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TiNER iLE RAT BEYNINDE OLUSTURULAN OKSIDATIF STRES UZERINE
MELATONIN VE ERITROPOETININ ETKIiSi

OZET
Amac: Tiner (TIN) ¢ok genis kullanim1 olan endiistriyel bir solventtir. Sanayide yaygin
kullanim alan1 olan selliilozik tinerin son yillarda iilkemizde, 6zellikle de addlesan
cagindaki ¢ocuklar arasinda giderek artan uyusturucu amaclh kullanimi, ciddi saglik ve

sosyal sorun haline gelmistir.

Organik solventlerin hiicre hasarindaki toksik etkilerini reaktif oksijen iiriinleri olusumu

yolu ile gosterdikleri konusunda bazi kanitlar mevcuttur.

Bu calisma, rat modeli kullanilarak, tiner inhalasyonu ile, fonksiyonel norotoksisite
olusturmak; bu ratlarda lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonunun varligini
arastirmak, toksisitenin oksidatif stresle iliskili olup olmadigini belirlemek ve melatonin
(MEL) ve eritropoietinin (EPO) norotoksisite olusumu iizerine etkilerini incelemek

amaciyla yapildi.

Gere¢ Yontem: Erkek Sprague-Dawley ratlar her biri 10 rat iceren dort gruba ayrilarak

calismaya alindi. Ratlarin ii¢ grubuna 30 giin boyunca giinde 1 saat 3000 ppm tiner



buhar1 uygulandi. Tiner uygulanan gruplardan birine 10 mg/kg MEL enjekte edildi
(TIN+MEL) . Diger tiner verilen gruba da 1500 U/kg olacak sekilde EPO enjekte edildi
(TIN+EPO). Kontrol grubuna aynu siire taze hava uygulandi ve 2 ml/kg serum fizyolojik
enjekte edildi.30 giin sonunda plazmalar1 alinan ratlar sakrifiye edilerek beyin dokular1
cikarildi. Elde edilen plazma ve beyin homojenatlarinda malondialdehit (MDA),
siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), nitrotirozin (3-NT)

seviyeleri ol¢iildii.

Bulgular: Tiner grubunda MDA seviyeleri ve SOD aktivitelerinin arttigi, GSH-Px
aktivitelerinin azaldig1 ve 3-NT ’nin varligi tespit edildi. TIN+MEL ve TIN+EPO
gruplarinda, MDA seviyelerinin belirgin sekilde azaldigi, SOD aktivitelerinin nispeten
azaldigi, GSH-Px aktivitelerinin belirgin sekilde arttigi ve 3-NT’nin olusmadigi da
tespit edildi.

Sonuc¢: Bu calismada tinerin beyin dokusu ve plazmada oksidatif stresi arttirdigi
bulundu. Bulgularimiza gore tiner toksisitesinin oksidatif stres olusumunda 6nemli rol
oynadigi; tinerle birlikte melatonin ve eritropoetin kullaniminin tinere bagl yan etkileri

onleyebilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar, eritropoietin, melatonin, oksidatif stres, tiner.



THE EFFECT OF MELATONIN AND ERYTHROPOIETIN
ON THE OXIDATIVE STRESS, INDUCED
BY THINNER INHALATION IN RAT BRAIN
ABSTRACT

Aim: Thinner (TIN) is a widely used industrial solvent. There is increasing
concern about involuntary exposure of industrial workers and abuse of paint
thinner among young snuffers has become a social and public health problem.
There is some evidence that organic solvents may express their toxicity by the way
of reactive oxygen species which induce cell damage.

This study was planned to make functional neurotoxicity by using thinner
inhalation in rat model, to investigate protein oxidation, and lipid peroxidation in

thinner exposed rats and whether the toxicity may be related to oxidative stress and
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also to define the effects of melatonin (MEL) and erythropoietin (EPO) on
neurotoxicity .

Materials and methods: Male Sprague-Dawley rats were divided into four
groups each consisting of ten animals. Three groups of rats were exposed to 3000
ppm thinner fumes 1 h/day for 30 days. One of the thinner-exposed group was
injected 10 mg/kg body weight MEL daily (TIN+MEL). Another thinner-exposed
group also was injected 1500 U/kg body weight EPO daily (TIN+EPO). Control
group of rats exposed to fresh air, were injected 2 ml SF/kg/ day. After 30 days,
plasma obtained all rats were decapitated and brain tissues were removed. The
levels of malondialdehytis (MDA), superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase(GSH-Px), nitrotyrosine (3-NT) were measured in plasma and brain
homogenates.

Results: MDA levels and SOD activities were increased, GSH-Px activities were
decreased and the presence of 3-NT was determined in plasma and tissue samples
in thinner group. In TIN+MEL group and TIN+EPO group, MDA levels decreased
significiantly, SOD activity tended to be lower, GSH-Px activity increased
significantly and 3-NT was not occurred.

Conclusion: It was shown that thinner elevates the oxidative stress in plasma and
brain tissues. According to our findings; oxidative stress may have an important
role in thinner toxicity, the usage of MEL and EPO together with thinner may be
propose to prevent thinner’s side effects.

Key Words: Antioxidants, erythropoietin, melatonin, oxidative stres, thinner.
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1.GIRiS VE AMAC

Organik coziiciiler, giinliikk yasamda sik karsilasilan materyallerdir. Evlerde ve bir ¢ok
endiistriyel is kolunda kullanilan sivi maddelerdir. Sayilar1 giin gectikce artmaktadir.
1880 yilinda yirmi civarinda c¢oziicii biliniyorken, artik sayilar1 bini asmistir. Bu
coziiciiler baglica; boya incelticisi olarak, kuru temizleme sivilarinda, cilalarda ve
yapistiricilarda bulunmaktadirlar. Bu materyallerin saglik iizerine olan olumsuz etkileri

g0z ard1 edilmektedir (1).

Degisik is kollarinda yagamin her alanina girmis olan bu organik ¢o6ziiciilerle uzun siireli
ve diisiik dozda temas (6zellikle solunum, deri ve oral yolla) s6z konusudur. Madde
bagimlilar1 tineri yliksek dozda ve inhalasyon yolu ile almaktadirlar. Tiner ucuz,
ulasilmasi kolay ve yasak olmayan bir materyaldir. Bu 6zelliklerinden dolay1 siklikla
diisiik sosyoekonomik seviyedeki kisiler, uyusturucu materyal olarak tineri tercih
etmektedirler (1). Ingiltere’de yapilan bir arastirmada ucucu madde bagimliliginin

ozelikle 20 yas altinda oldugu ve erkeklerde daha sik rastlandigi belirlenmistir (2).

Organik solventlerin hiicredeki toksik etkilerini; sitokrom P 450 (CYP 450)’ye bagh
monooksijenazin arttirtlmas1 ve siiperoksit radikallerinin (O;”) olusumu yoluyla
gosterdikleri bildirilmistir. Organik coziiciilerin serbest radikal {iiretimini ve lipid
peroksidasyonunu (LPO) arttirdig1 rapor edilmistir (3). Serbest oksijen radikalleri (SOR)

niikleik asitler, serbest aminoasitler, proteinler, lipidler, lipoproteinler, karbonhidratlar
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ve bag dokusu makromolekiilleri de dahil olmak iizere, canl1 organizmalarin yapisinda
bulunan hemen hemen biitiin siiflara dahil bilesiklerle reaksiyona girerek, reversibl
veya irreversibl hasara neden olmaktadirlar (4). Ayrica serbest radikallerin iltihap,
iskemi ve reperfiizyon, kanser ve yaslanma gibi temel hastalik proseslerinde ¢ok biiyiik
oneme sahip olduklari, bu konulardaki ¢alismalar ilerledik¢ce daha iyi anlasilmaktadir
(4). Canli organizmalar, olduk¢a reaktif olan ve hemen hemen tiim biyolojik
molekiillerle reaksiyona girerek zarar meydana getirme potansiyeline sahip olan bu
yapilar1 etkisiz hale getirmek iizere savunma mekanizmalarina ihtiya¢ duyarlar. Insan
organizmasint serbest radikal hasarindan koruyan enzimatik ve nonenzimatik
mekanizmalar mevcuttur. Canli hiicreleri serbest radikallerin hasarindan koruyan baglica
enzimler; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
dir. Non-enzimatik mekanizmalar arasinda ise baslica, E ve C vitamini, glutatyon
(GSH), melatonin (MEL) ve iirik asit bulunmaktadir (5). Melatonin en 6nemli endojen
antioksidanlar arasinda yer almaktadir (6). Eritropoietin ise noroprotektif etkisi yeni
kesfedilen ve bilinmeyen pek ¢ok yonii olan bir ajandir. Etkilerinden birisi de oksidatif

hasar1 6nlemesidir (7).

