olusturur. Bu iiriinden fosfatin ayrilmasiyla N-asetilndraminik asit meydana gelir. N-

asetilnéraminik asidin diger tiim SA’lerin Onciisii oldugu bildirilmistir (125).
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Sekil 2.14. Siyalik asidin sentezi

N-asetilnoraminik asit bir oligosakkarite eklenmeden ©nce sitozin trifosfat ile
reaksiyona girerek aktif forma ge¢melidir. Pirofosforilaz enzimi sitozin trifosfattan
pirofosfati uzaklastirir ve kalan sitozin monofosfatt (CMP) SA’ya baglar. Bu aktivasyon
reaksiyonlart ¢ekirdekte gerceklesmektedir. Glikoprotein sentezinde, CMP-SA
kalintilarinin bir oligosakkarit zincirine eklenmesi golgide gerceklesir. Bu eklenme
olaymndan dnce CMP-SA kompleksindeki SA kalintilar1 sialo-glikoproteinlere transfer
edilir ve bu reaksiyonu siyaliltransferaz enzimi katalizler. Lizozomlarda da lizozomal
sialidaz enzimi yardimiyla SA olusur (Sekil 2.14). Siyalik asit biyosentezinde iki geri-
bildirim inhibisyon mekanizmasi bilinmektedir. Bu mekanizmalarin ilki UDP-N-
asetilglikozaminin fruktoz-6-fosfati glikozamin-6-fosfata doniistiiren aminotransferaz
iizerine etkisidir. Digeri ise UDP-N-asetilmannozamini N-asetilmannozamine

epimerlestiren 2-epimeraz, CMP-SA tarafindan inhibe edilir (125).
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Insanda N-asetil néraminik asit ve N-glikozil néraminik asit olmak iizere en az
iki tip siyalik asitin oldugu kabul edilmektedir. Siyalik asit insan serumunda ve viicut
stvilarinda serbest halde bulunmaz. Serumdaki siyalik asidin % 85-90°’n1 a ve p
globiilinlere bagli haldedir. Bu formuna proteine bagh siyalik asit (PSA) denir.
Serumdaki geri kalan siyalik asit ise lipid molekiillerine baghdir ve lipide bagh siyalik
asit (LSA) adin1 alir. Proteine ve lipide bagh siyalik asit fraksiyonlar total siyalik asidi

olustururlar (107).

2.5.2. Siyalik Asidin Biyolojik Fonksiyonlari

Siyalik asid, noraminik asidin asetilenmis tiirevlerine verilen genel isimdir.
Siyalik asid zar reseptor fonksiyonlarinda, hiicrenin hiicreyi tanima ve etkilesimleri,
hiicresel zarlar ve glikoproteinlerin yapilarinin dengelenmesi gibi ¢esitli fonksiyonlar
vardir. Hiicre zarinin Onemli parcalarindan olan glikoprotein ve glikolipidlerin
oligosakkarit zincirinin terminal sakkariti siyalik asittir. Zarda bulunan bu yapilardaki
siyalik asit hiicrenin dis yiizeyinde bir negatif yiik olusturur. Bu negatif yiikk diger
hiicreler i¢in bir itici giic meydana getirerek agregasyonu onler. Bu itici giic ayrica

hiicrelerin sertligini saglar (107,127,129).

Yogun alkol kullanimi donemlerinde transferin igindeki karbohidrat igerigi
(siyalik asit, galaktoz, N-asetilglukozamin) diismektedir. Bu haldeki transferin
“karbohidrattan yoksun transferin (CDT)’ olarak adlandirilmaktadir. Eksikligin kesin
nedeni bilinmemektedir. Ancak alkol ve yikim driinlerinin, transferine karbohidrat
ekleyen (glikotransferaz) enzimlerin aktivitesini azalttigina ve karbohidrat birikintilerini
ortadan kaldiran enzimlerin (siyalidaz) aktivitelerini artirdigina inanilmaktadir

(127,129).
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Siyalik asidler noraminik asidin N-asetil gruplarindan koken alirlar. Biyolojik
stvida ve hiicre zarlarinda glikolipid ve glikoproteinlerin terminal kalintilar1 olarak
bulunurlar. Alkol tiikketiminde siyalik asid derecesinde bir artiy gozlenmistir
(69,109,125). Bu nedenle serum siyalik asit diizeyleri, alkol kullanan kisilerde
biomarker olarak kullanilmaktadir. Daha once Kanbak ve arkadaslarinin zar lipidleri
iizerinde yaptiklar bir ¢caligmada etanol, SA diizeylerini kontrol grubuna gore anlamli
sekilde yiikseltmistir (69). Aym sekilde, Sillanaukee ve arkadaslarinin sosyal iciciler ve
alkolikler iizerinde yaptig1 calismada, etanoliin SA diizeylerini yiikselttigi bulunmustur
(109). Ponnio ve arkadaslar alkoliklerin serumlarinda siyalik asit diizeylerini anlaml
derecede yiiksek bulmustur (102). Alkoliin eritrosit zar1 tizerindeki etkisini 6grenmek
i¢in yapilan caligmalarda zara baglh siyalik asit diizeyini anlaml sekilde diisiirdiigi,

zarin dis yapisi ve organizasyonunu bozdugu kanitlanmistir (47,61,81).
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2.6.Nitrik Oksit ve Metabolizmasi

Nitrik oksit (NO) oksijen igeren bir serbest radikal olup tipki O, gibi yasam icin
hem esansiyel hem de toksiktir. NO bir tek elektrona sahiptir ve dolayisi ile Fe* gibi
tek elektronlar iceren diger bilesiklere baglanir. Bir gaz olarak sitozol boyunca ve lipid
zarlarindan hiicre icine sizar. Diisiik derisimlerde iken fizyolojik olarak ndrotransmiter
ve vazodilatasyona neden olan bir hormon olarak gorev yapar. Ote yandan, yiiksek
derisimlerde bulunacak olursa hem azot hem de oksijen iceren (RNOS) ilave tepkici ve
toksik tiirler olusturmak iizere O, veya siiperoksitle birlesir. Renksiz ve son derece
toksik bir gaz olan NO serbest radikal yapisinda olmasindan dolay1 yar1 omrii ¢ok
kisadir. NO lipofilik 6zellikte olup, oksijensiz ortamda oldukg¢a stabildir ve suda erir.
Diisiikk konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varliginda dahi stabilitesini
koruyabilen NO bilinen en diisiik molekiil agirlikli, biyoaktif memeli hiicresi sekresyon
iiriiniidiir. NO diisiik konsantrasyonlarda toksik degildir ve ¢ok Onemli fizyolojik

islevlerin ger¢eklesmesinde rol alir (24,59).

NO’nun yar1 6mrii oldukga kisadir. Dokudaki yar1 omrii 10- 60 saniye kadardir;
ancak ortamda doku bulunmamasiyla, oksijen varliginda yar1 omrii 4 dakikaya kadar
uzayabilir. Ancak yine de uygun in vivo ve in vitro kosullarda nitrit ve nitrat birikimi,
NOS aktivitesinin izlenmesi ve Olg¢iilmesinde kullanilmaktadir. NO olustuktan sonra
redoks reaksiyonlariyla farkl sekiller kazanir ve hizla, spontan olarak molekiiler oksijen

ile birleserek cesitli nitrojen oksitleri olusturur (115).
NO fizyolojik kosullarda, stabil anyonik iriinleri olan nitrit ve nitrata okside

olmaktadir (yaklasgik 3:2 oranminda). Oksijenlenen soliisyonlarda nitritin, nitrata

doniisiimii oldukga yavastir ve nitrat olusumu diistiktiir (115).
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2.6.1 Nitrik Oksit Sentezi

Serbest radikal olan NO, nitrik oksit sentaz (NOS) denilen enzim ailesi
tarafindan, bir aminoasit olan L-arginin’in terminal guanidin grubunun NO’e
cevrilmesiyle iiretilir ( L-arjini— NO + L-sitrulin; sekil 2.15). Bu olusum esnasinda
NO sentaza molekiiler oksijen ile kofaktor olarak, rediikte nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH), flavin adenin diniikleotid (FAD), flavin mononiikleotid
(FMN) ve tetrahidrobiyopterin (BH4)’e ihtiyac vardir. Bu sekilde iiretilen ve islevini
yerine getiren NO, hizla hemoglobin, metilen mavisi ve siiperoksit anyonu tarafindan

notralize edilir veya 10 saniye i¢inde nitrat veya nitritlere doniistiiriiliir (3).

+
z 2 22
CHo —NH—C_ CHo —NH—C_
NH> NITRIK | NH>
CHo OKSIT CHo
| 205 NO |
CHo~ (leg + 2H,O
CH-NHS > (le ~NH3
COO™ N COO™
L- ARGININ R LkeiblE L-SITRULIN

Sekil 2.15: Nitrik Oksit sentezi

2.6.2. NOS izoformlari

NOS, fizikokimyasal ve kinetik Ozelliklerine gore iki gruba (yapisal ve
indiiklenebilir) ayrilir (92). NOS’lar1 sentezleyen 3 gen bulunur ve bu genlerden her biri
bir NOS izoformu olusturur.
nNOS: Noronal nitrik oksit sentaz olarak bilinir. Ik olarak sinir dokularinda
bulunmustur. Yapisal olarak agiga ¢cikmistir ve bir nérotransmitter ve bir hormon olarak
oynadigi rol i¢in gereken az miktarda NO’yu iiretmek icin kalsiyuma bagimlidir.
eNOS: Endoteliyal nitrik oksit sentaz olarak bilinir. Ilk olarak vaskiiler endotel

hiicrelerinde yapisal olarak tanimlanmistir ve nNOS gibi kalsiyuma bagimlidir.
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iNOS: Indiikte edilebilir nitrik oksit sentaz olarak bilinir. Ik olarak endotoksinler ve
sitokinler aracilign ile karaciger hiicreleri ve makrofajlarda uyarilan bir enzim olarak
tanimlanmigtir. Nitrik oksid sentazin bu izoenzimi esas olarak gen transkripsiyonun
indiiksiyonu ile diizenlenmekte olup kalsiyum degisimindeki degisiklikler bunu
etkilemez. Bu enzim saldirgan mikroorganizmalarin oldiiriilmesine yardim etmek i¢in
yiiksek ve toksik diizeylerde NO iiretilir. NO’nun iste bu yiiksek diizeylerine RNOS ve
NO toksisitesinin gelismesi eslik etmektedir (78).

2.6.3. Nitrik Oksitin Etki Mekanizmasi

NO iiretildigi hiicreden disar1 ¢ikarak direkt hedef hiicresine yonelir. Sonucta
hedef molekiiliine baglanarak direkt olarak veya enzim aktivitesini degistirerek
amaglanan etkiyi olusturur. NO’in karakterize edilmis en onemli hedef molekiilleri;
demir, kiikiirt ve oksijen tiirevi yapilardir (24).

Bu enzim iki sekilde uyarilmaktadir.

1. Yapisal Tipe Ozgii Olarak:

Asetil kolin gibi bir haberci, endotel hiicresi iizerindeki reseptoriine yapisir ve bu
impulsla Ca* iyon kanallari acilarak, hiicre ici Ca** diizeyi yiikselir. Ardindan Ca**'un
kalmoduline baglanmasiyla olusan kompleks, yapisal bir enzim olan eNOS’1 uyarir ve
L-Arginin’den NO ile sitriillin olusur. Olusan NO, endotelden ¢ikarak komsu diiz kas
hiicrelerine girer. Diiz kas hiicrelerinin sitozolindeki guanilat siklaz, hem grubundaki
demire baglanir, onu aktiflestirir ve GTP’den cGMP olusumunun artmasina neden olur.
Artan cGMP ise diiz kaslarin gevsemesine ve damarlarda vazodilatasyona neden olur.

Ayrica diger bir yapisal enzim olan nNOS’da ayn1 mekanizma ile uyarilmaktadir (24),

(Sekil 2.16).
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Sekil 2.16: Yapisal NOS’1n uyarilmasi

1.Uyarilabilir Tipe Ozgii Olarak:

Burada lipopolisakkaritler ve sitokinler gibi ajanlarmn Ca**

a bagimli olmadan
NOS’1 indiiklemeleri s6z konusudur. Ilgili hiicrede onceden NOS yoktur veya ¢ok azdir.
Uyaricilar tarafindan transkripsiyonel olarak (mRNA artisiyla) enzim indiiklenir ve
sonucta olugan NO amaca uygun islevini gerceklestirir (sekil 2.17). Bu sistem 6zellikle

makrofajlarda goriiliir, bu tip enzim indiiklenebilir NOS olarak adlandirilir (24).
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Bakteriyel iiriinler NO
Sitokinler

Sekil 2.17: Indiiklenebilir NOS’un uyarilmasi

2.6.4. Nitrik Oksitin Fonksiyonlar1

2.6.4.1 Kan dolasimim Diizenlemedeki Rolii

Bilinen en gii¢lii endojen vazodilator olan NO, vaskiiler islevlerin kontroliinde
biiyiik 6Sneme sahiptir ve dolasim dengesinin nemli bir diizenleyicisidir. Uretimindeki
ve etkisindeki bozukluklar vaskiiler hastaliklarin baglangicinda ve gelisiminde 6nemli
rol oynar. NOS inhibitorleri sistemik vaskiiler direncte artiga ve kan basincinin
yiikselmesine neden olur. Bu veriler damar direncinin dengelenmesinde NO’in biiyiik

homeostatik rolii oldugunu gosterir (83).

Damarlarin i¢ yiizeyini doseyen endotel, kan akiminin damar i¢ ylizeyine
uyguladigr siirtiinme kuvvetlerinin ve kandaki c¢esitli maddelerin etkisine maruz kalir.
Kayma gerilimi ve asetilkolin, bradikinin, ATP, trombin gibi maddelein etkisiyle
endotel hiicresi i¢inde artan Ca endotelyal NOS enzim aktivasyonunu tetikleyerek NO
sentezine neden olur. Endotel hiicresinde olusan NO’in bir kismu damar diiz kas

hiicresine difiize olurken, bir kismi da kana gecerek dolasimdaki trombositler ve
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l6kositler iizerine etkili olur (78). Ayrica eritrositlerin icine de difiize olarak Hb ile

baglanabilir (88,89).

Diiz kas hiicresine difiize olan NO, sGC enziminin katalitik bolgesine
baglanarak bu enzimi aktive eder. Sonugta hiicre icinde cGMP diizeyi artar ve diiz kas
hiicresinde gevseme meydana gelir. cGMP artisinin gevsemeye neden olmasi degisik
mekanizmalar ile aciklanir, fakat temel olarak hiicre ici serbest Ca diizeyinin azaltilmasi

s6z konusudur (83,89).