Organik ¢oziiciilerin saglik iizerinde yarattigi olumsuz etkiler onem verilmesi gereken
bir konudur. Bu kadar yaygin olarak karsilagilan tiner ilizerine yapilan calismalarin
artmas1 ve zararl etkilerinin belirlenmesi Onemli bir sosyal gorevdir. Tinerin saglik
izerine olan etkilerinin belirlenmesi; bu konuda toplumun, ailenin ve fertlerin
bilgilendirilmesi gereklidir. Tiner 6zellikle beyine etkilidir ve bu etkiler kapkac, gasp,
cinayet gibi pek ¢ok sosyal probleme de yol agmaktadir. Bu ¢alismada; tinerin zararl
etkilerini SOR olusumu yoluyla yapip yapmadigi; bu etkilerin melatonin ve

eritropoietinle onleyip onleyemeyecegimizi aragtirmay1 planladik.
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2.GENEL BIiLGILER

2.1.SELULOZIiK TiNER

Ulkemizde bulunan tiner genellikle boya tineri olarak adlandirilmaktadir. Fiziksel ve
kimyasal Ozelikleri Tiirk Standartlart Enstitiisi (TSE) tarafindan belirlenmektedir.

Seliilozik ve sentetik olmak iizere iki ¢esit tiner bulunmaktadir (8).

Seliilozik tiner; biinyesinde hidrokarbonlar, esterler, glikol eterler, ketonlar ile alkoller
bulunduran ve nitro-seliiloz esashi olup; her tiirlii boyalarin, verniklerin vizkozitelerini
diisiirerek uygulama kolayligi saglamak icin kullanilan c¢oziiciidiir (9). Boya tineri,
kimyasal yapisindan dolay: saf bir madde olarak tanimlanamaz ve deneysel ¢alismalarda
gercek konsantrasyonunun belirlenmesi ¢ok zordur. Boya tinerinin, yapilan gaz
kromatografik analizinde 200’den fazla aromatik ve alifatik maddenin karisimindan

olustugu ortaya c¢ikarilmistir (10).

TSE’ye gore seliilozik tinerin asetik asit orani en ¢ok % 0.03; toplam hidrokarbon miktari
en ¢cok % 56; aromatik hidrokarbon orani en az % 30; alifatik hidrokarbon orani en ¢ok %
25; alkoller, esterler, ketonlar ve glikol eterlerin orani ise en az % 44 olmalidir. Benzen ve
klorlu hidrokarbonlar ise bulunmamalidir (9). Istanbul Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Kimya Boliimii tarafindan seliilozik tinerin igerigi de Carabez ve ark. (9) yaptig1 gibi gaz
kromatografisi metodu ile analiz edilmistir. Sonuglara gore Tiirkiye’de kullanilan tiner,

yaklasik olarak %63 oraninda toluen, %13 aseton, %10 izobutil asetat, %7,5 izobutanol
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ve %6.5 oraninda butilglikol i¢cermektedir. Tinerin etkilerinden en ¢cok sorumlu olani

toluendir . Digerleri bu etkileri aktive ederler (11)

Toluen: Toluen, benzen halkasina metil grubu eklenmesi ile elde edilen aromatik bir
hidrokarbondur. Benzen ile karsilastirildiginda daha fazla yagda ¢oziinen ve daha az
ucucu olan bu molekiil yanici olmasi yaninda patlayicidir. Naftenden zengin petrol
riinlerinden ve komiirden hidroformasyon ile iiretilir. Renksizdir ve karakteristik bir
kokusu vardir. Endiistride boya, vernik, zamk ve cilalarda coziicii olarak siklikla
kullanilir. Toluenin karsinojenik etkisi yoktur. Teratojenik oldugu ve plasentadan gectigi

bilinmektedir (10).

Aseton: Genel olarak izopropil alkoliin dehidrojenasyonu sonucu elde edilir. Ugucu ve
yanict olmasinin yam sira tipik bir kokusu vardir. Kimyasal ve farmakolojik islemlerde,
tekstilde, tinerde, yapiskanlarda, temizlik malzemelerinde ve laboratuvarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Nitroseliiloz, asetilen, regine, yag, seliilloz asetatta ¢oOziicii olarak yer
almaktadir. Akut ve kronik toksisitesi ¢cok nadir olup, yan etkileri azdir. Toksik etkisi

sindirim ve inhalasyon yoluyla meydana gelir. Biitiin viicut sivilarina yayilir (10).

Izobutil-asetat: izobutil alkol ve asetik asitten elde edilir. Oksitleyici maddelerin
varliginda veya orta derecede 1sitildiginda yanici olup, buhar1 patlayicidir. Organik
maddelerde ¢oziicii ve tatlandirict olarak veya bircok karisimda butil asetat ve metil
izobutil keton yerine kullanilabilir. Izobutil asetatin yiiksek konsantrasyonlarda narkotik
etkisi olup; gozlerde, burun ve bogazda irritasyon yapar. Intoksikasyon siddetli ise bas
agrisi, bulanti, kusma, bas donmesi, santral sinir sistemi depresyonu ve bilin¢ kaybi

gozlenir. Izobutil asetatin karsinojen veya mutajen olmasina dair bir bilgi yoktur (10).

Izobutanol: Butiraldehidin alkole indirgenmesiyle meydana gelen izobutanol yanici bir
maddedir. Cilalarda, butil asetatla birlikte nitro selilloz yapiminda veya yaglarda,
recinelerde, verniklerde, formaldehid kopiigiinde c¢oziicii olarak  kullanilir.
Antibiyotiklerin, hormonlarin  ve  vitaminlerin = farmakolojik  sentezinde de
kullanilmaktadir. Idrarda metabolitleri olan asetik asit, asetaldehit, izobutilaldehit ve
izovalerik asit seklinde atilir. Inhalasyonu ve deri emilimi fazla toksik degildir. Ancak;
goz lizerinde siddetli toksik etkileri bulunmaktadir. Karaciger, kalp ve bobreklerde yag

birikimine neden olup, karaciger iizerinde karbontetrakloridin etkisini artirir (10).
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2.1.1.FARMAKOKINETIK VE METABOLIZMA

Inhalan maddelerin en toksiklerinden biri olan tiner, viicuda solunum yoluyla alindiktan
10 saniye sonra bronslardan atardamar kanina karismaktadir. Kan yoluyla tiim viicuda
yayillmakta; adipoz dokuda, yiliksek yag iceren dokularda ve vaskiiler dokularda
birikmektedir. Uzun siireli tiner kullaniminin akciger, karaciger ve beyin dokularinda
kalict hasarlara yol actig1 gosterilmistir (3, 12, 13).

Toluen, kan yoluyla dokulara ulastiktan sonra, cesitli enzimatik etkilesimlerle diger
bilesiklere doniismektedir. Viicuda giren toluen; ilk olarak karacigerde bulunan sitokrom
P-450 (CYP-450) enzimleri ile etkileserek yan zinciri hidroksillenmekte ve benzil alkole
doniismektedir. Daha sonra alkol dehidrogenaz enzimi ile oksitlenerek, benzaldehide ve
aldehid dehidrogenaz etkisi ile benzoik aside transforme olmaktadir. Olusan bu benzoik
asidin, idrar yoluyla viicuttan atilmasi i¢in bir doniisiime daha ihtiyaci vardir. Benzoik asit
glisin ile birleserek temel idrar metaboliti olan hippiirik asidi olusturur. Viicuda giren
toluenin %60-70’1 24 saat icinde hippiirik aside doniistiiriilerek idrar yoluyla viicuttan
atilmakta, %10-20’si de solunum ve terleme ile deriden atilmaktadir (14). Yan 6mrii 0,5-
3 giindiir (15).

Inhalan maddelerin kétiiye kullanimi en yaygin olarak 11-17 yas arasinda gozlenir ve 13-
15 yagslar1 arasinda pik yapar . Baslangi¢ yasi genellikle 9-15 arasinda olmakla birlikte, 2-
6 yaslarinda bile baslayan olgular bildirilmistir. Erkeklerde daha siktir. Yagda c¢oziinen
organik maddelerden olusan ucucu maddelerin hepsi kan-beyin bariyerini rahatlikla
gecerek, biling diizeyini etkiler. Inhalanlarin merkezi sinir sistemindeki farmakolojik etki
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Ancak; alkole benzer bicimde, noronal hiicre
membraninin akiskanligimi ve beyin gama aminobiitirik asit (GABA) diizeylerini
arttirarak etki gosterebilecegi One siiriilmiistiir. Etkileri birka¢ dakikadan birka¢ saate
kadar devam edebilir. Idrarda hippurat/ kreatinin oraninin 1gr/gr’in iistiinde olmasi tiner
kullanimim diisiindiirebilir; ancak, benzoik asit gibi gida koruyucularin yanlis pozitif

sonuglara yol acabilecegi de unutulmamalidir (15,16)
>0
N

o

Sekil 1: Hippiirik Asit
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Dagilim ve Etkileri: Tinerin akut etkileri keyif verici olup; ofori, zindelik, ajitasyonu
takiben gevseme, bag donmesi, gorsel ve isitsel halusinasyonlar, yorgunluk ve uyku hali
seklinde gozlenir. Ayrica kullanim sirasinda oksiirme, tiikiiriik miktarinda artig, deride
kizarma, bulanti, kusma, fotofobi, oryantasyon bozuklugu, diplopi, ataksi, konusmada
bozulma, reflekslerde azalma ve nistagmus ortaya ¢ikar (17). Kronik kullanimi sonrasi
asir1 kilo kaybi, yorgunluk, hir¢in davranmiglarin yani sira santral sinir sisteminde, kalpte,
karacigerde, akcigerlerde ve bobreklerde kalici hasarlar olusur (1,13,17). Tiner,
inhalasyonundan sonra, lipid yoniinden zengin olan santral sinir sisteminde daha fazla

toplanarak hasar olusturur (15).

Tinerin dokular iizerinde yarattig1 etki histopatolojik olarak incelendiginde; santral sinir
sisteminde intersinaptik araligin mesafesinde artma, postsinaptik membran dansitesinde
ve sinaps araligindaki vezikiillerin sayisinda azalma, ayrica optik sinir miyelin kilifinda
ayrilmalar bulunmustur. Diger bir ¢alismada, altmis giin inhalasyon sonrasi periferik
miyelinli sinir liflerinin boyut ve kalinliklarinda degisiklikler tespit edilmis, miyelin
kilifta 6dem, aksonlarda incelme gozlenmistir. Doksan giin sonrasinda ise sinir liflerinde

atrofi saptanmistir (9,15).

Coziicli inhalasyonunda major risk ani 6liimdiir. Muhtemel sebepler vagal stimiilasyon,
anoksi, solunum depresyonu ve kardiyak aritmilerdir. Kardiyak aritmiler en sik 6liim
nedenidir. Tiner; serebellar bozukluklar, aritmi, optik nodropati, noropsikiyatrik

bozukluklar, periferal noropati ve akut kas giicsiizliigiine yol acmaktadir (2,18).

2.1.2.TINERIN NEDEN OLDUGU SERBEST OKSiJEN RADIKALLERIi (SOR)’NiN
OLUSUMU:

Organik solventlerin hiicre hasarindaki toksik etkilerini, CYP-450’ye bagh
monooksijenazi arttirmak suretiyle, SOR olusumu yolu ile gosterdikleri de bildirilmistir
(Jmattia mattia). Olusan siiperoksit anyonu, ferril ve hidroksil iyonlar1 gibi SOR’nin
LPO’nu baslattig1 bilinmektedir. Membranlarda LPO olusmasi; akiskanlik azalmasina,
membrana bagli proteinlerin hiicre ici Ca®* diizeyi artisina, Ca™*/ Mg** ATP-az aktivitesi
artisina ve bunlarin sonucunda membran fonksiyonlarinin bozulmasina neden olmaktadir.
Peroksidatif hasarlarda artma, antioksidan kapasitede ise azalma tiner inhalasyonunun

dogurdugu onemli komplikasyonlardandir (19-21 ).
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2.2.SERBEST RADIKAL NEDIiR?

2.2.1.SERBEST RADIKALLERIN TANIMI, OLUSUMU VE ETKILERI:

Atomlar, notron ve protondan olusan bir cekirdek ve bu cekirdegin c¢evresinde donen
elektronlardan olusurlar. Her tiirden kimyasal tepkime daima atomlarin dig orbitallerindeki
elektronlar sayesinde gergeklesir. Atom c¢ekirdeginin ¢evresindeki, elektronlarin bulundugu
bosluga da orbital denir. Her bir orbitalde spinleri birbirine zit (1) olan iki elektron bulunur.

Bu elektronlara eslenmis veya ortaklanmig elektronlar denir (22).

Atom veya molekiiller, yoriingelerindeki elektronlar eslesmis ve ters pozisyonda yer
aldiklarinda kararli bir yap1 gosterirler. Bu kararli yap1 eslesmemis elektron
bulundurduklarinda bozulur. Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla
eslesmemis elektrona sahip, kisa dmiirlii, kararsiz, molekiil agirhig: diisiik ve ¢cok etkin molekiiller
olarak tanimlanir . Bagka bir ifadeyle serbest radikaller, negatif yiiklii elektron sayisinin,

pozitif yiiklii proton sayist ile esit olmadigi molekiillerdir (22,23).

Serbest radikaller baslica ti¢ yolla meydana gelirler (23):

a- Kovalent baglarin homolitik kirilmas: ile: Bu kovalent baglarin ayrismasi enerji isteyen bir
olaydir ve 1s1, elektromagnetik radyasyon gibi kuvvetlerle meydana gelebilir. Kirilma sirasinda
bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kalir ise, her iki atom {izerinde

paylasilmamis elektronlar bulunan iki adet yiiksek reaktiviteli serbest radikal olusur:

2 X
AB —» A 4B
b-Normal bir molekiile tek bir elektron eklenmesi veya transferi ile: Radikal 6zelligi tasimayan bir

molekiile tek elektron transferi sonucunda, dig orbitalinde paylasilmanmis elektron olusuyorsa; bu

tiir indirgenme, radikal olusumuna sebep olur:

A+e —» A

c- Kovalent bagli normal bir molekiilden tek bir elektron kaybi1 veya molekiiliin heterolitik
boliinmesi sonucunda radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiiliin elektron kaybetmesi sonucunda,
dis orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa; radikal formu olusur. Bu durumda serbest

radikal degil, iyonlar meydana gelir:
A:B —> A:+B7

Viicutta iiretilen radikaller her zaman tehlikeli ve zararli maddeler olarak
degerlendirilmemelidirler. Zararli etkilerinin yaninda viicut icin gerekli bir¢ok
fonksiyonun gerceklesmesinde de onemli rol oynarlar. Molekiiler oksijenin biyokimyasal

tepkimelerde kullanilabilmesi icin reaktif formlara c¢evrilmesi zorunludur. Hiicre
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farklilasmasi ve apopitoz, mikroorganizmalara kars1 savunma, steroid yapida ¢cok sayidaki
bilesigin  iretimi, eikozanoidler gibi biyolojik aktif molekiillerin  sentezi,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, ¢cok sayida oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin
etkileri ve sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlar1 icin, serbest radikal yapimi

olmazsa olmaz bir kosuldur (23, 24 ).
2.2.2. SERBEST RADIKAL KAYNAKLARI

Biyolojik sistemlerde, serbest radikal olusumu normal metabolik olaylarin seyri esnasinda
meydana geldigi gibi, organizmanin cesitli dis etkenlere maruz kalmasiyla da olusabilir. Bu
nedenle serbest radikal kaynaklari, endojen ve ekzojen olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir

(25) (Tablo 1).