2.6.4.2. NO ve Trombosit Aktivitesi

eNOS tarafindan {iretilen NO sadece damar diiz kasma etki ederek
vazodilatasyona neden olmakla kalmaz, aym zamanda damar liimenine difiize olarak
trombositlerin damar duvarina tutunmalarini ve kiimelesmelerini de baskilar. Bu etkiler
hiicre i¢ci cGMP artisiyla iliskili olup endotel kaynakli NO’in antitrombosit 6zelliklere
sahip oldugunu gostermektedir (83,89). Bunun yami sira, insan trombositlerinde
noronlar izoforma benzeyen diisik miktarda NOS enziminin bulundugu da
gosterilmistir. Trombosit ve endotel kaynakli NO, trombus olusumunun ve biiyiimesinin

onlenmesine 6nemli katkida bulunur (89).

2.6.4.3. NO ve immiin Sistem

NO’in immiin sistem {iizerine etkileri yaygin olarak incelenmistir. NO, cGMP
aracili mekanizmalar araciligiyla polimorf c¢ekirdekli 16kosit kemotaksisini inhibe eder
(89). Bunun disinda ¢cGMP’den bagimsiz olarak bazi sitotoksik etkilerde gosterir.
Mitokondrial enzimlerin demir-siilfiir merkezleriyle etkilesimi sonucu sebep oldugu
enzim inhibisyonu sayesinde sitostatik ve tiimor hiicrelerini 6ldiiriicii etkisi ortaya cikar.
Ote yandan, aktive makrofajlarda NOS 2 ekspresyonunun ve NO iiretiminin arttig1 da

gosterilmistir. Makrofajlarda NOS 2 ekspresyonunu indiikleyen baslica faktorler
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lipopolisakkaridler ve basta interlokin—1, interferon-y ve tiimor nekroz faktor- o olmak

iizere cesitli sitokinlerdir (89).

2.6.4.4. NO ve sinir Sistemi

NO’in 0grenme, hafiza, uyku, beslenme gibi pek cok fizyolojik fonksiyona
aracilik ettigi bilinmektedir (3). Insan ve hayvan beyninin tiim bolgelerinde degisen
miktarlarda nitrik oksit sentetaz saptanmistir (112). Beyindeki NO’in kaynagi beyin
damarlarinin endoteli, mikroglia hiicreleri ve beyin arterlerini innerve eden
nonadrenerjik-nonkolinerjik vazodilatdr sinirlerdir. Norotransmitter fonksiyonu ilk
olarak beyinde gosterilen NO, diger norotransmitterlerden farkli olarak, sinaptik
vezikiillerde depolanip ekzositozla salinima ugramaz. Eksitator bir norotransmitter olan

glutamat, noronlarda NO {iretimini tetikleyen énemli bir uyarandir (67).

2.6.5. Nitrik Oksitin Sitotoksik Etkileri

NO’nun toksit etkileri iki kategoriye boliiniir ilki Fe-i¢eren proteinlere baglanma
sonucu gelisen dogrudan toksit etkiler, digeri ise NO, RNOS vermek iizere O, veya
stiperoksitle birlestiginde olusan birlesiklerin aracilik ettigi dolayli etkiler. Bir radikal
olarak NO ayn1 anda tek elektronlarda igeren Fe-icerikli birlesiklerle baglanarak direkt
toksik etkiler gosterir. Saldirinin ana tahrip noktalari i¢inde Fe-S (elektron tasima
zinciri) ve Fe-hem proteinleri (hemoglobin ve elektron tasima zinciri sitokromlari)
bulunmaktadir. RNOS toksisitesinde NO ¢ok yiiksek derisimlerde bulundugu zaman
peroksinitrit (ONOQO") yapmak {iizere siiperoksitle veya N,Os yapmak iizere O, ile
enzimatik olmayan yoldan birlesir. Peroksinitrit bir serbest radikal olmamasina karsin
kararl1 ve direkt toksit olan gii¢clii bir oksitleyici ajandir. Bu madde protein metionin ve
—SH gruplart dahil ¢ok genis bir hedef grubuyla etkilesmek iizere hiicreler ve lipid
zarlar1 tizerinden sizabilir. Bu madde lipid peroksidasyonunun etkin baslaticis1 olan
serbest radikal azot dioksit (NO;) dahil ek RNOS’lar olusturmak iizere yikilmaya da

ugrarlar. Sonug olarak ¢ok biiyiik sayida enzimin inhibisyonunu, mitokondriyal lipid
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peroksidasyonunu, elektron tasima zincirinin inhibisyonu ve enerji bosalmasini,
DNA’da tek veya cift iplikte kirilmalart ve DNA’daki bazlarin degisiklige ugramasini
kapsar. Sartlara gore, nitrik oksit hiicrelere koruyucu oldugu gibi hiicre hasarina sebep
olabilecek potansiyel de tasimaktadir. Kronik alkol alimi rat karacigerlerinde NO
diretimini  arttirmaktadir. NO’nun  siiperoksit ile etkilesiminden kaynaklanan
peroksinitritin ~ etanol  kaynakli hipoksik karaciger hasarinda rtol oynadigi
diisiiniilmektedir. Raporlar ayrica NO’deki etanol kaynakli yiikselmenin siiperoksit
seviyelerini diislirdigiini ve bu sebeple koruyucu oldugunu gostermektedir
(65,75,76,104,108,124,131). Uyarlabilir nitrik oksit sentetazin alkol hastaliklar1 igin
gerekli oldugu gosterilmistir ¢iinkii uyarilabilir nitrik oksit sentetaz (iNOS) bloke
edilmis farelerde etanol toksisitesi belirgin sekilde azalmistir. Bu sonuglar1 agiklamak
i¢in endotelyal nitrik oksit sentetaz tarafindan iiretilen NO’in koruyucu oldugu, ancak
kupfer hiicreleri kaynakli NO’in alkol hastaliklarinda rol aldig: ileri siiriilmiistiir (88).
Czapski ve arkadaslan caligmalarinda, akut etanol alimmin beyinde nitrik oksit
seviyesini azaltigini, kronik etanol alimi nitrik oksit seviyesini artirdiginm1 gostermistir
(35). Bunun yani sira, Vassiljev de nitrik oksit degerlerinin diistiigiinii belirtmistir (118).
Naassila ve arkadaslar1 beynin farkli bolgelerinde nitrik oksit diizeylerinin farkli

oldugunu rapor etmislerdir (90).
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2.7. Adenozin Deaminaz ve Metabolizmasi

Viicuttaki tiim hiicrelerde bulunan polimorfik, sitozolik bir enzim olan Adenozin
deaminaz (ADA), adenin niikleotidlerin metabolizmasinda aktif rol oynar (Sekil 2.19).
Yiyeceklerdeki adenozinin yikilmasi ve dokularda niikleik asitlere doniismesinde
gereklidir. ADA geri doOniisiimsiiz olarak adenozini deamine eder. Piirin
metabolizmasinin bir adim1 olan adenozinin inozine ve deoksiadenozinin deoksiinozine
irreversible ve hidrolitik deaminasyonunu (amin gruplarin uzaklastirilmasini) katalizler

(21), (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18: Adenozinin inozine doniisiimii

Piirinler ile onlarn niikkleozit ve niikleotid formlari, gerek enerji
metabolizmasinda gerekse genetik materyalin olusturulmasinda oynadiklart rol
acisindan, tiim hiicrelerde 6nemli molekiillerdendir. Bu iki temel gorevin yanisira, hiicre
ici ve hiicreler arasindaki iletisime de 6nemli katkilar saglarlar. Bu iletisim, hiicre
yiizeyinde yerlesmis reseptorler araciligi ile gerceklesir. Piirinerjik reseptorler olan
plirinoseptor ailesi bes alt gruba ayrilmistir: a) adenin reseptorleri b) yapisal
(metabotropik) niikleotid (P2Y) reseptorler, c) iyonotropik niikleotid (P2X) reseptorler,

d) diniikleotid reseptorler ve e) adenozin reseptorleri (21).
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Piirin bazlarindan biri olan adenine bir pentoz halkasinin eklenmesi ile olusan
adenozin, tiim hiicrelerde yaygin olarak bulunan ve 6nemli diizenleyici etkileri olan bir
molekiildiir. Hiicre icinde ve disinda devamli sentezlenen ve kullanilan adenozinin
cesitli fizyolojik olaylarda rolii oldugu ilk defa Drury ve Szent-Gyorgy tarafindan 1929
yilinda ortaya atilmistir (44). Bu etkilerini kendine ozgii reseptorler araciligr ile

olusturdugu ise ancak 1974’de anlasilabilmistir (31).

ADENOZIN
HY
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SAH AMP Mozin
R-CH,#
‘.‘ L 4 . .
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ATP iRl ASiD

MFETIL TRANSFERI ADENIN NUELEOTIDLER] KATABOLIZMA

Sekil 2.19: Adenozin metabolizmasi

2.7.1. Adenozinin Sentezi, Saliverilmesi ve Yikilinm

Hiicre adenozini sentezlemek icin cesitli yollar kullanir. En nemli adenozin
kaynag hiicre i¢cinde devamli kullanilan adenozin trifosfat (ATP) ve dongiisel (siklik: c)
adenozin monofosfat (AMP)’dir. Bu iki niikleotid hiicre i¢inde énce AMP’a yikilir ve

olusan AMP, hiicresel 5’- niikleotidaz enziminin katalizledigi biyokimyasal reaksiyon
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ile adenozine c¢evrilir. Organizmada diger o©nemli bir adenozin kaynag da
katekolaminlerin ve histaminin katabolizmasi sirasinda ortaya cikan ve adenozine
hidrolize edilebilen S-adenozil homosisteindir (29), (Sekil 2.20). Hiicre disinda iiretilen
adenozinin de en Onemli kaynagi ATP’dir. ATP presinaptik sinir uclarindaki
vezikiillerde dopamin, asetilkolin, serotonin ve norepinefrin gibi ndrotransmiterler ile
birlikte bulunur ve bu norotransmiterler saliverilirken hiicre disina ¢ikar. Hiicre disinda
once AMP’ye sonra da ekto-5’niikleotidaz enzimi araciligl ile adenozine cevrilir (51).
Hiicre i¢i ATP’nin adenozine ¢evriminde %1°lik bir artisin adenozin miktarinda 100 kat

artisa neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir (46).
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Sekil 2.20: Adenozin Biyosentezi

Hiicre i¢inde ve disinda iiretilen adenozin hiicre zarinda bulunan kendine 6zgii

tasiyici molekiil araciligiyla zarin icine ve disina dogru iki yonlii olarak hareket edebilir.
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Akim yonii konsantrasyon farkina gore belirlenir. Sonucta hiicre i¢i ve disi adenozin
konsantrasyonu kolaylastinlmig difiizyon ile dengelenmis olur. Fizyolojik kosullarda
net akim adenozin konsantrasyonunun nispeten daha az oldugu hiicre igcine dogrudur.

Hiicre icinde adenozin arttiginda ise akim tersine doner (9).

Adenozinin Reseptorleri Adenozin etkilerinin ¢cogunu kendine 0zgii reseptorleri
araciligiyla gerceklestirir. Al, A2 ve A3 isimli ii¢ farkli reseptorii vardir. A2
reseptorlerinin  A2A ve A2B olmak {iizere iki alt tipi tanmimlanmistir. Adenozin
reseptorlerinin timii 7 transmembran segmenti olan G proteine kenetli reseptorlerdir
(52). Adenozin 25-250 nM gibi fizyolojik konsantrasyonlarda yiiksek afinite gosteren

alt reseptdr tiplerini aktive eder (9).

Adenozin reseptorlerinin dagilimi, 6zgiil farmakolojik agonist ve antagonistlere
sahip olmalar1 nedeniyle daha c¢cok Al ve A2A alt reseptdr tipleri acisindan
incelenmistir. Beyinde en yaygin bulunan adenozin reseptorii Al alt tipidir. Ozellikle
korteks, serebellum ve hipokampiiste yogun olarak bulunmaktadir. A2A alt tipi ise daha
cok striatum, niikleus akkiimbens, kaudat putamen ve bazal ganglionlarda
yogunlagsmistir (52,105). Adenozin Al ve A3 reseptorleri Gi proteini aracilifn ile
adenilat siklaz1 inhibe ederken, A2 reseptorleri Gs proteinleri araciligiyla adenilat

siklaz1 aktive eder (52).

ADA'nin major fizyolojik rolii lenfositlerin farklilagmasi ve cogalmasiyla
ilgilidir. ADA aktivitesi lenfositik hiicrelerde, eritrositlere oranla 10 kat daha fazla
bulunmaktadir. T lenfositlerde B lenfositlere gore daha yiiksek oranlarda bulunur ve
ayrica T hiicre farklilagmasi esnasinda 6zellikle immatiir ve farklilasma basamaklarinda
belirgin artis olur. Bunlara bagh olarak bircok arastirmaci ADA'nin hiicresel
immiinitenin bir belirteci oldugu hipotezini siirmiis ve buna bagh olarak farkl
hastaliklarda serum ADA seviyelerinin artisimt gostermislerdir. Artmis serum ADA
aktivitesi hiicresel immiinitenin uyarildigi bircok hastalikta gosterilmistir. Bu hastaliklar
tifo, enfeksiydz mononiikleoz, sarkoidoz, karaciger hastaliklari, akut 16semi, bruselloz,

akut pnomoni, romatoid artrit ve cesitli malignitelerdir (9,46,51).
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Adenozin, merkezi sinir sistemi icinde spontan noral iletimin durdurulmasini
norotransmitterlerin salinmasinin baskilanmasi ve sinaptik iletiminin durdurulmasi icin
gerekli cesitli elektrofizyolojik olaylar1 gergeklestirir (100). ADA diisikk molekiiler
agirlikh olarak, zara bagh tasiyici proteinler ile kompleks olusturur. immun sistemde
hiicrede bulunan ©nemli bir enzimdir ve genetik hasarlar ile immun yetersizlik
hastaliklarinda ©6nemli rolii vardir. Davranis olarak adenozin rahatlatici, uyusturucu,
gevsetici ve agri kesicidir (45). Adenozin sinaptozomdan transmitter salinimini
baskilayabilir ¢iinkii presinaptik adenozin reseptorleri direkt olarak cesitli
norotransmitterlerin salintmin1 ve bununla ilgili sinaptik iletimi durdurabilir. Bu ve
diger kanitlar gosterir ki merkezi sinir sistemin de adenozin bir néromodulator olarak ig

goriir (48).