Endojen Serbest Radikal Kaynaklari:

Elektron Transport Zinciri (ETZ): Mitokondri c¢ok kii¢iik bir organel olmasina ragmen, hiicre
icin 6nemi biiyliktiir; ciinkii enerji iiretimini ve hiicresel solunumu saglar. Fizyolojik sartlarda
ETZ ye giren oksijenin %1-3’ti  O,”’e doniismektedir (25). Mitokondri i¢ zarinda O, ’nin

dismutasyonu ile hidrojen peroksid (H,O,) olusumu ilk kez 1971 yilinda Loschen ve Flohe (26)

tarafindan gosterilmistir:

H+

0, & . 0, e.2H% 10, e.OH, oy e H, Ho

Sitokrom P 450 (CYP 450): Endoplazmik retikulumda bulunan bir enzim sistemidir. Kimyasal
ajanlardan serbest radikal olusturmasinda en 6nemli mekanizma, ksenobiyotiklerin mikrozomal
CYP 450 sistemi ile detoksifikasyonudur. Bu sistem ,molekiillere bir elektron ilavesi ile veya

molekiilden bir elektron cikararak toksik metabolitleri normal iiriinlere ¢evirir. Bu oksidasyon-

rediiksiyon olaylari sirasinda elektronlar O,’e akarak O, meydana getirebilir (27).

19



Tablo1: Serbest Radikallerin Endojen ve Ekzojen Kaynaklari.

ENDOJEN KAYNAKLAR

Oksidan enzimler

R S

fagositik hiicreler

bl S

4.
otooksidasyon reaksiyonlari

EKZOJEN KAYNAKLAR
Diyetsel:
1.
2.
3.
4.
S.
Cevresel
1.
2.
3.
4.
S.
6.
7.
ilaclar:
1.
2.

Mitokondrial elektron transport zinciri
Mikrozomal elektron transport zinciri

ksantin oksidaz
indolamin dioksijenaz
triptofan dioksijenaz
siklooksijenaz
lipooksijenaz
monoaminooksidaz

notrofiler

monosit ve makrofajlar
eozinofiller

endotelyal hiicreler

doymamis yag asitleri ve hayvansal proteinler
bakimindan  zengin, sebze ve meyve
bakimindan fakir beslenme

obezite

asir1 demir ve bakir alimi

gidalarin uygun  olmayan  kosullarda
hazirlanmasi ve saklanmasi

alkol

iyonize radyasyon

hava kirliligi

sigara

asbest , pestisitler gibi kirleticiler
giines 15181

181 soku

stres

antineoplastik ajanlar (adriamisin)
glutatyon tiiketen ilaglar (asetaminofen)

Arasidonik asit metabolizmasi: Mikrozomal ve plazma membram tarafindan radikal iiretiminin

onemli enzimleri olan lipooksijenaz ve siklooksijenaz (arasidonik asit metabolizmas1) aktivitesi,

serbest oksijen metabolitlerinin énemli bir kaynagidir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz

ve protein kinazin aktivasyonuna ve plazma membraninda arasidonik asit salimmina yol acar.

Arasidonik asitin enzimatik oksidasyonuyla da cesitli serbest ara iiriinleri meydana gelmektedir

(28).

Ksantin Oksidaz (XO): Cok yonli ve hemen hemen biitiin canli tiirlerinde bulunan XO,

piirinlerin hidroksilasyonunu katalizleyen bir enzimdir. Hipoksantin, oksijen varliginda XO ile

ksantine oksitlenir; ksantin ise aym1 enzimle tekrar oksitlenerek iirik asidi olusturur. Her iki

adimda da O," ve H,O, radikalleri olusur ( 29).
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Hipoksantin —XO— Ksantin —X0 > (Jrik Asit

NADPH oksidaz: Ozellikle fagosit ve lenfositlerde bulunan bu enzim mikroorganizmalara karst
onemli bir savunma elemanidir ve plazma membraninin dis ylizeyinde yerlesmistir. Bir
mikroorganizma ile karsilasildiginda nétrofiller aktive olarak lizozomal iceriklerini disariya
vermeye baglarlar. SOR olusumu ile birlikte mitokondri disindaki oksijenin tiiketiminde bir
patlama gosterirler ve mikroorganizma yok edilir. Bu olaya “solunum patlamasi” ad1 verilir ve bu

olaydan sorumlu olan enzim NADPH oksidazdir (4, 22).

NADPH oksidaz

20, + NAD(P)H 20, + NADP*+ H*

Peroksizomlar: Ozellikle karacigerde bulunmakla beraber diger biitiin organlarda da mevcuttur.
Yiiksek miktarda oksidaz icerdiklerinden dolayi, ¢ok 6nemli hiicre i¢i HyO,™ kaynagidirlar. Ancak
peroksizomlarda katalaz aktivitesi de ¢ok yiiksek oldugu i¢cin H,O, in zararh etkisi kismen

ortadan kaldirilir (22,30).

Diger: Organizmada potansiyel serbest radikal kaynagi olan bu enzim ve sistemler disinda;
askorbik asit, tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler, tetrahidrobiopterinler ve

antibiyotikler gibi indirgenmis elektron transferi yapan c¢Oziiniir hiicresel bilesiklerin

otooksidasyonuyla da O, radikali olusur (28).

Ekzojen Serbest Radikal Kaynaklari:

Organizmadaki serbest radikal reaksiyonlarini artiran ekzojen kaynaklar; diyetsel, cevresel ve
ilaglar olmak iizere ii¢ ana baglik altinda toplanabilir. Doymamis yag asitleri, dayanikli olmayip
kolayca otooksidasyona ugramaktadirlar. Yiiksek kalorili diyet 6zellikle mitokondri kaynakli

serbest radikal olusumunu arttirmaktadir (4, 22, 25).

Diyetsel Fe ve Cu igerigindeki artis, Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlarini hizlandirmaktadir.
Gidalarin uygun olmayan kosullarda hazirlanmasi ve saklanmasi da radikal reaksiyonlari igin

uygun ortam yaratmaktadir (31).

Fazla miktarda ve uzun siire alkol alimi, sigaranin gerek dumami gerekse katrami cesitli
radikallerin olugsmasina neden olmakta ve organizmanin antioksidan kapasitesini azaltmaktadir.
Ozon, azot dioksit, kiikiirt dioksit, hidrokarbonlar ayrica asbest ile ksenobiyotikler, 6nemli birer

cevre sorunu ve radikal kaynagi olabilmektedirler (4, 25).

SOR’un; Sekil 2°de de gosterildigi iizere birgok organ ve sistemleri etkileyen pek cok

hastaligin patogenezinde etkili oldugu 6ne siiriillmektedir (4, 31 ):
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Sekil 2: Serbest Oksijen Radikallerinin Neden Oldugu Klinik Tablolar

2.3. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI
2.3.1.SUPEROKSIT RADIKALI: Hem cevresel etkenler, hem de organizmalardaki
enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan oksijen radikali,

O,7’dir. O," kimyasal olarak oksijen molekiiliine bir elektronun eklenmesi ile olusur (31,

32).

O, + € —= 0

Bu reaksiyon, elektronlarin mitokondride solunum zincirlerindeki tasiyicilardan sizmasi

bl

ve direkt olarak oksijene gec¢mesi ile meydana gelebilir. O, in en Onemli kaynagi
polimorfoniiveli 1okositler (PMNL) dir. PMNL’lerdeki iiretim, membrana baglh rediikte

NADPH oksidaz sant1 veya heksoz monofosfat santinin bir sonucudur (31, 32).

2 NADPH + 202 Hegsoz monofosfat santy 2 NADP + 2H + 20-2'

NADPH oksidaz sant1

2.3.2 HiDROJEN PEROKSIT: H,0, , O,”in dismutasyonundan sonra NADPH oksidaz
santindan PMNL’ler tarafindan iiretilir. Biyolojik sistemlerde H,O,’ nin esas iiretimi; O," ’in
dismutasyonu ile olup, iki O," yapilarina iki hidrojen atomu alarak H,O, ve O, olustururlar. Bu
reaksiyon siiperoksit dismutaz (SOD) adi verilen enzim tarafindan katalizlenir (23). H,O,,
bircok fizyolojik fonksiyonu olan zayif bir oksidandir. Hiicre membranlari arasinda serbest olarak
difiize olabilme yetenegi mevcuttur. H,O,, fizyolojik pH ve 1sida, metal iyonlar1 yoklugunda
olduk¢a stabil olmasi yaninda, o6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile
tepkimeye girerek, yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur (31, 32). Bu
formdaki demir cok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda LPO gibi radikal
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tepkimeleri baslatabilir. Bu reaksiyona Fenton Reaksiyonu adi verilir (33). Oksitleyici 6zelligi
nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H,O,’nin derhal ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu
gorevi hiicrelerdeki onemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz yerine getirir (31,32).
2.3.3. HIDROKSIL RADIKALI (OH): Bilinen en reaktif oksidandir. Yartlanma omrii cok

kisadir. Haber-Weiss reaksiyonu ile veya Fenton reaksiyonu ile H,O, ’ten meydana gelir (33).

Fe veya Cuiyonlan

O,+ HO, > OH + OH + O,

Fe?+ HO, > Fe®+ OH + OH"

2.3.4. HIPOKLOROZ ASIiT (HOC)): Enzimatik olarak, notrofiller tarafindan iiretilen,
giiclii bir oksidandir. Fagositik hiicrelerce bakterilerin 6ldiiriilmesinde 6nemli rol oynar.
Aktif notrofiller, makrofajlar ve eozinofiller HOCT’i {iretirler. Ozellikle H,0, iizerine
myeloperoksidaz’in etkisi ile notrofillerde olusur. Hiicre disina salinan antibakteriyel bir ajandir.
Ancak cok diisik konsantrasyonlarda bile belirli protein fonksiyonlarini bozabilme
yetenegindedir. Yiiksek konsantrasyonlarda hiicre lizisi olusturabilir. al-antitripsini okside ve
notrofil kollajenazini aktive etme yeteneginde olan HOCI, temizleyici antioksidanlar olan albiimin
ve askorbik asit ile uzaklastirilir (34).

H,0p+ CIf ———= HOCl + OH

2.3.5. SINGLET OKSIJEN: 'O, gercek bir radikal degildir ve eslesmemis elektron icermez..
Diger reaktif oksijen tiirleri ile karsilastirildiginda olduk¢a zararsizdir. 'O, , oksijen
elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniis yoniinden ters yonde olan
farkli bir yoriingeye yer degistirmesi ile olusabilecegi gibi, O, ’nin dismutasyonu ve H,O,’in
HOCI ile reaksiyonu sonucunda da meydana gelebilir. Tablo 2’de serbest oksijen radikalleri

goriilmektedir (35).

Tablo 2: Oksijenden Olusan Toksik Metabolitler

Siiperoksit radikali ( O,7) Hidrojen peroksit ( HO,)
Hidroksil radikali ( OH") Lipit hidroperoksit ( LOOH )
Hidroperoksi radikali ( HOy) Hipoklor6z asit (HOCI)
Alkoksi radikali ( LO") Singlet oksijen (102)
Peroksi radikali ( LOO) Ozon ( O3)

Tiyl radikali (RS") Peroksinitrit ( ONOQO")
Nitrik oksit ( NO)
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2.4. REAKTIF NITROJEN RADIKALLERI VE NiTRIiK OKSIT (NO)

NO, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi, diiz kaslarin gevsemesi, vazodilatasyon ve
norotransmisyonu iceren cesitli fizyolojik siireclerde gorev alan Onemli bir pro-oksidatif ve

antioksidatif sinyal molekiilii olmas1 yaninda, ¢ok reaktif bir radikaldir ( 36, 37).

Yar1 omrii ¢ok kisa olan (10-20 sn) lipofilik 6zellikteki bu serbest radikal; nitrik oksit sentaz
(NOS) adi1 verilen enzim tarafindan yari- esansiyel ve bazik yan zincirli bir amino asit olan L-
argininin guanido nitrojeninden olusmaktadir. Bu reaksiyonda O, ve NADPH’a ihtiyag
duyulmaktadir. Tetrahidrobiopterin, FMN, FAD ve hem; bu enzimin kofaktorleri olup, reaksiyon
sonucunda Sekil-4’te gosterildigi gibi L-sitrullin ve NO aciga cikar (36, 37).
NOS enziminin iki ana formu izole edilmistir.

1-Yapisal (constitutive, cNOS).

Noronal (nNOS, Tip 1 NOS)

Endotelyal  (eNOS, Tip 3 NOS)
2-Indiiklenebilen (Inducible, iNOS,Tip 2 NOS).
Bu izoenzimlere 6zgii genler kromozom 7 (endotelyal NOS-eNOS), 12 (noral NOS-nNOS) ve 17
(indiiklenebilen NOS-iNOS) iizerinde bulunmustur (37).
Onceleri tasidigi ortaklanmamus elektronu nedeniyle serbest radikal oldugu icin zararli bir
molekiil olarak nitelendirilen NO’nun, aslinda kan basincini ve vazodilatasyonu dengede tutan
onemli bir molekiil oldugu yapilan calismalar ile bildirilmistir. NO’nun bircok memeli hiicre ve
dokusunun fonksiyonlarin1 diizenlemede rol aldigi da bilinmektedir (38). NO, H,O’da az
¢Oziinen, lipofilik, basit gaz yapisinda, kolay difiize olabilen, bir adet eslesmemis elektron iceren,
Fe, Co, Cu gibi gecis metalleri ile reaksiyona giren; O,, O,” ve H,O ile reaksiyona girerek
sonugta sirastyla NO, (nitrojen dioksit), peroksinitrit (ONOQO") ve nitrat / nitrit (NO3 / NO,)

olusturma egilimine sahip bir molekiildiir(25, 38).

2NO (Nitrik oksit) + O, > 2 N02 (Nitrojen dioksit)
2NO" + 2NO, > 2N, O, (Dinitrojen trioksit)
2NO, +2HO > 4NO'2 (Nitrit) + 4H*

Biyolojik sistemler yapilarinda +1 den +5 ’e kadar degisen, farkli oksidasyon durumlarinda
nitrojen atomu bulunduran cesitli nitrojen oksitlere maruz kalirlar. Bu tiirlerden genellikle reaktif
nitrojen tiirleri olarak soz edilir. Biyolojik sistemlerde olusturulabilen cesitli reaktif nitrojen tiirleri

Tablo3’te 6zetlenmistir (39).
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Tablo-3:Reaktif Nitrojen Radikalleri

+1 Nitroksil Anyonu NO

+2 Nitrik Oksit NO

+3 Nitrozil Katyonu NO*
Nitr6z asit / Nitrit HNO,/NO,
Peroksinitroz asit/ ONOOH /
Peroksinitrit ONOO
Dinitrojen Trioksit N,O3
Nitrojen Dioksit NO,

+4 Dinitrojen Tetraoksit N,Oq4

+5 Nitrik Asit / Nitrat HNO; / NO5
Nitril Katyonu NO,*

2.4.1. PEROKSINITRIT (ONOO) :

ONOO’, NO’nun O;" ile invivo reaksiyonu sonucunda olusan sitotoksik bir tiirevdir (40). NO ve
O,”nin ONOO” e gore nispeten daha dayamikli olmalarina karsilik, ONOO™ daha reaktiftir.
Normal kosullarda, SOD, olusan tiim O,”’yi dismutasyona ugratmaya yetecek diizeydedir fakat,
0O," diizeyi ¢ok artmigsa ya da fazla miktarda NO radikali meydana gelmigse, ONOQO™ olusur (41).
Ciinkii NO ve O," konsantrasyonlarindaki her 10 kathik artis icin ONOO™ olusumunda artis 100
kattir. ONOO', konjugati olan ONOOH ile bir denge halindedir. ONOOH, bir saniyeden az olan
yarilanma Omrii ile anstabildir ve hizla OH" benzeri reaktiviteye sahip bir tiir olugturmak i¢in

parcgalanir (42).