Etanol ise beyinde adenozinin uptake sistemini bloke eder (29,30). Nagy ve
Diomand calismalarinda gostermektedir ki adenozin hem Kkiiltiire alinmis hiicrelerde
hem de hayvan modellerinde etanoliin akut ve kronik etkilerinin bir mediatoriidiir.
Etanoliin bu adenozine bagl etkileri ekstaseliiler adenozin seviyelerinde etanol kaynakli
bir artisa sebep olmaktadir. Etanol kaynakli ekstraseliiler adenozin artis1 adenozin A2
reseptorlerinin aktivasyonuna, bu da hiicre i¢ci cAMP seviyesinin artmasina ve heterolog
reseptor duyarsizlagsmasina sebep olmaktadir (41,91,92). Kanbak ve arkadaslar kronik
etanol ile muamele edilen ratlarin sinaptozomal fraksiyonlarinda yaptiklar1 ¢alismada
kronik etanoliin adenozin deaminaz aktivitesini ylikselttigini gostermislerdir. Bunun
sebebinin de, SAMe/SAH oranindaki etanol kaynakli diisiis sonucu SAH’in serbest
adenozin ve homosisteine ayrilmasinin ADA aktivitesini yiikseltiyor olabilecegi

yorumunda bulunmuglardir (53,70).
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3. GEREC VE YONTEM

Deneysel ¢alisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali Calisma ve Arastirma Laboratuari’nda yapildi. Deney hayvanlari,
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi Cerrahi Arastirma Merkezi tarafindan saglandi.

Calisma i¢in gerekli olan etik kurul raporu alindu.

3.1. GEREC

3.1.1. Deney Hayvanlar: ve Sinaptozomun Elde Edilme Protokolii

Sinaptozomal fraksiyon eldesi i¢cin Whittaker ve arkadaslarinin uyguladigi
yontem tarafimizdan modifiye edilerek kullamildi (130). 21 adet, 200-250 gram
agirhikta, saglikli, Spraque Dawley cinsi erkek albino ratlar dekapite edilip
oldiiriildiikten sonra frontal korteksleri (6n beyin) alindi. Biiyiik hemisferler sinir
sisteminin diger elemanlarindan ayrildi, iistlerinde kalan kan parcaciklarim1 gidermek
icin fizyolojik salin soliisyonunda (PSS) yikandi. On beyinlerin her biri dort parcaya
boliiniip tartildi. 14 grup olusturuldu her bir grup alt1 adet 6n beyin pargasi iceriyordu
(n=6).

Gruplan olusturan 6n beyin parcalar1 hizlica buz soguklugunda Hepes (10
mmol/L)+Siikroz (0,32 mmol/L) soliisyonuna konuldu ve ayni ortamda homojenize
edildi. Homojenat 3000xg’de 10 dakika santrifiij edilip, supernatant kism1 alindi. Bu
kistm 15000xg’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra supernatant kismi atildi. Geride
kalan sinaptozomca zengin pellet kismi1 2ml’lik yapay serebrospinal sivi (aCSF; 116mM
NaCl, 5,4mM KClI, 0,9mM MgCl,, 0,9mM NaH,PO,, 25mM NaHCO3, 1,8mM CaCl,
ve 10mM Glukoz, pH 7,2) i¢inde resiispanse edildi (Sekil 3.1).

Sinaptozomlar deney gruplarinin igerigine gore etanol (50, 100, 200mM),
aspirin (100pg/ml) ve betain (0,5, ImM) varliginda 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 siyalik asit (SA), nitrik oksit (NO) ve adenozin deaminaz (ADA)

diizeyleri belirlendi.
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Sekil 3.1:
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Sinaptozomun elde edilmesinde santrifiij sonrast olusan Hepes-Siikroz gradienti

Sinaptozomal fraksiyonlarda etanol (50, 100, 200mM etanol), aspirin (100pug/ml) ve

betain (0,5, ImM) inkiibasyonunun deney gruplarina gore dagilimi. Her bir grupta 6

ornek (n=6) vardir. Olusturulan deney gruplan asagidaki gibidir;

. grup:
. grup:
. grup:
grup:
. grup:
grup:
. grup:
. grup:
. grup:

T B N T N T N

10. grup:
11. grup:
12. grup:
13. grup:

14.grup:

Kontrol grubu,

50mM etanol,

100mM etanol,

200mM etanol,

100pug/ml aspirin,

100pg/ml aspirin+50mM etanol,

100pg/ml aspirin+100mM etanol,

100pg/ml aspirin+200mM etanol,

100pg/ml aspirin+50mM etanol+0,5mM betain,
100pg/ml aspirin+100mM etanol+0,5mM betain,
100pg/ml aspirin+200mM etanol+0,5mM betain,
100pg/ml aspirin+50mM etanol+1mM betain,
100pg/ml aspirin+100mM etanol+1mM betain,
100pg/ml aspirin+200mM etanol+1mM betain.

44



3.1.2. istatistiksel Analiz

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyoistatistik Anabilim Dali
tarafindan yapildi. Tez calismamizda 14 grup kendi aralarinda 4 farkh istatistiksel iist
gruba ayrild1 ve her iist grup kendi icinde SA, NO ve ADA diizeyleri bakimindan
istatistiksel olarak karsilagtirildi.

Ust gruplar;

A) Kontrol, 50mM etanol, 100mM etanol, 200mM etanol gruplar

B) Kontrol, 5S0mM etanol, 100pug/ml aspirin, 100pug/ml aspirin+50mM etanol,
100pg/ml  aspirin+50mM Etanol+0,5mM betain, 100pug/ml aspirin+50mM
Etanol+1mM betain.

C) Kontrol, 100mM etanol, 100ug/ml aspirin, 100pg/ml aspirin+100mM etanol,
100pg/ml aspirin+100mM Etanol+0,5mM betain, 100ug/ml aspirin+100mM
Etanol+1mM betain.

D) Kontrol, 200mM etanol, 100ug/ml aspirin, 100pg/ml aspirin+200mM etanol,
100pg/ml aspirin+200mM Etanol+0,5mM betain, 100ug/ml aspirin+200mM

Etanol+1mM betain.

Verilerin istatistiksel analizi i¢cin SPSS 10,0 windows programi kullanildi.
Sonuglar + standart sapma olarak verildi. Normal dagilima uygunluk gdsteren verilere
tek yonlii varyans analizi Tukey testi uygulandi. Normal dagilima uygunluk

gostermeyen verilere ise Kruskal-Wallis testi uygulandi.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Sinaptozomda Total Siyalik Asit Diizeylerinin Belirlenmesi

Sinaptozomlarda TSA o6l¢iimii resorsinoliin siyalik asitle olusturdugu rengin 580
nm’de Olciilmesi prensibine dayanan Katopodis ve arkadaslariin (72,73) tanimladigi

yonteme gore Olgiildii.

TSA degerlerinin 6l¢iimii i¢in 20ul sinaptozomal homojenat ve 980 ul distile su
kapakli tiiplere konuldu, 1ml resorsinol reaktifi eklendi (10 ml %2 stok resorsinol suda,
0,75 ml su, 0,25 ml 0,IM CuSO4 ve final hacim 100 ml HCI ile konsantre edildi).
Tiipler kapatilip, vortekslenip, 100°C’lik su banyosuna koyuldu (15 dk). Daha sonra 10
dakika buzda sogutulup, 2 ml Biitilasetat/n-Butanol (85/15 v/v) reaksiyon karigimina
eklendi. Tiipler vortekslenip, 10 dakikada 2500 rpm’de santrifiij edildi ve supernatantin

absorbansi 580 nm’de spektrofotometrede olciildii.

Standart olarak N-asetil neuraminik asidin (tip VIII; sigma katalog no: A9646)
12,5, 25, 50, 100mg/ml konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri hazirlanarak, standart grafigi

elde edildi. Siyalik Asit degerleri mg siyalik asit/gr 1slak agirlik cinsinden hesaplandi.

3.2.2. Sinaptozomda Nitrik Oksit Diizeylerinin Belirlenmesi

Nitrik oksit ¢cok kuvvetli bir molekiil oldugu i¢in direkt dl¢timii ¢ok giictiir. Bu
nedenle biyolojik sivilarda NO’in stabil oksidasyon {iriinleri olan nitrat (NO™) ve nitrit
(NO™) diizeyleri in vivo ve in vitro NO markin olarak kullanilmaktadir. Calismamizda
rat beyin sinaptozomlarindaki nitrit miktar1 Cortas ve arkadasinin yOntemine gore
belirlendi (4,33).

Kullanilan ¢ozeltiler;

Kadmiyum graniillerinin aktive edilmesi: Kadmiyum graniilleri 2,5-3g

agirhiginda tartildi. H,SOy igerisinde tutulan kadmiyum graniilleri distile su icerisinde ti¢
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defa yikandi. CuSOy’ta iki dakika bekletilen graniiller daha sonra glisin-NaOH tamponu
ile ii¢ defa yikand1 ve 10 dakika igerisinde kullanildu.
Glisin-NaOH tamponu: 15g glisin distile suda ¢oziildii. 2mol/L NaOH ile pH 9,7’ye
tamamlandi.

Renklendirici:1g siilfanilamid, 0.1g N-1-naftiletilendiamin.

Homojenat: Sinaptozomal fraksiyonlar.

Yontem: Deproteinizasyon islemi icin 0,5 ml sinaptozomal homojenata, 2 ml
NaOH, 2,5 ml ZnSOy; ilave edilip 10 dakika beklenildi. 3500xg’de 10 dakika santrifiij
edildi ve supernatant alindi. Bakir kapli kadmiyum graniilleri iizerine 1ml glisin
tamponu eklendi. Uzerine 1ml deproteinize siipernatant eklendi. Uzerine 2 ml deiyonize
su ilave edildi. Oda 1s1sinda 90 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda reaksiyon
karigimindan 2 ml alinip {izerine 2,5 ml deiyonize su ve 2 ml renklendirici ilave edildi.

Oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildikten sonra 545 nm’de koére kars1 okundu.

Stok standart olarak Immol/L lik stok NaNO, c¢o6zeltisi hazirlandi. Bu
cozeltiden, distile su ile seyreltme yoluyla 10 umol/L ile 100 pmol/L arasinda bir seri

diliisyonla standart grafigi cizildi. NO degerleri nmol/mg protein olarak hesaplandi.

3.2.3. Sinaptozomda Adenozin Deaminaz Diizeylerinin Belirlenmesi

ADA aktivitesi, adenosinin ADA tarafindan inozine doniisimii sirasinda 265
nm’de gozlenen absorbans degisiminin ol¢iilmesine dayali, Kaplanin uyguladigi metoda

gore belirlenmistir (71).

Substrat olarak Adenozin soliisyonu hazirlamak i¢in 1,4mM Adenozin ile 0,05M

fosfat tamponu ( pH:7,4) karistirildi. Ayrica 0,05M Fosfat tamponu (pH 7,4) hazirlandi.

Yontem: 1,4mM Adenozinden 0,1 ml ve 0,05M fosfat tamponundan (pH: 7,4)
2,88 ml almip karigtirldi. Uzerine 0,02 ml sinaptozomal homojenat eklendikten hemen

sonra 265 nm dalgaboyundaki absorbans degisimi izlenmeye baslandi. Absorbansta ilk
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3 dakika i¢inde meydana gelen diisiis miktar1 kaydedildi. Hesaplamada formiil olarak
AAs¢s/min kullanilds;

Unite/mg = A Axs/min

8.1 x enzim (mg) / reaksiyon karisiminin total hacmi (ml)

Adenozin Deaminaz degerleri mU/mg protein olarak hesaplandi.

3.2.4. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Siikroz (Sigma)
Hepez (Sigma)
NaCl (Merck)
CaCl, (Merck)
KCl (Merck)
Na,HPO, (Merck)
NaH,PO, (Merck)
MgSOy4 (Merck)
Glukoz (Sigma)
Adenozin (Sigma)
CuSOy4 (Merck)
Na-K Tartarat (Sigma)
NaOH (Merck)
Butilasetat (Sigma)
Butanol (Sigma)
ZnSO,4 (Merck)
Kadmiyum Graniilleri (Fluka)

H,SOq4 (Merck)
Glisin (Merck)
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Siilfanilamid (Merck)

N- Naftiletilen diamin NED (Merck)
HCI (Sigma)
Distile su

3.2.5. Kullanilan Aygit ve Gerecler

Spektrofotometre (Shimadzu UV-1238)
Sogutmali santrifiij (Jouan MR 22)

pH metre (Hana-HI-932)

Su banyosu (Biichi HB-140)
Vorteks (Niive NM 110)
Derin dondurucu (Jouan VX350 series)
Hassas terazi (Sartorius BP 121S)
Homojenizator (Janke & Kunkel, Ultra-Turrax T25)
Plastik ve cam tiipler

Buzdolab1

Otomatik pipetler

Cam pipetler

Enjektorler

Operasyon takimi
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4. BULGULAR

A) Kontrol, 5S0mM etanol, 100mM etanol ve 200mM etanol gruplar1 arasindaki

istatistiksel karsilastirma

Siyalik Asit bulgular:

100mM etanol grubu (9,36+0,52 mg/gr 1slak agirlik) ile 200mM etanol grubunun
(9,73£0,53 mg/gr 1slak agirlik) SA diizeyleri, kontrol grubuna (7,114+0,32 mg/gr 1slak
agirlik) gore anlamh sekilde yiiksek bulundu (p<0,01). 50mM etanol grubu (8,78+0,27
mg/gr 1slak agirlik) kontrol grubuna gore yiiksek olmasina ragmen anlamli bir fark
belirlenemedi (p>0,05). 50mM etanol grubu, 100mM etanol grubu ve 200mM etanol
gruplan arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0,05).

Tablo 4.1. Kontrol, 50mM etanol, 100mM etanol ve 200mM etanol gruplarinin SA degerleri (ortalama +

standart hata).
Gruplar Kontrol 50mM Etanol 100mM Etanol 200mM Etanol
Ort+SH 7,11+0,32 8,78+0,27 9,36+0,52" 9,73+0,53"
12 1

= a b

= 10 | . T

= I t

L] T

= &

] T

. L

s 6

=

—

= 4

=

wh

=1

= 2

|:| 1 1 1
kontrol S0mka Etanol 100mka Etanol 200m M Etanol

Sekil 4.1. Kontrol, 50mM etanol, 100mM etanol ve 200mM etanol gruplarinin Siyalik Asit degerlerinin
kargilastirilmas1 (mg siyalik asit/gr 1slak agirlik).

a : 100mM etanol grubunun, kontrol grubuna gore farki p<0,01
b: 200mM etanol grubunun, kontrol grubuna gore farki p<0,01
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Nitrik Oksit bulgular:

200mM etanol grubunun NO diizeyleri (2,7540,25 nmol/mg protein) kontrol grubu
(4,21£0,47 nmol/mg protein), S0mM etanol grubu (4,10£1,33 nmol/mg protein) ve
100mM etanol grubuna (4,00+0,25 nmol/mg protein) goére anlamh sekilde diisiik
bulundu (p<0,01). Diger gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05).

Tablo 4.2. Kontrol, 5S0mM etanol, 100mM etanol ve 200mM etanol gruplarinin NO degerleri (ortalama +

standart hata).
Gruplar Kontrol 50mM Etanol 100mM Etanol 200mM Etanol
Ort+SH 4,21+0,47 4,11+1,33 4,00+0,25 2,75+0,25%>¢
]

hmol/mg protein
oA

Eortrol S0md Etatod 100 Etarol 200mb Et anol

Sekil 4.2. Kontrol, 50mM etanol, 100mM etanol ve 200mM etanol gruplarinin NO degerlerinin
karsilastirilmasi (nmol/mg protein).

a : 200mM etanol grubunun, kontrol grubuna gore farki p<0,01

b: 200mM etanol grubunun, S0mM etanol grubuna gore farki p<0,01
c: 200mM etanol grubunun, 100mM etanol grubuna gore farki p<0,01
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Adenozin Deaminaz bulgulari

200mM etanol grubunun (9,38+0,67 mU/mg protein) ADA diizeyleri kontrol grubu
(11,68+£0,41 mU/mg protein) ve 5S0mM etanol grubuna (11,21+0,74 mU/mg protein)
gore anlamli sekilde diisiiktii (p<0,05). 100mM etanol grubunun (10,00+0,52 mU/mg
protein) ADA diizeyi, 200mM etanol grubuna (9,38+0,67 mU/mg protein) gore anlamli
degildi (p>0,05).

Tablo 4.3. Kontrol, 50mM etanol, 100mM etanol ve 200mM etanol gruplarimin ADA degerleri

(ortalama =+ standart hata).

Gruplar Kontrol 50mM Etanol 100mM Etanol 200mM Etanol

Ort+SH 11,68+0,41 11,21+0,74 10,00+0,52 9,38+0,67*°

I

—_
o]
T

FH
H

=
HH

mU/mg protein
Is o un}
HH 4

]
T

K ortral S0mkA Etanol 100mkA Etanol 200mMk Etanal

Sekil 4.3. Kontrol, 50mM etanol, 100mM etanol ve 200mM etanol gruplarinin NO degerlerinin
karsilastirilmast (mU/mg protein).

a : 200mM etanol grubunun kontrol grubuna gore farki p<0,05
b : 200mM etanol grubunun 50mM etanol grubuna gore farki p<0,05
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B) Kontrol grubu, 50mM etanol, 100pg/ml aspirin, 100pug/ml aspirin+50mM
etanol, 100ug/ml aspirin+50mM etanol+0,5mM betain, 100ug/ml aspirin+50mM

etanol+1mM betain gruplan arasindaki istatistiksel karsilastirma

Siyalik Asit bulgular:

50mM etanol grubu (8,78+0,26 mg/gr 1slak agirlik), 100ug/ml aspirin+50mM etanol
grubu (12,31+0,87 mg/gr 1slak agirlik) ve 100ug/ml aspirin+50mM etanol+1mM betain
grublarmin (10,50,87 mg/gr 1slak agirlik) SA diizeyleri kontrol grubuna (7,11+0,32
mg/gr 1slak agirhik) gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,05). 100ug/ml
aspirin+50mM etanol+0,5mM betain grubunun (8,25+0,39 mg/gr 1slak agirlik) SA
diizeyleri 100pg/ml aspirin+50mM etanol grubuna (12,31+0,87 mg/gr 1slak agirlik)
gore diisiik bulundu (p<0,05). 100pg/ml aspirin grubu (8,56£0,69 mg/gr 1slak agirlik)
ile diger gruplar arasinda anlamli fark yoktu (p>0,05).

Tablo 4.4. Kontrol grubu, 5S0mM etanol, 100pg/ml aspirin, 100ug/ml aspirin+50mM etanol, 100ug/ml
aspirin+50mM etanol+0,5mM betain, 100ug/ml aspirin+50mM etanol+1mM betain gruplarinin SA

degerleri (ortalama + standart hata).

Gruplar Kontrol 50mM EtOH | 100pgAspirin | 100pgAspirin 100pgAspirin 100pg Aspirin
+ + +
50mM EtOH 50mM EtOH 50mM EtOH
+ +
0,5mMBetain 1mM Betain
Ort+SH | 7,11+0,32 | 8,78+0,26" | 8,56+0,69 | 12,31+0,87°° | 8,25+0,39 | 10,5+0,87°
14 b,c
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Sekil 4.4 Kontrol grubu, 50mM etanol, 100pug/ml aspirin, 100pg/ml aspirin+50mM etanol, 100ug/ml
aspirin+50mM etanol+0,5mM betain, 100ug/ml aspirin+50mM etanol+1mM betain gruplarimin SA
degerlerinin kargilastirilmasi (mg siyalik asit/gr 1slak agirlik).

a : 50mM etanol grubunun, kontrol grubuna gore farki p<0,05

b : Aspirin+50mM etanol grubunun, kontrol grubuna gore farki p<0,05

¢ : Aspirin+50mM etanol grubunun, aspirin+50mM etanol+0,5mM betain grubuna gore farki p<0,05
d : Aspirin+50mM etanol+1mM betainli grubun, kontrol grubuna gére farki p<0,05

NOT: EtOH=Etanol, Asp= Aspirin 100pg/ml, Bet= Betain, mM= Milimolar
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Nitrik Oksit bulgular:

100pg/ml aspirin+50mM etanol+1mM betain grubu (5,21£0,61 nmol/mg protein) ve
100pg/ml aspirin+50mM etanol+0,5mM betain grubunda olusan NO diizeyleri
(4,86+£0,47 nmol/mg protein) 100pug/ml aspirin+50mM etanol grubuna (3,46+0,63
nmol/mg protein) goére anlamli sekilde yiiksek bulundu (sirasiyla p<0,01, p<0,05).
100pg/ml aspirin+50mM etanol+1mM betain grubunda olusan NO diizeyleri (5,21+0,61
nmol/mg protein), 100ug/ml aspirin grubuna (3,63+0,87 nmol/mg protein) gére anlaml

sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). Diger gruplar arasinda fark yoktu (p>0,05).

Tablo 4.5. Kontrol grubu, 50mM etanol, 100ug/ml aspirin, 100pg/ml aspirin+50mM etanol, 100ug/ml
aspirin+50mM etanol+0,5mM betain, 100pg/ml aspirin+50mM etanol+1mM betain gruplarinin NO

degerleri (ortalama + standart hata).

Gruplar Kontrol 50mM 100pg Aspirin | 100pgAspirin 100pg Aspirin | 100pg Aspirin
EtOH + + +
50mM EtOH S0mMEtOH 50mMEtOH
+ +
0,SmM Betain | 1mM Betain
Ort+=SH | 4,21+0,47 | 4,1+1,33 | 3,63+0,87 | 3,46+0,63 | 4,86+0,47" | 521+0,61°°
7 -
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Sekil 4.5. Kontrol grubu, 50mM etanol, 100pg/ml aspirin,

100pg/ml aspirin+50mM etanol, 100ug/ml

aspirin+50mM etanol+0,5mM betain, 100pg/ml aspirin+50mM etanol+1mM betain gruplarinin NO
degerlerinin karsilastirilmasi (nmol/mg protein).

a: Aspirin+50mM etanol+0,5mM betain grubunun aspirin+50mM etanol grubuna gore farki p<0,05
b: Aspirin+50mM etanol+1mM betain grubunun aspirin+50mM etanol grubuna gore farki p<0,01
c: Aspirin+50mM etanol+1mM betain grubunun aspirin grubuna gore farki p<0,05
NOT: EtOH=Etanol, Asp= Aspirin 100pug/ml, Bet= Betain, mM= Milimolar
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Adenozin Deaminaz bulgulari

100pg/ml  aspirin+50mM etanol grubu (19,90+£1,36 mU/mg protein), 100ug/ml
aspirin+50mM etanol+0,5mM betain grubu (26,85+0,56 mU/mg protein) ve 100ug/ml
aspirin+50mM etanol+1mM betain grubunun (19,80+1,90 mU/mg protein) ADA
diizeyleri kontrol grubuna (11,68+0,41 mU/mg protein) gore anlamh sekilde yiiksek
bulundu (swrasiyla p<0,05 ile p<0,05 ve p<0,001 ). 100ug/ml aspirin+50mM etanol
grubu (19,90+1,36 mU/mg protein), 100ug/ml aspirin+50mM etanol+0,5mM betain
grubu, (26,85+0,56 mU/mg protein) ve 100ug/ml aspirin+50mM etanol+1mM betain
grubunun (19,80+£1,90 mU/mg protein) ADA diizeyleri 50mM etanol grubuna
(11,21£0,74 mU/mg protein) gore anlamli sekilde yiliksek bulundu (sirasiyla p<0,01 ile

p<0,01 ve p<0,001). Diger gruplar arasinda istatistiksel bir fark yoktu (p>0,05).

Tablo 4.6. Kontrol grubu, 50mM etanol, 100pg/ml aspirin, 100ug/ml aspirin+50mM etanol, 100ug/ml
aspirin+50mM etanol+0,5mM betain, 100pg/ml aspirin+50mM etanol+1mM betain gruplarinin ADA

degerleri (ortalama + standart hata).

Gruplar Kontrol 50mM EtOH | 100pg Aspirin | 100ug Aspirin 100pg Aspirin 100pg Aspirin
+ + +
50mM EtOH 50mM EtOH 50mM EtOH
+ +
0,SmM Betain 1mM Betain
Ort+SH | 11,68+0,41 | 11,2120,74 | 17,96%1,95 | 19,90+1,36"" | 19,80+1,90¢ | 26,85+0,56°"
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Sekil 4.6. Kontrol grubu, 50mM etanol, 100pg/ml aspirin, 100pug/ml aspirin+50mM etanol, 100u g/ml
aspirin+50mM etanol+0,5mM betain, 100pg/ml aspirin+50mM etanol+1mM betain gruplarinin ADA
degerlerinin karsilastirilmasi (mU/mg protein).

a : Aspirin grubu+50mM etanol grubunun, kontrol grubuna gore farki p<0,05

b: Aspirin grubu+50mM etanol grubunun, 50mM etanol grubuna gore farki p<0,01

¢ : Aspirin+50mM etanol+0,5mM betain grubunun, kontrol grubuna gore farki p<0,05

d: Aspirin+50mM etanol+0,5mM betain grubunun, 50mM etanol grubuna gore farki p<0,01
e: Aspirin+50mM etanol+1mM betain grubunun, kontrol grubuna gére farki p<0,001

f: Aspirin+50mM etanol+1mM betain grubunun, 50mM etanol grubuna gére farki p<0,001

NOT: EtOH=Etanol, Asp= Aspirin 100pug/ml, Bet= Betain, mM= Milimolar
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C) Kontrol grubu, 100mM etanol, 100pg/ml aspirin, 100pg/ml aspirin+100mM
etanol, 100ug/ml aspirin+100mM etanol+0,5mM betain, 100ug/ml aspirin+100mM

etanol+1mM betain gruplan arasindaki istatistiksel karsilastirma

Siyalik Asit bulgulari

100pg/ml aspirin+100mM etanol grubunun SA diizeyleri (11,36+0,77 mg/gr 1slak
agirlik), kontrol grubuna (7,11+0,32 mg/gr 1slak agirlik) gore anlamli bir sekilde
yiiksekti (p<0,05). Diger gruplar arasinda fark yoktu (p>0,05).

Tablo 4.7. Kontrol grubu, 100mM etanol, 100pg/ml aspirin, 100ug/ml aspirin+100mM etanol, 100pg/ml
aspirin+100mM etanol+0,5mM betain, 100ug/ml aspirin+100mM etanol+1mM betain gruplari arasindaki

SA degerleri (ortalama + standart hata).

Gruplar Kontrol 100mM 100pgAspirin | 100ug Aspirin 100pgAspirin | 100pug Aspirin
EtOH + + +
100mM EtOH | 100mM EtOH | 100mMEtOH
+ +
0,SmM Betain | 1mM Betain
Ort+SH | 7,11£0,32 | 9,36+0,52 | 8,56+0,69 | 11,36+0,77" | 7,81+£0,32 | 9,41+0,85
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Sekil 4.7. Kontrol grubu, 100mM etanol, 100pg/ml aspirin, 100pg/ml aspirin+100mM etanol, 100ug/ml
aspirin+100mM etanol+0,5mM betain, 100ug/ml aspirin+100mM etanol+1mM betain gruplari arasindaki
SA degerlerinin karsilastirilmasi (mg siyalik asit/gr 1slak agirlik)

a : Aspirin+100mM etanol grubunun, kontrol grubuna gore farki p<0,05

NOT: EtOH=Etanol, Asp= Aspirin 100ug/ml, Bet= Betain, mnM= Milimolar
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Nitrik Oksit bulgular

100pg/ml aspirin+100mM etanol+1mM betain grubunun (5,16£0,59 nmol/mg protein)

NO diizeyi 100ug/ml aspirin grubuna (3,63%0,87 nmol/mg protein) gore anlaml sekilde

yiiksekti (p<0,05). Diger gruplar arasinda fark yoktu (p>0,05).

Tablo 4.8. Kontrol grubu, 100mM etanol, 100ug/ml aspirin, 100pug/ml aspirin+100mM etanol, 100pg/ml

aspirin+100mM etanol+0,5mM betain, 100pg/ml aspirin+100mM etanol+1mM betain gruplar1 arasindaki

NO degerleri (ortalama + standart hata).