0; + NO'—> ONOO <—H"+ (ONOOH)——» OH'+ NO,

ONOQO/, eslenmemis elektron icermemesi nedeniyle serbest radikal degildir. Cok gii¢clii oksidan
olmasi; dekompozisyonuyla OH" benzeri iiriin olusmas1 ve nitrokarbonat anyonu gibi cesitli
reaktif tiirlere kaynak olusturmasiyla agiklanabilir. ONOO" direkt olarak oksidatif DNA hasarina
yol a¢gmaktadir. LPO’yu baslatmasi, tiyoller, siilfidler, askorbat, proteinler ve karbohidratlar
okside etmesi, giiglii oksidan oldugunun kanitidir. Tiim transport proteinlerinin ve enzimlerin
okside olmasi LPO’yla birlikte hiicre hasarinin ortaya cikisin1 hizlandirir. ONOO' tiyoller ve
askorbatin oksidasyonu disinda alfa-tokoferol harcanmasini artirir. Bu sekilde antioksidan
tilkketimine yol agmasi, organizmadaki oksidan dengesini sadece oksidanlar1 arttirarak degil de

antioksidanlar1 azaltarak da bozdugunun bir gostergesidir (41, 42).

3- Nitrotirozin (3-NT); reaktif nitrojen radikalleri ile serbest veya proteinlere bagli tirozinlerin

reaksiyonu sonucu olusan stabil bir son iiriin olarak tanimlannmustir (43).
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Tirozin artiklarinin peroksinitrit ile aromatik yan zincir iizerinden nitratlanabilecegi, ilk

defa Ischiropoulos ve ark (7) tarafindan gosterilmistir.

3-NT, cesitli deteksiyon tekniklerinin kullanimu ile biyolojik 6rneklerde saptanmistir. ONOO" ile
muamele edilmis proteinlere karst yilikselmis poliklonal ve monoklonal antikorlar, doku
boliimlerinde 3-N'T’i tespit etmek i¢in cesitli ¢calismalarda kullanilmistir. Fizyolojik sartlar altinda
3-NT, ONOQ”in tirozine veya tirozin rezidiileri igeren peroteinlere eklenmesi sonucu olusturulur
ve nitrasyonun hizi ¢ogunlukla gecis metal iyonlar1 veya belirli metalloproteinlerin (Cu-Zn SOD
gibi) varliginda yiikselir (Sekil- 5) . 3-NT, ONOO'™ tutulumunun bir indeksi olarak kullanilabilir (
40).

e o
MO,
OMNOCF ONO0H __
Cu-ZnsS00D
ZH
?% 12
@N—iF—CODH I$N—-?-CDOH
H H
Tirozin A MNitrotirozin

Sekil-4: 3-NT Olusumu
2.5.0KSIiDATIF HASAR

Aerobik yasam, reaktif oksijen tiirlerinin devamli olarak iiretilmesi ve bunlarin benzer bir
hizla antioksidanlar tarafindan ortadan kaldirilmasi ile karakterizedir. Hafif bir egzersiz
bile oksidatif stres meydana getirebilir. Dengenin saglanabilmesi i¢in antioksidanlarin

siirekli olarak rejenerasyonu zorunludur ve bu ihtiya¢ karsilanamaz ise, oksidatif hasar

olusur. (Sekil6) (45).

OKSIDATIF
STRES

‘HUCRE OLUMU

ANTIOKSIDAN
SANVUNMA

o O
—VASAMT

Sekil 5: Oksidatif Stres Ve Antioksidan Sistemin Denge Hiicrenin Kaderini Belirler.
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2.5.1.LIPIDLERDE OKSIDATIF HASAR

Tiim biyolojik zarlar; poliansatiire yag asitleri ile amfipatik lipidler ve zar proteinlerinin
birlesmesinden olusur. LPO, hiicre membraninda bulunan fosfolipid, glikolipid, gliserid
ve sterol yapisindaki poliansatiire yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri tarafindan
peroksit, alkol, aldehid, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi cesitli zararl iiriinlere
doniismesidir. Yani LPO, doymamis yag asitlerinin serbest radikallere ve oksijene

bagimli hasaridir (25).

LPO islemi bir reaksiyonlar zinciri olup; baslama, ilerleme ve sonlanma olarak

tanimlanabilecek lic asamada gerceklesmektedir (46).

1-Baslama: LPO tepkimeleri metal katalistlerin varliginda, serbest radikallerin ¢oklu
doymamis yag asiti zincirinin o-metilen gruplarindan bir hidrojen uzaklastirmasi ile
baslamaktadir. Uzaklasan hidrojen atomu sebebiyle, karbon atomu {iizerinde
ortaklasmamus bir adet elektron kalir ki bu da yag asidi zinciri iizerinde radikal olmasina
neden olur. Olusan lipid radikali kararsiz bir bilesiktir. Molekiil stabil duruma gelebilmek
icin molekiil ici baglarini tekrar diizenler ve konjuge dien yapisina doniisiir. Bu konjuge
dien, fizyolojik kosullarda oksijen ile birlesmeye egilimli oldugundan reaksiyon sonucu

okside olur ve peroksi radikalini olusturur (23, 46).

2- ilerleme: Lipid peroksi radikali, membran yapisinda bulunan diger ¢coklu doymamais
yag asidi zincirlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olugsmasina yol acarken, kendisi
de aciga c¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksite doniisiir. Boylece tek bir
substrat radikal diger yag asitlerini tetikleyerek birden ¢ok lipid hidroperoksit olugsmasina
sebebiyet verir. Boylelikle tek bir baslangi¢c olayi, yag asit zincirlerinin binlerce lipid
hidroperoksit sekline doniismesi ile sonuclanir. Bu tetikleme olayinin ne zaman sona

erecegi ortamda bulunan oksijen ve antioksidan miktarina baghdir (23,46).

3-Sonlanma:. LPO, lipid hidroperoksitlerin aldehit ve diger karbonil bilesikler ile etan,
pentan gibi ucgucu gazlara doniismesi halinde sonlanir. Bununla birlikte, ilerleme
reaksiyonlar1 zincir reaksiyonlarini kiran bir antioksidan tarafindan lipid perokside bir

hidrojen atomu verilmesi ile de tamamlanabilir (46).

LPO hiicresel komponentlere en ¢ok zarar veren reaksiyonlardan biridir. Reaksiyon
sonucunda olusan {iriinlerden en 6énemlileri; malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal

(4-HNE)’dir (12, 46) (Sekil 7).
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Cokidu Dovinams Yag Asitlenn

l H® Hidrojen Kayin

/\ B A - /\ B / Lipid Radikzali
' J’ Konjuge Dien
VAT

J’ Oksijen Alova

\/——\_/\— / Lipid Peroksil Radikali

l +H® Hidvojen alinm

D
m/; Lipid Hidvoperoksit

o

é H . 4-ladrok sinonenal

MIalondialdehat

Sekil 6 : Lipid Peroksidasyonunun Kimyasal Yolu ve Olusan Uriinler.

MDA; linolenik asit (18:3) ve arasidonik asit (20:4) gibi ii¢ veya daha fazla ¢ift bag

iceren yag asitlerinin oksidatif bozunmasi sonucu olusan,

tiyobarbiturik asit ile

Olciilebilen bir iiriindiir. Bu yontem, lipid peroksit seviyelerinin Ol¢iimiinde siklikla

kullanilir. MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik kantitatif bir indikatorii degildir,

fakat; LPO’ nun derecesi ile koreledir (4, 46) (Sekil 8).

Peroksidasyonla olusan lipid peroksitleri ve MDA, membran komponentlerinin ¢apraz

baglanma ve polimerizasyonuna neden olur. Bu da deformasyon, iyon transportu,

enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu gibi membran 6zelliklerini

degistirir. Ayrica DNA’nin nitrojen bazlariyla reaksiyona girmektedir. Bu etkiler,

MDA’ nin ni¢in mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu aciklar. MDA, uzun

omrii ve yiiksek reaktivitesi ile hiicre i¢i ve disindaki protein, niikleik asit gibi bircok

biyomolekiile etki ederek geri doniisiimii miimkiin olmayan hasarlara yol agmaktadir.

Bunun yami sira membranin akiciliginin azalmasina, membran fonksiyonlarinin
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yavaslamasina, membran reseptor ve enzimlerinin inaktif olmasina ve de Ca”* iyonlari

izerine gecirgenliginin artmasina neden olmaktadir (4, 46).

Sekil 7: MDA’ nin Yapisi.