Gruplar Kontrol 100mM 100pgAspirin | 100pg Aspirin | 100pgAspirin | 100pg Aspirin
EtOH + + +
100mM 100mM 100mM EtOH
EtOH EtOH +
+ 1mM Betain
0,5mM Betain
Ort+SH | 4,21£0,47 | 4,00+0,25 | 3,63+£0,87 | 4,08+0,14 | 3,93+0,30 | 5,16+0,59°
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Sekil 4.8. Kontrol grubu, 100mM etanol, 100pg/ml aspirin, 100ug/ml aspirin+100mM etanol, 100pg/ml
aspirin+100mM etanol+0,5mM betain, 100pg/ml aspirin+100mM etanol+1mM betain gruplar1 arasindaki
NO degerlerinin karsilastirilmas: (nmol/mg protein)

a: Aspirin+100mM etanol+1mM betain grubunun aspirin grubuna gore farki p<0,05
NOT: EtOH=Etanol, Asp= Aspirin 100pug/ml, Bet= Betain, mM= Milimolar

59




Adenozin Deaminaz bulgulari

100pg/ml  aspirin+100mM etanol grubunun (21,70£0,81 mU/mg protein) ADA
diizeyleri kontrol grubu (11,68+0,41 mU/mg protein) ve 100mM etanol grubuna
(10,00+0,52 mU/mg protein) gore anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,01). 100pg/ml
aspirin+100mM etanol+0,5mM betain grubunun (20,21+1,73 mU/mg protein) ADA
diizeyleri, kontrol grubuna (11,68+0,41 mU/mg protein) ve 100mM etanol grubuna
(10,00+0,52 mU/mg protein) gore anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). 100pg/ml
aspirin+100mM etanol+ 1mM betain grubunun (24,38+2,48 mU/mg protein) ADA
diizeyleri, kontrol grubu (11,68+0,41 mU/mg protein) ve 100mM etanol grubuna
(10,00£0,52 mU/mg protein) gore anlaml sekilde yiiksek bulundu (p<0,001). Diger
gruplar arasinda istatistiksel bir fark yoktu (p>0,05).

Tablo 4.9. Kontrol grubu, 100mM etanol, 100pg/ml aspirin, 100ug/ml aspirin+100mM etanol, 100pg/ml
aspirin+100mM etanol+0,5mM betain, 100ug/ml aspirin+100mM etanol+1mM betain gruplari arasindaki

ADA degerleri (ortalama + standart hata).

Gruplar Kontrol 100mM 100pg Aspirin | 100pug Aspirin 100pg Aspirin 100pg Aspirin
EtOH + + +
100mMEtOH 100mM EtOH 100mM EtOH
+ +
0,5mM Betain 1mM Betain
Ort+SH | 11,68+0,41 | 10,00+0,52 | 17,96£1,95 | 21,70+0,81*" | 20,21+1,73%¢ | 24,38+2,48°"
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Sekil 4.9. Kontrol grubu, 100mM etanol, 100pg/ml aspirin, 100pg/ml aspirin+100mM etanol, 100p g/ml
aspirin+100mM etanol+0,5mM betain, 100ug/ml aspirin+100mM etanol+1mM betain gruplar: arasindaki
ADA degerlerinin karsilastirilmasi (mU/mg protein).

a : Aspirin+100mM etanol grubunun, kontrol grubuna gore farki p<0,01

b: Aspirin+100mM etanol grubunun, 100mM etanol grubuna gére farki p<0,01

c: Aspirin+100mM etanol+0,5mM betain grubunun, kontrol grubuna gore farki p<0,05

d: Aspirin+100mM etanol+0,5mM betain grubunun, 100mM etanol grubuna goére farki p<0,05
e: Aspirin+100mM etanol+1mM betain grubunun, kontrol grubuna gore farki p<0,001

f: Aspirin+100mM etanol+1mM betain grubunun, 100mM etanol grubuna gore farki p<0,001

NOT: EtOH=Etanol, Asp= Aspirin 100pug/ml, Bet= Betain, mM= Milimolar
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D) Kontrol grubu, 200mM etanol, 100ug/ml aspirin, 100pg/ml aspirin+200mM
etanol, 100ug/ml aspirin+200mM etanol+0,5mM betain, 100ug/ml aspirin+200mM

etanol+1mM betain gruplan arasindaki istatistiksel karsilastirma

Siyalik Asit bulgular:

200mM etanol grubu (9,73+0,53 mg/gr 1slak agirlik), 100pg/ml aspirin+200mM etanol
grubu (12,81+0,78 mg/gr 1slak agirlik ) ve 100pug/ml aspirin+200mM etanol+1mM
betain grubunun (9,6£0,71 mg/gr 1slak agirlhk) SA diizeyleri kontrol grubuna
(7,11£0,32 mg/gr 1slak agirlik) gore anlaml sekilde yiliksek bulundu (sirasiyla p<0,05
ile p<0,01 ve p<0,05). 100ug/ml aspirin grubu+200mM etanol grubunun (12,81+0,78
mg/gr 1slak agirlik) SA diizeyleri aspirin grubuna (8,56+0,69 mg/gr 1slak agirlik) gore
anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). 100pg/ml aspirin+200mM etanol grubunun
(12,81+£0,78 mg/gr 1slak agirlik) SA diizeyleri 100pg/ml aspirin+200mM etanol+0,5mM
betain grubuna (8,31+0,87 mg/gr 1slak agirlik) gére anlaml sekilde yiiksek bulundu
(p<0,05). Diger gruplar arasinda istatistiksel bir fark yoktu (p>0,05).

Tablo 4.10. Kontrol grubu, 200mM etanol, 100pg/ml aspirin, 100ug/ml aspirin+200mM etanol,

100pg/ml aspirin+200mM etanol+0,5mM betain, 100pg/ml aspirin+200mM etanol+1mM betain

gruplarinin SA degerleri, (ortalama =+ standart hata).

Gruplar Kontrol 200mM 100pgAspirin | 100pg Aspirin 100pgAspirin | 100pgAspirin

EtOH + + +

200mM EtOH 200mMEtOH | 200mMEtOH
+ +
0,SmMBetain | ImMBetain
Ort+SH | 7,11+0,32 | 9,73+0,53" | 8,56+0,69 | 12,81+0,78"“% | 8,31+0,87 | 9,6+0,71°
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Sekil 4.10. Kontrol grubu, 200mM etanol, 100pg/ml aspirin, 100pg/ml aspirin+200mM etanol, 100pg/ml
aspirin+200mM etanol+0,5mM betain, 100ug/ml aspirin+200mM etanol+1mM betain gruplarinin SA
degerlerinin kargilastirilmasi (mg siyalik asit/gr 1slak agirlik).

: 200mM etanol grubunun, kontrol grubuna gore farki p<0,05

: Aspirin+200mM etanol grubunun, kontrol grubuna gore fark: p<0,01

: Aspirin+200mM etanol grubunun, aspirin grubuna gore farki p<0,05

: Aspirin+200mM etanol grubunun, aspirin+200mM etanol+0,5mM betain grubuna gore farki p<0,05
: Aspirin+200mM etanol+1mM betain grubunun, kontrol grubuna gore farki p<0,05

o o060 oe

NOT: EtOH=Etanol, Asp= Aspirin 100ug/ml, Bet= Betain, mnM= Milimolar
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Nitrik Oksit bulgular:

200mM etanol grubunun (2,75+0,25 nmol/mg protein) NO diizeyi kontrol grubuna
(4,21£0,47 nmol/mg protein) gore anlamh sekilde diisiik bulundu (p<0,01). 100pg/ml
aspirin+200mM etanol+1mM betain grubunda (5,03+0,83 nmol/mg protein) olusan NO

diizeyleri 200mM etanol grubuna (2,75+0,25 nmol/mg protein), 100ug/ml

aspirin+200mM etanol grubuna (3,23+0,18 nmol/mg protein), 100ug/ml aspirin
grubuna (3,63+0,87 nmol/mg protein) ve 100pug/ml aspirin+200mM etanol+0,5mM
betain grubuna (3,55+1,11 nmol/mg protein) gore anlamhi sekilde yiiksek bulundu
(srasiyla p<0,001, p<0,01, p<0,05 ve p<0,05). Diger gruplar arasinda fark yoktu

(p>0,05).
Tablo 4.11. Kontrol grubu, 200mM etanol, 100pg/ml aspirin, 100ug/ml aspirin+200mM etanol,
100pg/ml aspirin+200mM  etanol+0,5mM betain, 100ug/ml aspirin+200mM etanol+1mM betain

gruplarinin NO degerleri (ortalama + standart hata).

Gruplar Kontrol 200mM 100pg 100pgAspirin | 100pg Aspirin 100pg Aspirin
EtOH Aspirin + + +
200mMEtOH | 200mM EtOH 200mM EtOH
+ +
0,SmM Betain 1mM Betain
Ort+SH | 4,21£0,47 | 2,7540,25" | 3,63+0,8 | 3,23+0,18 | 3,55+1,11 5,03+0,83"%¢
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Sekil 4.11. Kontrol grubu, 200mM etanol, 100pg/ml aspirin, 100pg/ml aspirin+200mM etanol, 100pg/ml
aspirin+200mM etanol+0,5mM betain, 100ug/ml aspirin+200mM etanol+1mM betain gruplarinin NO
degerlerinin karsilastirilmasi (nmol/mg protein).

a: 200mM etanol grubunun, kontrol grubuna gére farki p<0,01

b: Aspirin+200mM etanol+1mM betain grubunun 200mM etanol grubuna goére fark: p<0,001

c: Aspirin+100mM etanol+1mM betain grubunun aspirin grubuna gore farki p<0,05

d: Aspirin+100mM etanol+1mM betain grubunun aspirin+200mM etanol grubuna gore fark: p<0,01

e: Aspirin+100mM etanol+1mM betain grubunun aspirin+200mM etanol+0,5mM betain grubuna goére
farki p<0,05

NOT: EtOH=Etanol, Asp= Aspirin 100pug/ml, Bet= Betain, mM= Milimolar
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Adenozin Deaminaz bulgulari

100pg/ml aspirin grubu (17,96+1,95 mU/mg protein), 100ug/ml aspirin+200mM etanol
grubu (23,28+1,57 mU/mg protein), 100ug/ml aspirin+200mM etanol+0,5mM betain
grubu (16,86+£0,87 mU/mg protein) ve 100ug/ml aspirin+200mM etanol+1mM betain
grubunun (29,48+1,46 mU/mg protein) ADA diizeyleri kontrol grubuna (11,68+0,41
p<0,01,
p<0,05, p<0,001). 100ug/ml aspirin grubu (17,96+1,95 mU/mg protein), 100ug/ml

mU/mg protein) gore anlamli sekilde yiiksek bulundu (sirastyla p<0,05,

aspirin+200mM etanol grubu (23,28+1,57 mU/mg protein), 100ug/ml aspirin+200mM
etanol+0,5mM betain grubu (16,86+0,87 mU/mg protein) ve 100ug/ml aspirin+200mM
etanol+1mM betain grubunun (29,48+1,46 mU/mg protein) ADA diizeyleri 200mM
etanol grubuna (9,38+0,66 mU/mg protein) gore anlamli sekilde yiiksekti (sirasiyla
p<0.01, p<0.001, p<0.01 ve p<0.001). 100ug/ml aspirin+200mM etanol+1mM betain
grubunun (29,48+1,46 mU/mg protein) ADA diizeyleri 100pg/ml aspirin+200mM
etanol grubu (23,28+1,57 mU/mg protein), 100ug/ml aspirin grubu (17,96£1,95 mU/mg
protein) ve 100ug/ml aspirin+200mM etanol+0,5mM betain grubuna (16,86%0,87
mU/mg protein) gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti (sirasiyla p<0,05,
p<0,01, p<0,01). Diger gruplar arasinda istatistiksel bir fark yoktu (p>0,05).

Tablo 4.12. Kontrol grubu, 200mM etanol, 100ug/ml aspirin, 100pug/ml aspirin+200mM etanol,

100pg/ml aspirin+200mM etanol+0,5mM betain, 100pg/ml aspirin+200mM etanol+1mM betain

gruplarinin ADA degerleri (ortalama + standart hata).

Kontrol 200mM EtOH | 100pg Aspirin 100pg Aspirin 100pg Aspirin 100pug Aspirin
+ + +
200mM EtOH 200mM EtOH 200mM EtOH
+ +
0,5mM Betain 1mM Betain
11,68+0,41 |9,38+0,66 | 17,96+1,95"" |23,28+1,57%" | 16,86+0,87%" | 29,48+1,465"%™
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Sekil 4.12. Kontrol grubu, 200mM etanol, 100ug/ml aspirin, 100pg/ml aspirin+200mM etanol, 100pg/ml
aspirin+200mM etanol+0,5mM betain, 100pug/ml aspirin+200mM etanol+1mM betain gruplarinin ADA
degerlerinin karsilastirilmas: (mU/mg protein)

a : Aspirin grubunun, kontrol grubuna gore farki p<0,05

b: Aspirin grubunun, 200mM etanol grubuna gore farki p<0,01

c: Aspirin+200mM etanol grubunun, , kontrol grubuna gore fark: p<0,01

d: Aspirin+200mM etanol grubunun, 200mM etanol grubuna gore farki p<0,01

e: Aspirin+200mM etanol+0,5mM betain grubunun, kontrol grubuna gore farki p<0,05

f: Aspirin+200mM etanol+0,5mM betain grubunun, 200mM etanol grubuna gore farki p<0,01

g: Aspirin+200mM etanol+1mM betain grubunun, kontrol grubuna gore farki p<0,001

h: Aspirin+200mM etanol+1mM betain grubunun, 200mM etanol grubuna gore farki p<0,001

k: Aspirin+200mM etanol+1mM betain grubunun, aspirin grubuna gore farki p<0,01

1 : Aspirin+200mM etanol+1mM betain grubunun, aspirin+200mM etanol grubuna gore farki p<0,05
m:Aspirin+200mM etanol+1mM betain grubunun, aspirin+200mM etanol+0,5mM betain grubuna gore
farki p<0,01

NOT: EtOH=Etanol, Asp= Aspirin 100pg/ml, Bet= Betain, mnM= Milimolar
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5. TARTISMA

Etanol biyolojik zarlarin yapisim bozar, akiskanliklarimi artinir ve zara
gomiilmiis olan proteinlerin fonksiyonlarini etkiler (18,50,86,87). Lipid zarlan ¢ozerek
zarlara gomiilmiis reseptdor ve iyon kanallarmin fonksiyonlarimi degistirir (43,57).
Etanoliin bunlara ek olarak beyindeki sinaptik yapilar tizerine de etkileri bulunmaktadir.
Sinaptik zarlarin lipid yap1 ve kompozisyonunu degistirir, sinaptik vezikiillerin
sayilarin1 azaltirken intramembrandz parcaciklarin sayisimi artirir. Plazma zar1 ve
mitokondriyal transmembran potansiyellerini inhibe eder (43,101). Etanol
sinaptozomlardaki iyon degisiminde de onemli role sahiptir (86). Beyin sinaptozomal
fraksiyonlarinda oksidatif yol iizerinde peroksizomlarda bulunan katalazin etanolii
metabolize ettigi (37,97,126), non-oksidatif yol {izerinde yag asidi etil esterlerinin rol
aldigi bilinmektedir (13,23,38,80). Bunun yanisira etanoliin zar tizerine direkt etkisi de

bulunmaktadir (43,68).

Zimatkin ve arkadaslari, etanoliin rat beyin dokusunda ortaya cikardig: etkileri
arastirdiklar1 calismalarda, merkezi sinir sisteminde dejeneratif ve inflamatuvar
stireglerle iligkili oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, alinan etanol miktarina bagl olarak
zar akigkanligmm artirdigim ve zara bagh proteinlerin fonksiyonlarini degistirdigini
gostermislerdir (120,121,122). Droiette ve arkadaslari, rat sinaptozomlart ve eritrosit
zan lizerine yaptiklar1 ¢alismada, etanoliin lipid zarlan ¢6zdiigii ve bu sayede zarlara
gomiilmiis reseptor ve iyon kanallarimin fonksiyonlarini degistirdigini belirmislerdir
(43). Haris ve Hood, rat ve fare beyinlerinden izole ettikleri sinaptozomlarda, etanoliin
kalsiyum uptake sistemi iizerine olan etkisini arastirdiklarni calismada, beyin zar
yiikiinde ve norolojik fonksiyonlarin degismesinde etkili oldugunu gostermislerdir (63).
Wallner ve arkadaslari, akut olarak 30, 100, 300mM etanol uyguladiklar rat serebral
GABA, calismasinda toksik etanol dozunu >50mM etanol, lethal dozu ise >100mM
olarak belirtmislerdir (123). Wu ve arkadaslari, agir alkol intoksikasyonu geciren
hastalarda kan alkol diizeylerinin 520 ile 1127mg/dl arasinda oldugunu belirtmislerdir
(135). Calismamizda uyguladigimiz 50, 100 ve 200mM etanol dozlar sirasiyla yaklasik
228mg/dl, 457mg/dl, 914mg/dl degerlerine karsilik gelmektedir. Sinaptozomal
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fraksiyon iizerine in vitro kosullarda uyguladigimiz akut etanoliin farkli dozlardaki
etkisini gorebilmek icin kaynaklar1 gbz oOniine alarak 50, 100 ve 200mM olarak tez

calismamizda uyguladik.

Aspirinin eritrosit ve trombosit zar {izerindeki etkisini inceleyen calismalar,
aspirinin zar akiciligmm ve lipid diizenini bozdugunu bunun yanisira lipid protein
matriksi ve zar protein konformasyonunda diizensizliklere neden oldugunu gostermistir
(54,99,128). Bu etkide, aspirinin igerdigi diiz benzen halkas1 sebebiyle lipofilitesinin
hidrofilitesinden daha fazla olmasinin rol oynadig1 diistiniilmektedir. Aspirinin uzun
stire kullaniminin gastrik mukoza hasarima sebep oldugu (94), aspirinle beraber alkol
almminin alkol dehidrogenaz aktivitesini artirdigr bildirilmistir (93). Terres ve
arkadagslari, in vitro olarak yaptiklar1 trombolizis deneyinde aspirin konsantrasyonunu
10 ve 200ug/ml olarak kullanmiglardir (114). Zailaie, melanosit deri hiicre kiiltiirleri
iizerine aspirinin uzun ve kisa donemlerde proliferasyon ve lipid peroksidasyona
etkisini inceledigi ¢alismasinda, in vitro doz olarak 75 ve 300pg/ml aspirin kullanmistir
(119). Wollersen ve arkadaslari, aspirin alarak intihar eden bir kiginin iizerinde yapmis
olduklar1 calismada beyinde 25Img/L salisilat konsantrasyonunun lethal oldugunu
belirtmislerdir (133). Bu 251ug/ml degerine karsilik gelmektedir. Park ve arkadaslari,
aspirinin saglikli insanlarin kanlarinda CYP2EI aktivitesi iizerindeki etkilerini
inceledikleri ¢alismada, aspirinin normal teropatik aralik i¢indeki yiiksek doz degerini
3g/dl olarak belirtmislerdir (96). Bu 30.000ug/ml degerine karsilik gelmektedir. Aspirin

dozunu, literatiirlere dayanarak 100ug/ml olarak uyguladik.

Betain transmetilasyon reaksiyonlar1 ig¢in metil (tek karbon) dondriidiir.
Homosisteinin metiyonine doniisiimii, metiyonin diizeyinin korunmasi, homosisteinini
detoksifiye etmek ve S-adenozilmethiyonini (SAM) iiretmek icin gereklidir. Betainin
trans-siilfiirasyon yolu ile rediikte glutatyon oranimi artirarak etanol kaynakli hasari
azalti@1 bildirilmistir (53,70). Beumer ve arkadaslari, yemekler ve yiyeceklerin
bozulmasim saglayan, tuzluluk oranlarina hassas Listeria monocytogenes hiicrelerini
kullanarak, beyin ve kalp hiicrelerinin hiicre kiiltiir ortaminda yagaminin devami i¢in

gerekli olan besi ortamin1 bulmak ve minimal medyum elde edebilme ¢alismasinda, in
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vitro betain dozunu 1mM olarak uygulamiglardir (14). Barak ve arkadaslari, etanolle
beslenen ratlarin hepotositlerinde yiikselen S-adenozil-homosistein seviyesinin betainle
diisiiriilmesi tizerine yaptiklarnn calismada, betainin in vitro dozunu 1mM olarak
kullanmiglardir (11). Calismamizda bu kaynaklar goz oniinde tutularak, betainin farkli

dozlardaki etkisini gérebilmek amaciyla 0,5 ve 1mM olarak uygulandik.

Siyalik asit (SA), ndraminik asitten N-asetilizasyon yoluyla tiireyen bir bilesik
olup, canlida biyolojik fonksiyonlarda 6nemli bir role sahiptir. SA glikoprotein ve
glikolipidlerin ~ oligosakkarid  zincirlerinin  indirgenmemis ucundaki terminal
karbonhidrat kalintisidir. insan dokularinda en 6nemli olan formu ise N- asetilnéraminik
asit (NANA)’dir. SA’ler hiicre zarlarinda 6nemli gorevleri olan glikoprotein ve
glikolipidlerin oligosakkarit zincirlerinin son bolgelerindeki karbonhidrat zincirleridir.
N-terminal pozisyonu iizerinde SA iceren bu oligosakkarit zincirler hiicre ylizeyinde
bulunur. Boylelikle gliko bilesiklerinin konfigiirasyonunda ve hiicre yiizeyinde nemli
rolleri vardir. Bunlar; hiicre-hiicre haberlesmesinde, kendine ait olan ve olmayanin
ayriminda tamima gorevinde, zar proteolizinden kacinmak ve hormonlar tarafindan
reseptor aktivasyonunun saglanmasi i¢in gerekli arabulucu rolii iistlenmek gibi rollerdir

(117).

Calismamizda rat beyin sinaptozomal fraksiyonlari, farkli dozlarda etanolle
(50,100,200mM) inkiibe edildikten sonra SA diizeyleri olciildii (Sekil 4.1), 100mM ve
200mM etanol gruplarinin SA diizeyleri, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksekti (p<0,01). Kanbak ve arkadaslarinin, etanolle beslenen ratlar
izerinde, eritrosit zar yapisindaki toksisite (69), Sillanaukee ve arkadaslarinin da sosyal
iciciler ve alkolikler iizerinde yaptig1 ¢alismalarda (109), ¢alismamizdaki buldugumuz
sonuca paralel olarak, etanoliin siyalik asit diizeylerini kontrol grubuna oranla anlaml
derecede yiikselttigi bulunmustur. Ponnio ve arkadaslan da alkoliklerin serumlarinda
siyalik asit diizeylerini anlamli derecede yiiksek bulmuslardir (102). Bulgularimiz da
etanoliin doza bagimli olarak siyalik asit seviyesini yiikselttigi yondedir. Rat
karacigerinde yapilan ¢aligmalarda, etanol alinimiyla SA artisinin sitozol ve plazma

zarlarindaki siyalidaz aktivitelerinin artmasina ve etanoliin indiiklemesiyle golgi ve
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sinaptozomlardaki siyaliltransferazlarin aktivitesinin azalmasina baglanmistir. Siyalidaz
enzimi glikoprotein, glikolipid, gangliosid ve polisakkaritlerin karbohidrat zinciri
ucunda bulunan siyalik asitlerin, glikozid bag: hidrolizini gerceklestirir ve siyalik asit
metabolizmasinda onemli bir yere sahiptir. Siyaliltransferaz ve glikoziltransferazlar
golgi aparatinda glikolipid ve glikoproteinlerin karbonhidrat gruplarn iizerinde bulunan
indirgenmemis terminal pozisyonlara siyalik asit transferini katalize ederler (58,84).
Calismamizda etanol SA seviyelerini dogrudan veya dolayli olarak -etkileyebilir.
Dogrudan etkide etanol, zar akiciligini artirarak zara gomiilii protein yapilarinin
diizenini ve kompozisyonunun bozulmasina yol agmaktadir. Bu da zardan SA kaybini
indiikleyebilir. Dolayl etkide ise etanoliin non-oksidatif metabolitleri olan yag asidi etil
esterlerinin ve oksidatif metaboliti olan asetaldehitin zar iizerindeki toksik etkileri SA
kaybina sebep olabilir. Asetaldehitin karaciger plazma zarinda protein adductlar
olusturdugu (12), yag asidi etil esterlerinin ise eritrosit zan (116), ile pankreatik

lizozomal zarlarda yap1 bozulmasina sebep oldugu daha dnce rapor edilmistir (60).

Calismamizda akut olarak farkli dozlarda etanolle (50,100,200mM) beraber
aspirin (100pug/ml) kullanimi ve betainin (0,5, 1mM) olas1 koruyucu roliiniin SA
diizeylerine olan etkisi incelendiginde (Sekil 4.4, 4.7, 4.10), 50 ve 200mM akut etanol
uygulanan gruplarin SA seviyeleri istatistiksel olarak kontrol grubuna goére anlamli
sekilde yiiksekti (p<0,05). 100mM etanol uygulanan grubun SA diizeyi kontrol grubuna
gore yiliksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamh degildi (p>0,05).
Sinaptozomal fraksiyonlara tek dozu toksik olmayan aspirinin (100pug/ml) uygulanmasi,
SA seviyelerini hafif ve istatistiksel acidan anlamli olmayacak sekilde yiikseltti
(p>0,05). Calismamizda cesitli dozlarda etanolle (50,100,200mM) aspirinin (100ug/ml)
beraber uygulanmasinin sinaptozomal SA seviyelerini 50 ve 100mM etanol uygulanan
gruplarda anlamh diizeyde yiikselttigi (p<0,05), en anlaml artigin ise 200mM etanol
uygulanan grupta oldugu gozlendi (p<0,01). Bu yiikselme etanol (50,100,200mM) ve
aspirinin (100pug/ml) tek baslarina uygulanmasiyla olusan etkilerden daha fazlaydi.
Etanoliin cesitli dozlarmin (50,100,200mM) yaninda aspirin (100pug/ml) ve betainin
0,5mM dozunun birlikte uygulanmas: ile olusturulan gruplarda, SA diizeyleri kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak fark igermiyordu (p>0,05). Fakat 50 ile 200mM
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etanoliin yaninda aspirin (100pug/ml) ve 0,5mM betainin beraber uygulandig1 gruplar, 50
ve 200mM etanolle beraber aspirinin (100pg/ml) uygulanmasiyla ortaya c¢ikan SA
diizeylerine gore anlamlh sekilde diisiiktii (p<0,05). 100mM etanolle beraber aspirin
(100pg/ml) kullanim1 ve yaninda 0,5mM betain uygulanan grubun SA diizeyi, 100mM
etanolle beraber aspirinin (100pug/ml) verilmesiyle ortaya ¢ikan SA diizeylerine gore
diisiitk olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0,05). 50 ve 200mM etanoliin
yaninda aspirin (100pg/ml) ve betain 1mM olarak uygulandig1 gruplar, SA seviyelerini
kontrol grubuna gére anlamli sekilde artird1 (p<0,05). 100mM etanoliin yaninda aspirin
(100ug/ml) ve betain ImM olarak uygulandigir grubun SA diizeyi ise kontrol grubuna

gore yliksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05).

SA pek cok zar glikoproteini ve glikolipidinin bilesenlerinden birisidir. Ozellikle
beyinde yogun olarak bulunan siyaloglikolipidler (gangliosid) biiyiime, farklilagma,
rejenerasyon gibi biyolojik fonksiyonlar diizenleyen yapilardir (27). Akut etanol
toksikasyonunun zar ganliosid oranim azalttifi ve zardan siyalik asit bilesenlerinin
kopmasina sebep oldugu bilinmektedir. Sillanauke ve arkadaglar1 kronik alkol
tiketiminde serum, plazma, tiikriikk salgis1 ve karaciger dokularinda siyalik asit
derecelerinin artigim1 belirtmislerdir (109). Aspirinin ve aspirinle beraber etanol
uygulamasinin, siyalik asit diizeylerine olan etkisi {izerine literatiirlerde herhangi bir
calisma raslayamadik. Eritrosit ve trombosit zarimin lipid diizenini aspirinin bozdugunu
bildiren caligmalar yapilmistir (54,99,128). Rat beyinlerinde betainle ayni islevli S-
adenozil-L-metiyonin uzun ve kisa donem etkileri incelendiginde, uzun donem
uygulanmasinin zar lipid peroksidasyonunu azalttifina dair ¢alismalar De La Cruz ve
arkadaslan tarafindan yapilmistir (36). Kanbak ve arkadaslar1 da betainin aym sekilde
etanol kaynakli hasar1 azalttifin1 rat beyin sinaptozomlarinda yaptiklart calismada
gostermislerdir (70). Karaciger dokusunda da etanoliin yaptigi doku hasar1 betainin
azaltigina dair calismalar Barak ve arkadaglarnn tarafindan yapilmistir (10,11).
Sonuglarimiz etanoliin doza bagli olarak beyin sinaptozomlarinda zar hasarinin bir
gostergesi olan SA seviyelerini 50 ve 200mM etanol gruplarinda artirdigin
gostermektedir. 100mM etanol uygulanan grupta da aym etkiyi bekliyorduk fakat