2.5.2.PROTEINLERDE OKSIDATIF HASAR

Proteinler hiicrenin yap: tasidir, ayrica onemli biyokimyasal reaksiyonlarda gorevli
enzimlerin yapi tasidir. Proteinler yaklasik yirmi amino asitten olusmustur. Serbest
oksijen radikalleri, proteinlerde de yapisal degisiklikler meydana getirebilir. Ancak serbest
radikallere karsi lipidlerden daha az hassastir. Etkilenme dereceleri icerdikleri aminoasit
kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve siilfiir iceren amino asitlerden (triptofan, tirozin,
fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi) meydana gelmis proteinler, serbest radikallerden
kolaylikla etkilenirler. Karbon merkezli radikaller ve siilfiir radikalleri meydana gelir. Bu karbon
merkezli radikallerden karbonillerin 6l¢iilmesi ile proteinlerin oksidatif hasari ol¢iilebilir. Serbest
radikallerin olusturdugu hasar sonucunda; proteinlerde fragmantasyon, capraz baglanmalar ve
proteinlerin agregasyonu meydana gelir. Yapilari bozulan proteinler normal fonksiyonlarim
meydana getiremezler. Enzimler protein yapisinda olduklarindan, enzim aktivitelerinde

degisiklikler ortaya c¢ikar (28, 47).

2.5.3.NUKLEIiK ASITLERDE OKSIDATIF HASAR

DNA; hiicrenin genetik materyalidir. Ayrica proteinleri kodlayan DNA’nin fonksiyon
bozuklugu veya inaktivasyonu, kodladigi proteinleri etkiler (47). OH’, deoksiriboz ve
bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Eger bu radikal, DNA’nin
yakininda meydana gelirse, piirin ve pirimidin bazlarini etkileyerek mutasyonlara neden
olur. Niikleik asitlerde, doymus karbon atomlarindan hidrojen ¢ikarir veya cift baglara
katma tepkimeleri ile sonuclanan tepkimelere girer. 'O,’nin niikleik asitlerle tepkimeye
girme yetenegi daha siirlidir. O,” giiclii bir oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiiksek
elektron yogunluklu bolgeler iceren molekiillerle daha kolay tepkimeye girer. Aktive

olmus notrofillerden kaynaklanan H,O, membranlardan kolayca gecerek ve hiicre
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cekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol

acabilir (31).
2.5.4 KARBOHIDRATLARDA OKSIDATIF HASAR

Serbest radikallerin karbohidratlar tizerine de 6nemli etkileri vardir. Glukoz, mannoz ve
deoksi sekerler, fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak, O,” ve H,O,’i meydana
getirirler. Okside olan glukoz, proteinlerle reaksiyona girerek glikozilasyon ve glikasyon

tirtinlerini olusturur (31).
2.6, ANTIOKSIDAN NEDIR ?

Serbest radikallerin zararh etkilerine kars1 organizmada koruyucu mekanizmalar vardir.
Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu, bir kismi1 ise olugsmus serbest
radikallerin zararli etkilerini onler. Bu islevleri yapan maddelerin tiimiine birden genel
olarak antioksidanlar denir (28, 48).

Antioksidanlar, bir oksidatif dizide farkli seviyelerde etki edebilirler. LPO’ ya karsi
etkilerini:

1-Lokalize oksijen konsantrasyonlarini azaltarak,

2-OH gibi hidrojen atomlarin1 ayirabilme yetenegine sahip tiirlerin temizlenmesi ile
peroksidasyonun baslamasini 6nleyerek,

3-Peroksitler olusturmak icin membran lipidleri ile direkt olarak reaksiyona girebilen
singlet oksijeni temizleyerek veya bastirarak,

4-Yapilarindaki metal iyonlarin1 baglayarak,

5-Alkoller gibi radikal olmayan iiriinlerine doniistiiriilmesi ile peroksitlerin alicis1 olarak,
6-Zincir uzatan radikaller (peroksi veya muhtemelen alkoksi) ile reaksiyona girip
zincirleri kirmak suretiyle, yag asidinin kenar zincirinden devamli hidrojen ayrimini
engelleyerek, gosterirler.

1, 2, 3, 4 ve 5.tip mekanizmalar ile LPO’ yu inhibe eden antioksidanlar, onleyici
antioksidanlar olarak adlandirilirlar. altinci tip mekanizma ile etki olusturan
antioksidanlar ise, zincir kiran antioksidanlar olarak bilinirler.

Antioksidanlar1 enzimatik ve nonenzimatik olarak iki ana baslik altinda incelemek

miimkiindiir (4, 48):
2.6.1.ENZIMATIK ANTIOKSIiDANLAR

Hiicre icerisindeki antioksidan savunmanin belkemigini olusturan enzimatik

antioksidanlar, aktif merkezlerinde Cu, Zn, Mn, Fe, Se gibi metalleri icerirler. Diizeyleri
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genetik kontrol altindadir. Hiicre igerisinde fazla miktarda bulunanlari; SOD, katalaz

(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)’dir (Sekil 9) (4).

ka Bl
Mo HO + O,

Oz +E Qy S00, Hzl:}z + 0

Sitokmom oksidaz Glutatyon{peroksid Glutay onfredikiz

2GSH NADH

| GSSG NADPH
— H,0

Sekil 8: Enzimatik Antioksidanlar ve Etki Mekanizmalari.

SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD) :

SOD (E.C.1.15.1.1); Iki molekiil O, ’nin iki molekiil proton ile reaksiyona girerek
H,0,’ye doniisiimiinii katalizler. 1ki serbest oksijen radikalini, radikal olmayan
molekiillere doniistiirdiigiinden, antioksidan sisteminin en 6nemli 6gelerinden biri olarak

bilinir. Insan viicudunda 3 farkli SOD enzimi vardir;
205 + 2HY =L Ho, + 0,

CuZn-SOD: Sitoplazmada lokalizedir. Aktif bolgesinde kofaktor olarak bakir ve ¢inko
bulunur. En fazla bulunan ve antioksidan savunmada ana rolii oynayan enzimdir. Disiilfit
kopriisii ile baglanan birbirinin ayni iki alt tiniteden olugsmustur ve her alt iinite birer atom

Cu*? ve Zn** icermektedir (24).

EC-SOD: Vaskiiler endotele bagli olarak bulunan ekstraselliiller SOD’1n kofaktorleri
bakir ve cinkodur. CuZn-SOD ve EC-SOD’ 1n aktivitesinden bakir, stabilitesinden ise

cinko sorumludur (24).
Mn-SOD: Mitokondride ve hiicre komponentlerinde bulunur. Kofaktérii mangandir (24).

Bu iic enzimde beyinde farkli bolgelerde farkli oranda dagilmistir. Cu-Zn SOD,
ozellikle astrositlerde; Mn-SOD, noron ve spinal korda; EC-SOD ise ekstraselliiler

matrikste bulunmaktadir. Mn-SOD, O, normal kosullarda mitokondride olustugu icin,
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SOR olusumuna karst beyni koruyan en 6énemli enzimdir (49). Mikroglial hiicrelerde,
oligodendrositlerde ve endotelyal hiicrelerde Mn-SOD ve Cu-Zn SOD ayni oranda ama
zay1f aktivite gosterir. Bu da oligodendrositlerin oksidatif hasara kars1 daha savunmasiz
oldugunu aciklar. Mikroglial hiicreler bu hasara daha direnglidir, ¢iinkii bu hiicrelerde
GSH-Px aktivitesi yiiksektir. EC-SOD, damar diiz kaslarinda oldukg¢a fazladir ; NO
biyoyararlaniminda , serebral vaskiiler biyoloji ve vazomotor disfonksiyonda rol oynar

(50).

KATALAZ (CAT) :

H,0,, bir radikal olmamasina ragmen, reaktivitesi en fazla olan reaktif oksijen tiirii olan
OH 1n Onciisiidiir ve bu nedenle bir¢ok reaktif oksijen tiirlinden daha fazla oksidatif
hasara neden olur. CAT (E.C.1.11.1.6), solunum yapan tiim organizmalarda bulunan ve
iki fonksiyon gosteren bir enzimdir (5, 48).

1-H,O,’nin O, ve H,0 vermek iizere ayristirilmasi (zehirsizlendirme reaksiyonu)
2HO, Kaaz . o . oHQO

2-Bir mol peroksitin parcalanmasi ile olusan reaksiyon sonucunda, metanol, etanol,
formik asit veya fenollerin yiikseltgenmesi (5, 48).