kontrol grubuna gore SA diizeyleri yiiksek olmasina ragmen istatistiksel bir fark
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goriilmedi. SA artisinin nedeni etanoliin non-oksidatif metabolitleri olan yag asidi etil
esterlerinin ve oksidatif metaboliti olan asetaldehitin zar iizerindeki toksik etkileri
olabilir Onceki calismalar etanol toksisitesinin siyalidaz aktivitesini artirdigin1 bunlarin
sonucu da SA miktarinin yiikseldigi yorumunu yapmislardir (58,84). Etanolden dogan
intoksikasyonun diger sebebinin de etanoliin direkt olarak sinaptozomal fraksiyonlara
uygulanmasiyla zar yapisi iizerindeki bozucu etkisi oldugunu diisiinmekteyiz. Boylece
zara bagh siyalik asitler serbest hale gelmektedir. Aspirinin tek basina sinaptozomal
fraksiyonlara uygulanmasiyla neden oldugu ilimhi artisin, molekiil yapisinda igerdigi
diiz benzen halkas1 sebebiyle oldugunu sdyleyebiliriz. Bu yapinin lipofilitesi yiiksek
oldugundan zar akiciligini ve lipid diizenini bozdugunu diisiiniiyoruz (54,99,128). Farkli
dozlarda uyguladigimiz etanolle (50,100,200mM) beraber aspirinin (100ug/ml) birlikte
inkiibe edilesiyle olusturulan gruplar (Sekil 4.4, 4.7, 4.10), etanoliin zar iizerindeki
toksik etkisi ve aspirinin zar akicilifini bozucu etkisinin beraber bir sonucu olarak, akut
olarak farkli doz etanol (50,100,200mM) uygulanan gruplardaki toksik etkiden daha
yiiksekti. Farkli dozlarda etanolle (50,100,200mM) aspirinin (100ug/ml) beraber
kullaniminin yaninda 0,5mM betain destegi, etanol ve aspirinin neden oldugu toksik
etkiyi 50 ve 200mM uygulanan gruplarda kontrol grubuna yaklastirarak anlamli bir
sekilde diigiirmiistii. 100mM etanol uygulanan grupta ise bir diisme goriilse de anlami
degildi. Burada betainin zar koruyucu 6zelligi olarak S-adenozilmetiyonin seviyelerini
yiikseltmesiyle etanoliin toksik sonuglarini tamamen geriye ¢evirdigini diistiniiyoruz. S-
adenozilmetiyoninin zar akiciligimi normallestirdigi ve zar protein igerigindeki
degisimleri engelledigi daha o©nce rapor edilmistir (53). Farkli dozlarda etanolle
(50,100,200mM) beraber aspirin (100pg/ml) kullaniminin yaninda ImM betain destegi,
etanoliin tim dozlariyla beraber aspirinin (100pg/ml) uygulamasinin neden oldugu
toksik etkiyi istatistiksel olarak anlamsiz bir sekilde diisiirmiis olsa da 50 ve 200mM
etanolle beraber aspirin (100pg/ml) kullaniminin yaninda 1mM betain uygulandigi
gruplar, kontrol grubuna gore anlamhi derece yiiksek oldugundan betainin koruyucu
ozelligi burada goriillmemistir. 100mM etanolle beraber aspirin (100ug/ml) kullaniminin
yaninda 1mM betain uygulandigi grup ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark yoktu. Fakat burada da 1mM betainin koruyucu roliinden bahsedemeyiz.
Betainin dozunun artmasina bagli olarak zarin yapisim koruyucu etkisinin artig

gosterecegini  diigiiniirken, 1mM betainin uygulandigi gruplardaki siyalik asit
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calismasinda, yalmizca etanol verilen gruplar kadar kontrolden yiiksek olmalar
anlagilamistir. Betainin doza bagh etkisi iizerine daha ayrintili ¢aligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Nitrik oksit kiigiik reaktif ve lipofilik bir molekiildiir. Beyinde nitrik oksit bir
norotransmiter olarak fonksiyon gormektedir. Nitrik oksitin diger ndrotransmiterlerin
salinmmi, Ogrenme, hafiza, gen ekspresyonu ve noronal dejenerasyonda rol aldigi
saptanmistir. Glutamat NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptorii aktivitesi, nitrik oksitin
iretildigi temel yoldur. NMDA reseptorii glutamat bagimli bir iyono tropik reseptordiir.
Bu reseptorlerin aktivasyonu iyon kanallarini acarak hiicre icine sodyum ve kalsiyum,
hiicre disina ise potasyum akisina neden olmaktadir. NMDA reseptorii kaynakli
kalsiyum akig1 sinaptik isleyis, 6grenme ve hafiza fonksiyonlariyla iliskili hiicresel
mekanizmalarda Onemli rol oynamaktadir. Dolayisiyla etanol kaynakli NMDA
reseptorii ve buna bagli NOS inhibisyonu akut etanol toksikasyonunda goriilen
davranigsal ve biligsel bozukluklarla iliskilidir (28). NMDA reseptorleri etanoliin
beyindeki ana hedefleri arasindadir. Etanoliin beyindeki nitrik oksit yolunu etkiledigi ve
bunu da NMDA reseptorlerine olan etkisi yoluyla gerceklestirdigine dair kanitlar
mevcuttur. Farmakolojik olarak belirgin dozlarda akut etanol NMDA bagimli nitrik

oksit sentaz aktivitesini inhibe ederek nitrik oksit sentezini azaltir (35,106).

Calismamizda etanoliin farkli dozlarda (50,100,200mM) sinaptozomal
fraksiyonlara uygulandiginda (Sekil 4.2), 200mM etanol grubunun NO seviyesi, kontrol
grubu, SOmM ve 100mM etanol grubuna gore anlamli sekilde diisiikti (p<0,01).
Czapski ve arkadaslari, rat hipokampal parcalari iizerinde etanoliin nitrik oksit sentaz
aktivitesini inhibe ettigini bildirdigi ¢alismada da bu buldugumuz sonuca paralel olarak,
akut etanol alimi beyinde nitrik oksit seviyesini azaltirken, kronik etanol alim
artirmistir (35). Bunun sebebini, NMDA reseptorii bagimli NOS aktivitesinin akut
etanol alimi ile azalirken kronik etanol aliminda artmasi olarak yorumlamislardir.
Naassila ve arkadaslar1 kronik alkolik ratlarin beyninin farkli bolgelerinde nitrik oksit
diizeylerinin farkli oldugunu rapor etmislerdir (90). Boyadjieva ve arkadaslarida

hipotalamik hiicrelerin primer kiiltiirlerinden salinan B-endorfinin alkol uygulamasiyla
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NO miktarina bagli olarak nasil degistigini arastirdiklarn c¢alismada, akut etanol
uygulamalarinin nitrit miktarimi diisiirdiigiinii belirtmislerdir (20). Calismamizda akut
olarak yiiksek dozda uygulanan etanol (200mM) beyin sinaptozomlarinda NO
seviyesini azaltmistir. Bu durumun etanoliin NMDA reseptorleri iizerindeki inhibe edici

etkisi nedeniyle ortaya ¢iktigini diisiinmekteyiz.

Farkli dozlarda etanolle (50, 100, 200mM) beraber aspirin (100pg/ml) kullanimi
ve betainin (0,5, 1mM) olast koruyucu roliiniin NO diizeyleri iizerindeki etkisi
karsilagtirlldiginda (Sekil 4.5, 4.8, 4.11), sinaptozomlar iizerine akut olarak cesitli
dozlarda inkiibe edilen etanoliin, 50 ve 100mM etanoliin uygulandig1 gruplarda NO
seviyeleri kontrol grubuna gore diisiik olsa da istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0,05),
en anlamli azalmanin 200mM etanol uygulamasindan sonra ortaya c¢iktigi gozlendi
(p<0,01). Calismamizda 100ug/ml aspirin uygulamast ve 100ug/ml aspirin ile beraber
etanoliin farkli dozlariin (50, 100, 200mM) rat sinaptozomlarina uygulanmasi, NO
seviyeleri kontrol grubuna gore hafif ve istatiksel acidan anlamli olmayan bir sekilde
diisiirdii (p>0,05). Etanoliin ¢esitli dozlariyla (50, 100, 200mM) beraber 100ug/ml
aspirin ve 0,5mM betain birlikte uygulamasi NO degerlerini kontrol grubuna
yaklagtirmisg, ayrica 1mM betainin birlikte uygulamasi ise NO degerini kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamsiz ve ilimlhi bir sekilde yiikselmesine neden olmustur
(p>0,05). Bunun yanisira 50mM etanolle beraber 100ug/ml aspirinin yaninda 0,5mM
betain uygulamasi, NO diizeylerini S0mM etanolle beraber aspirin uygulanan gruba
gore anlamli derecede yiikseltti (p<0,05). Etanoliin tiim dozlariyla beraber aspirinin
(100pg/ml) yaninda 1mM betainin uygulanmasinin NO seviyelerini, aspirin (100ug/ml)
uygulanan gruba gore anlamh derecede yiikseltti (p<0,05). Etanolliin 50 ve 200mM
dozlarinin yaninda aspirinin (100pug/ml) ve 1mM betainin beraber uygulanmasi,
aspirinin yaninda 50 ve 200mM etanol uygulanan gruplardaki NO diizeylerine gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0,01). Ayrica 200mM etanol ile
aspirinin (100pg/ml) ve 1mM betainin beraber uygulandigi grup, 200mM etanol
grubuna ve 200mM etanol ile aspirinin yaninda 0,5mM betainin uygulandig1 gruba gore

NO diizeyleri anlaml derecede yiiksekti (sirasiyla p<0,001, p<0,05).
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Czapski ve arkadaglari, rat beyin pargalar iizerinde etanoliin nitrik oksit sentaz
aktivitesini inhibe ettigini bildirmistir (35). Buldugumuz sonuca paralel olarak, bu
calismada da akut etanol alimi beyinde nitrik oksit seviyesini azaltmistir. Syapin de
beyin hiicrelerinde alkol tarafindan NO miktarinin degisimlerini inceledigi calismada,
kortikal noronlarda ve glia da NO miktarinin ve NMDA reseptor aktivitesinin akut
etanolle diistiigtinii bunun tersine kronik etanolle NO ve NMDA aktivitesinde yiikselme
meydana geldigini belirtmistir (113). Aspirinin iNOS aktivitesini inhibe ederek NO
sentezini azalttigr diisiiniilmektedir. Beyin mikroglial hiicrelerindeki iNOS bagimli NO
sentezini aspirin tarafindan disliriildiigiine dair calismalar bulunmaktadir (5,75).
Literatiirde beyinde etanol ve aspirinin beraber aliniminin NO iizerine etkisi ile ilgili
herhangi bir calismaya rastlayamadik. Sjakste ve arkadaslarinin ratlara lipopolisakkarid
uygulanmasiyla olusan nitrik oksidin elektron paramanyetik resonans metoduyla
Olciilmesi calismasinda betainin, etanoliin neden oldugu NO degerindeki diisiisii
yiikselttigine dair veriler mevcuttur (110). Calismamizda akut olarak yiiksek dozda
uygulanan etanol (200mM) beyin sinaptozomlarinda NO seviyesini anlamli sekilde
azaltmistir. 50 ve 100mM etanol uygulamasinin da kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamsiz bir diisiis gostermesi, doza bagl bir diisiisiin oldugunu gosterir. Buna
etanolin NMDA reseptorleri iizerindeki inhibe edici etkisinin sebep oldugunu
diisiinmekteyiz. Aspirinin de iNOS aktivitesini inhibe etmesiyle NO diizeylerini
diisiirdiigi soylenebilir. Ancak c¢alisma sonuglarimiza gore bu etkinin yiiksek dozdaki
etanoliin sebep oldugu NO seviyesi azalmasinin yaninda nispeten Onemsiz oldugu
sOylenebilir. Betain ise doza bagl olarak (0,5 ve 1mM), etanoliin farkli dozlar1 (50, 100,
200mM) ve aspirinle (100pug/ml) birlikte uygulanmasi NO seviyelerinde belirgin
artisina sebep oldugu ve aspirin ile etanoliin NO {izerindeki toksik etkisini 1mM betain
uygulamasinda tamamen ortadan kaldirdigim gormekteyiz. Burada iki muhtemel
mekanizma gecerli olabilir. Birincisi, etanoliin NMDA reseptorleri ve buna bagli NO
sentaz {izerindeki inhibisyonunun, zarin lipid yerlesimini bozarak zara gomiilii reseptor
proteinlerinin fonksiyonlarini etkilemesi, betainin ise zar koruyucu 6zelliginden dolay1
etanoliin sebep oldugu bu toksik sonuglar1 geriye cevirmesidir. Betainin zar koruyucu
ozelligi S-adenozilmetiyonin seviyelerini yiikseltmesiyle alakali olabilir. S-
adenozilmetiyoninin zar akiciligim ve lipid kompozisyonunu bozan ajanlara karsi

koruyucu etki gostererek zar akiciligim normallestirdigi ve zar protein igerigindeki
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degisimleri engelledigi daha 6nce rapor edilmistir (53). Ikinci muhtemel mekanizma ise
molekiil formiilii tri-metil glisin olan betainin beyinde bir nromodiilator olarak is géren
ve NMDA reseptorlerinin potansiyel bir agonisti olan glisini taklit ederek NMDA
reseptoriiniin ve buna bagli nitrik oksit sentazin aktivitelerin artirarak sinaptozomal
nitrik oksit seviyelerini yiikseltecek sekilde is gdrmesi olabilir (28). Etanol ile betainin
ve etanolle beraber aspirin uygulamasinin yaninda betain takviyesinin NO ile olan
iligkilerinin mekanizmasin1 ortaya c¢ikarmak i¢in daha ayrintilhi ¢aligmalara ihtiyag

vardir.

Adenozin deaminaz (ADA) biitin omurgalilarin dokularinda yaygin olarak
bulunan bir enzimdir. Bu enzim piirin metabolizmas1 i¢inde énemli bir yere sahiptir.
ADA, Adenozin ile 2-deoksiadenozin niikleotidlerini sirasiyla inozin ve deoksiinozine
doniistirmekle gorevlidir. Adenozin deaminaz zara bagh bir enzim olarak kabul
edilmektedir (21). Hiicre adenozini sentezlemek i¢in ¢esitli yollar kullanir. En 6nemli
adenozin kaynag hiicre icinde devamli kullanilan adenozin trifosfat (ATP) ve dongiisel
(siklik:c) adenozin monofosfat (AMP)’dir. Bu iki niikleotid hiicre i¢inde dnce AMP’a
yikilir ve olusan AMP hiicresel S-niikleotidaz enziminin katalizledigi biyokimyasal
reaksiyon ile adenozine g¢evrilir. Organizmada diger énemli bir adenozin kaynagi da
katekolaminlerin ve histaminin katabolizmasi sirasinda ortaya cikan ve adenozine
hidrolize edilebilen S-adenozil homosisteindir. Hiicre disinda iiretilen adenozinin de en

onemli kaynagi ATPdir (46,51).

Calismamizda sinaptozomal fraksiyonlar cesitli dozlarda etanole (50, 100,
200mM) maruz birakildiktan sonra ADA diizeyleri karsilastirildiginda (Sekil 4.3),
200mM etanol uygulanan grubun ADA seviyeleri, kontrol grubuna ve 50mM etanol
uygulanan gruba gore anlaml derecede diisiiktii (p<0,05). Bu diisiiste NO diizeyinde
oldugu gibi akut etanolin doza bagli olarak ADA seviyelerini diisiirdiigiinii
sOyleyebiliriz. Bovadjieva ve Sarkar tarafindan hipotalamik hiicrelerde etanol ve
adenozine bagl olarak intraperitonal cAMP ve B-endorfin salinimu iizerine yaptiklar
calismada, akut etanoliin adenozin miktarimi diisiirdiigiinii, hiicresel cAMP icerigini ve

B-endorfin salimmini artirdi@ini  belirtmistir, adenozin seviyelerinde olusan disiis
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adenozin deaminaz enziminin de diisiisine neden oldugu diisiiniilebilir (19).
Calismamizda buldugumuz sonucun tersine Nagy ve Diomand ¢aligmalarinda, kiiltiire
alimmis hiicrelerde hem de hayvan modellerinde etanoliin akut ve kronik etkilerinin
adenozini etkiledigini gostermislerdir. Etanoliin adenozine baglh etkileri ekstraseliiler
adenozin seviyelerinde etanol kaynakli bir artisa sebep olmaktadir (41,91,92). Buna
gore etanoliin ektraseliiler adenozin seviyelerinde olusturdugu yiikselmenin adenozin
deaminaz enziminin de yiikselmesine neden oldugu diisiiniilebilir. Fakat ¢calismamizdaki
muhtemel mekanizma akut etanolin NMDA reseptorii iizerindeki inhibe edici
etkisinden kaynaklaniyor olabilir. NMDA reseptorii aktivasyonuyla hiicre i¢i adenozin
seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon bulunmaktadir. Delaney ve arkadaslari rat
striatumlarinda yaptig1 calismaya gore NMDA reseptorii aktivatorleri olan N-Metil-D-
Aspartat ve kainik asit endojen adenozin seviyelerini artirirken NMDA antogonisti olan
dizocilpine adenozin seviyelerini diisiirmektedir (39). Bu sebeple akut etanol kaynakl
NMDA reseptorii inhibisyonunun ve buna bagli adenozin seviyesi diislisiinin ADA

aktivitesini de diistirdiigii sOylenebilir.

Calismamizda sinaptozomal fraksiyonlarin in vitro kosullarda cesitli dozlarda
akut etanolle (50, 100, 200mM) beraber aspirin (100ug/ml) kullanim1 ve betainin (0,5,
ImM) olas1 koruyucu roliiniin ADA diizeyleri iizerindeki etkisi karsilastirildiginda
(Sekil 4.6, 4.9, 4.12), etanoliin tiim dozlar1 ADA seviyelerini kontrol grubuna gore hafif
ve istatistiksel acidan anlamli olmayan bir sekilde diisiirdi (p>0,05). Aspirin
(100pg/ml) sinaptozomal fraksiyonlara uygulamasi ADA seviyelerini istatistiksel
acidan anlamli olmayan bir sekilde 50 ve 100mM etanoliin oldugu gruplarda artirdi
(p>0,05), (Sekil 4.6, 4.9). Fakat 200mM etanol uygulanan grupta aspirinin (100ug/ml)
tek basina uygulanmasi (Sekil 4.12) hem kontrol grubuna hem de 200mM akut etanol
dozuna kars1 olusan ADA seviyelerine gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti
(swrasiyla p<0,05, p<0,01). Aspirinle (100pug/ml) beraber 50mM etanol uygulanan
grupta olusan ADA seviyeleri, kontrol grubuna ve S0mM akut etanol uygulanan gruba
gore yiiksekti (sirasiyla p<0,05, p<0,01). Aspirinle beraber 100mM etanol uygulanan
grup, hem kontrol grubuna hem de 100mM akut etanol uygulanan gruba gore yiiksekti

(p<0,01). Aspirinle beraber 200mM etanol uygulanan grupta ise olusan ADA seviyeleri,
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kontrol grubuna ve 200mM etanol uygulanan gruba gore yiiksekti (p<0,01). Aspirinle
(100pg/ml) beraber 5S0mM etanol yaninda betainin 0,5mM’lik dozunun kullanilmasiyla
olusan ADA seviyeleri, hem kontrol hem de 50mM etanol grubuna gore istatistiksel
olarak yiiksekti (sirasiyla p<0,05, p<0,01). Aspirinle beraber 100mM etanol yaninda
betainin 0,5mM’lik dozunun kullanilmasiyla olusan ADA seviyeleri, kontrol ve 100mM
etanol grubuna gore yiiksekti (p<0,05). Aspirinle beraber 200mM etanol yaninda
betainin 0,5mM’lik dozunun kullanilmasiyla olusan ADA seviyeleri ise, kontrol ve
200mM etanol grubu gore yiiksekti (sirastyla p<0,05, p<0,01). Aspirinle (100pg/ml)
beraber S0mM etanol yaninda betainin ImM’lik dozunun kullanilmasiyla olusan ADA
seviyeleri, hem kontrol hem de 50mM etanol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksekti
(p<0,001). Aspirinle beraber 100mM etanol yaninda betainin 1mM’lik dozunun
kullanilmasiyla olusan ADA seviyeleri, kontrol ve 100mM etanol grubuna gore
istatistiksel olarak yiiksekti (p<0,001). Aspirinle beraber 200mM etanol yaninda
betainin 1mM’lik dozunun kullanilmasiyla olusan ADA seviyeleri, kontrol, 200mM
etanol, aspirin, aspirinle beraber 200mM etanol ve aspirinle beraber 200mM etanoliin
yaninda 0,5mM betain uygulanan gruplara gore istatistiksel olarak yiiksekti (sirasiyla

p<0,001, p<0,001, p<0,01, p<0,05, p<0,01).

Bovadjieva ve Sarkar, hipotalamik hiicrelerde akut etanoliin adenozin miktarini
diisiirdiiglinii belirtmistir (19). Delaney ve arkadaslari, rat striatumlarinda yaptiklar
caligmaya gore NMDA reseptOriiniin inhibe edilmesinin adenozin miktarini
diisiirdiigiinii belirtmislerdir (39). Girouard ve Savard; floresans anizotropi yontemiyle,
aspirinin lipozomal zarda, zar ylizey proteinlerinde ve reseptorlerinde diizensizliklere
neden oldugunu ve adenozin deaminazi artirdifin1 gostermislerdir (55). Bizim
buldugumuz sonuglarda aspirinin ADA seviyelerini artirdigi yoniindedir. Fakat Kopff
ve arkadaslari, kardiyovaskiiler sistemlerde bazi ilaclarin ADA aktivitesi iizerinde nasil
etkileri oldugunu arastirdiklar1 calismalarinda, in vitro ortamda aspirinin adenozin
deaminaz1 inhibe ettigini rapor etmislerdir (77). Ajdoo ve arkadaslari da, izotermal
titrasyon ve UV spektrometre kullanarak aspirin ve bazi ilaglarin ADA enzim
kinetigindeki ve termodinamigindeki degisimleri Ol¢tiigi calismalarinda, ADA

aktivitesinin aspirinle diistiigiinii bulmuslardir (2). Dolayisiyla aspirinin ADA aktivitesi
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tizerindeki degisiklikler konusunda daha ayrintili caligmalara ihtiyag vardir.
Calismamizda akut olarak uygulanan betainle, ADA arasinda olan etkilesim hakkinda
bir ¢alismaya litaratiirde rastlanmamistir. Kanbak ve arkadaslarinin kronik etanol ile
muamele edilen ratlarin sinaptozomal fraksiyonlarinda yaptigi calismada adenozin
deaminaz aktivitesini ylikselttigini bulmuslardir. Bununda SAMe/SAH oranin diismesi
sonucunda SAH’in serbest adenozin ve homosisteine ayrilmasinin ADA aktivitesini
yiikselttigi sonucuna varmiglardir (70). Betain takviyesi ise SAMe/SAH oranindaki bu
bozulmayi tersine cevirerek serbest adenozin seviyesini azaltmis ve adenozin deaminaz
aktivitesini diisiirmiistiir (53). Delaney ve arkadaslar1 rat striatumlarinda yaptig
caligmaya gore NMDA reseptorleri ile adenozin seviyeleri arasinda pozitif iliski
bulmuglardir (39). NMDA diizeyi artikga ADA seviyeside ayn1 sekilde yiikselir
goriislinii sunmuglardir. Caligmamizdaki muhtemel mekanizma sOyle olabilir; akut
etanol NMDA reseptorlerini inhibe ederek hiicre i¢i adenozin miktarim diisiirmekte ve
bu da ADA aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir. Betainin ise bu etkiyi tersine
cevirerek NMDA aktivasyonunu ve buna bagli adenozin seviyelerini yiikselterek ADA
aktivitesinin artmasina yardimci olmaktadir. Betainin bu 6zelligi S-adenozilmetiyonin
seviyelerini yiikseltmesine bu da zar akiciligin1 ve lipid kompozisyonunu bozan ajanlara
kars1 koruyucu etki gosterdigini gosterir (53). Diger bir yol ise betainin beyinde bir
noromodiilator olarak is goren ve NMDA reseptorlerinin potansiyel bir agonisti olan
glisini taklit ederek NMDA reseptoriiniin aktivitelerini artirmasidir. Bu yolla yiikselen
sinaptozomal adenozin diizeyleri ADA aktivitelerini de yiikseltebilir. Etanol ve betainin
ADA ile olan iligkilerinin mekanizmasini ortaya ¢ikarmak icin daha ayrintili calismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calisma bulgularimiz sonucunda farkli dozlarda uygulanan etanoliin doza
bagimli olarak rat beyin sinaptozomlan iizerinde norotoksik oldugunu gostermektedir.
Toksik ve yiiksek dozlarda uygulanan etanoliin SA parametresinde gosterildigi gibi
sinaptozomal zarlarda hasar yaratabilecegi ve yine yiiksek dozda uygulanan etanoliin
NO ve ADA parametresinin gosterdigi gibi fonksiyonel metabolik yollarda degisimlere

sebep oldugunu, buna bagh olarak zarda protein yapidaki reseptor ve enzimlerin
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yapilartyla fonksiyonlarini bozabilecegini isaret etmektedir. Aspirin (100pg/ml), rat
beyin sinaptozomlarinda SA ve NO seviyelerinde herhangi bir degisiklige neden
olmamistir. Etanol ile aspirin (100pug/ml) beraber uygulandigi zaman bu hasarin doza
bagh olarak SA ve NO parametrelerinde toksik etkiyi artirabilecegini gostermektedir.
Betain’in ise doza bagimli olarak aspirin ile etanoliin birlikte kullanimiyla artan

sitotoksiteyi azaltabilecegini diisiiniiyoruz.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismamizda Spraque-Dawley tiirii ratlarin beyinlerinden izole edilen

sinaptozomal fraksiyonlarda, cesitli dozlarda etanol (50, 100, 200mM), aspirin
(100pg/ml) ve betain (0,5, 1mM) ile inkiibe edilerek SA, NO ve ADA igeriklerini

oOlctiik.

1y

2)

3)

Sonug olarak,

Sinaptozomlar iizerine c¢esitli dozlarda etanol uygulanmasi siyalik asit
degerlerini doza bagimh olarak yiikseltirken nitrik oksit ve adenozin deaminaz
degerlerini doza bagli olarak diisiirdii. Siyalik asit degerindeki yiikselme
etanoliin zar biitiinligii ve fonksiyonu iizerindeki sitotoksik etkilerini
gostermektedir. Nitrik oksit ve adenozin deaminaz seviyelerindeki diisme ise
etanoliin beyindeki sinaptik iletim yollar {izerindeki inhibe edici etkisini igaret

etmektedir.

Sinaptozomlar {iizerine aspirin uygulanmasi siyalik asit ve nitrik oksit
degerlerinde istatistiksel olarak degisiklige sebep olmazken, adenozin deaminaz
diizeylerinde sadece yiiksek etanol dozunun uygulandigi istatistiksel
gruplandirmada anlamhi sekilde yiiksekti. Bu parametreler agisindan
bakildiginda aspirinin sinaptozomlar {izerindeki etkileri hakkinda herhangi bir
yorumda bulunmak pek olasi degildir. Bunun icin daha ayrintili ¢aligmalara

ihtiyag¢ vardir.

Sinaptozomlar iizerinde cesitli dozlarda etanol ve aspirinin birlikte uygulanmasi
siyalik asit ve adenozin deaminaz seviyelerini anlamli bir sekilde artirdi. Nitrik
oksit degerini de istatistiksel olarak belirgin olmayan bir sekilde diistirmiistii. Bu
veriler gostermektedir ki; siyalik asit ve nitrik oksit agisindan bakildiginda
aspirin agonistik etki gostererek alkoliin etkisini artirmakta, adenozin deaminaz

acisindan bakildiginda ise aspirin antogonistik bir etki yapmaktadir.
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4) Sinaptozomlar iizerinde cesitli dozlarda etanol ile verilen aspirine ek olarak
betainin uygulanmasi1 doza bagimli olarak siyalik asit degerlerini kontrol
grubuna yaklastiracak sekilde diigiirmiistii. Nitrik oksit ve adenozin deaminaz
degerlerini ise anlamli olarak yiikseltmisti. Bu veriler g6z Oniine alindiginda
etanoliin zar iizerindeki negatif etkisini ve etanolle verilen aspirinden dogan
hasan siyalik asit, nitrik oksit ve adenozin deaminaz deneysel caligmalarinda
uyguladigimiz betainin doza bagimli olarak azalttigi goriilmiistiir. Nitrik oksit ve
adenozin deaminaz c¢alismalarinda etanolle beraber aspirin ve betainin
uygulanmasi etanolden dogan negatif etkiyi tamamen yok etmistir. Fakat siyalik
asit deneysel c¢alismasinda uygulanan betainin 1mM’lik dozu toksiteyi artirici
yonde etki yaratmistir. Betain dozu ve etanolle etkilesimleri hakkinda daha

ayrintili calismalara ihtiyag¢ vardir.

Sonug¢ olarak caligma bulgularimiz etanoliin beyin sinaptozomlarinin,
siyalik asit parametresinin isaret ettigi gibi zar yapilarinda ve nitrik oksit ile
adenozin deaminaz parametrelerinin isaret ettigi gibi fonksiyonel metabolik
yollarda degisimlere sebep oldugunu gostermektedir. Etanoliin yaninda verilen
aspirin ve betain, etanol kaynakli bu degisimlere, doza ya da metabolik yolun
tiirline gore agonistik ya da antogonistik etki i¢inde bulunmaktadirlar. Onerimiz
etanol, aspirin ve betain arasindaki etkilesimler hakkinda bulgularimizin cesitli
dokularda, in vivo ve klinik caligmalarla desteklenerek, alkol tiiketimi—ilag
tilketimi arasindaki etkilesimlerin daha ileri diizeyde anlasilmasina yardimei

olmasidir.
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