ROOH + AH, —> H0 +ROH + A

GLUTATYON PEROKSIDAZ (GSH-Px):

GSH-Px (E.C.1.11.1.9); H,O; ve lipit peroksitlerin indirgenmis (rediikte) glutatyonla (GSH)
reaksiyona girerek, H,O ve yiikseltgenmis (okside) glutatyon (GSSG) olusmasini katalizleyen

enzimdir (51).

HO, + 2GSH-CSHPX, 2H O +GSSG

2GSH + ROOH -88HPX, GsSG HO + ROH

Bu enzimin varligi ilk defa Mills (51) tarafindan 1957 yilinda memeli eritrositlerinde
saptanmustir. Endotel hiicrelerinde 6zellikle akcigerde etkili bir enzimdir. Enzim aktivitesinin %
60-75’1 okaryot hiicrelerin sitoplazmasinda, % 25-40’1 ise mitokondride bulunur. Aktivitenin en

fazla oldugu dokular ise eritrositler ve karacigerdir (52).

GSH-Px, yaklasik olarak 85000 D molekiil agirliginda, dort esit subunitten olusan, mol basina 4
atom selenyum iceren bir enzimdir. Enzimin aktif bolgesinde selenosistein bulunur. insan

dokularinda iki GSH-Px formu belirlenmistir:
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Se-bagimh GSH-Px: Substrat olarak hem H,O;’ yi, hem de organik hidroperoksitleri kullanir(5,
52).

Se-bagimsiz GSH-Px: Substrat olarak organik hidroperoksitleri kullanir, H,O, yikilimim

kataliz etmez. (5, 52).

SITOKROM OKSIDAZ: Sitokrom oksidaz, mitokondrial ETZ nin son parcasidir ve
elektronlarin son alici olan oksijene transferinden sorumludur.Bu bolgede tasinmis olan
elektronlar,0, ve serbest protonlar; H;O olusturmak ic¢in bir araya gelirler. Diger bir

deyisle, bu reaksiyon ile siiperoksit detoksifiye edilir (28).

O,+ 4H'+ 4 2H20

2.6.2.NON-ENZIMATIK ANTIiOKSIiDANLAR

VITAMIN E: Insan dokularinda en fazla bulunan ve yagda eriyen non enzimatik
antioksidan  o-tokoferol, membranlarda ve lipoproteinlerde zincirleme LPO’yu
engelleyen esas antioksidandir. Reaksiyon bir peroksi radikali ile tokoferoliin, organik bir

hidroperoksit ve tokoferil radikali meydana getirmesi ile sonuglanir (5, 33).

VITAMIN A: A vitamininin metabolik ©n maddesi olan PB-karoten, bitkilerdeki
kloroplast membraninin bir bilesenidir. Yagda ¢6ziinen vitaminlerden ilk bulunanidir. Bir
antioksidan olan [-karoten, konjuge alkil yapisi tasiyan serbest organik peroksit
radikallerinin ortadan kaldirilmasinda etkilidir. Diisiik oksijen kismi basincinda B-

karoten, peroksit radikallerinin dokularda tutulmasindan sorumludur (52).

VITAMIN C (ASKORBIK ASIT): C vitamini bir ketolaktondur. Doku ve plazmada
cogunlukla askorbat seklinde bulunur. Organizmada bir¢ok hidroksilasyon
reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak gorev yapar. O, ve OH ile kolayca reaksiyona

girerek onlar1 temizler. Tokoferoksil radikalinin a-tokoferol’e rediiklenmesini saglar (53).
MELATONIN (MEL):

MEL (5-metoksi-N-asetiltriptamin, Sekil 10) pineal bezde sentezlenen ve antioksidan
etkileri olan bir nérohormon olarak bilinmektedir (6). MEL’in organizmada varlig ilk
defa 1959°da Lerner (54) ve arkadaslari tarafindan gosterilmistir. Insanda ve sicanda
MEL sekresyonunun karanlhikta arttigi ve 1518a maruz kalmakla inhibe oldugu

bilinmektedir. MEL harika madde olarak ifade edilerek, uykusuzlugun ve iireme
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fonksiyonlarinin diizenlenmesinde; yaslanmanin, kanserin ve serbest radikallerin toksik

etkisinin geciktirilmesinde etkili olarak kabul edilmistir (55, 56).

(0]

H;CO CH,—- CH;~ NH - C — CH,

=2z

Sekil 9: Melatoninin Yapist

Melatonin Sentezi ve Metabolizmasi: Pineal bezde MEL sentezi sirkadiyen bir ritm
gosterir ve karanlik faz boyunca maksimum noktasina ulasir. Bu ritm suprakiazmatik
nukleuslar tarafindan algilanan 1sik-karanlik dontisiimii ile saglanir. Karanligin
basglamasiyla birlikte sinir uglarindan noradrenalin salgilanir; bu da pinealositlerdeki [-
adrenerjik reseptorleri uyarir. Adenilat siklaz aktivitesinin artmasiyla olusan cAMP, N-
asetiltransferaz (NAT) sentezini uyarir. NAT 1n enzimatik aktivitesinin gece boyunca
artist  serotonin diizeylerini diisiiriir, buna baglh olarak N-asetilserotinin ve MEL
diizeylerini arttirir (hardeland). Sistemik dolasimdan triptofanin pinealosite aktif gecisi,
MEL sentezinin baslangi¢c basamagini olusturur. Triptofan, once triptofan hidroksilaz ile
orto pozisyonundan hidroksitriptofana doniisir. Bunu aromatik amino  asit
dekarboksilazlarin kataliz ettigi dekarboksilasyon reaksiyonu izler. Olusan iiriin 6nemli
bir biyolojik amin olan 5-hidroksitriptamin (serotonin)’dir. Serotonin, NAT ve hidroksi
indol O-metil transferaz (HIOMT) 1n birbirini takip eden aktiviteleri ile melatonine

doniisiir (Sekil 11) (57).
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Sekil 10: Melatonin Sentezi.

Melatoninin antioksidan etki mekanizmasi: MEL in; prekiirsorleri olan triptofan ve 5-
OH triptaminin antioksidan aktivitesi gosterilmistir. Bu aktivite, SOR’yi yakalayabilen
indol yapisina baghdir (58). MEL’in antioksidan 6zelligi ii¢ ana baglik altinda toplanabilir
(59):

A- Direkt antioksidan etki: MEL’in OH', H,O, , ONOO", HOCI gibi oksidatif strese yol
acabilen serbest radikalleri detoksifiye ettigi ve boylece onlarin biyomolekiiller
tizerindeki zararh etkilerini Onleyebildigi bildirilmektedir. MEL’in antioksidan 6zelligi,

yapisinda bulunan indol halkasindan kaynaklanmaktadir (59).

B- Antioksidan Enzim Aracih Etki: Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik
diizeylerdeki MEL’in, SOD, GSH-Px, GSSG-Rd, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)
ve y-glutamilsistein sentetaz gibi bazi antioksidan enzimlerin ekspresyonlarini ya da

aktivitelerini artirdig1 ve bu yolla oksidatif stresi baskiladig: bildirilmektedir (55, 59 ).

C- Prooksidan Enzim Aracih Etki: Melatoninin bazi prooksidan enzimleri inhibe
ederek, serbest radikal olusumunu azalttig1 ve bu yolla da antioksidan sistemi destekledigi
One siiriilmektedir. In vivo ve in vitro sartlarda NO ve daha ileri asamada ONOO®
olusumuna neden olan NOS aktivitesinin, fizyolojik MEL konsantrasyonlarinda inhibe

edildigi bildirilmektedir (55, 59).
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2.6.2.5. ERITROPOIETIN: Eritropoietin (EPO), eritropoezi regiile eden 30,4 kDA
agirliginda bir glikoproteindir (60). Insan EPO’inin 165 amino asitten olusan amino asit
dizisi 1985 yilinda ilk kez bildirilmistir. EPO’nun %40’1 karbohidrat yapisindadir. EPO
tiretimi baglica fetal karaciger ve eriskin bobrekte (korteksteki peritiibiiler hiicreler)
sentezlenir. Karaciger (az miktarda), kemik iligi, dalak, GIS, kalp, akcigerler, testis,
overler ve merkezi sinir sisteminde de sentezi bulunmaktadir. Tiim eritrositlerin %1°1 her
giin yikilmakta ve bu yikim saglikli kisilerde retikiilositler tarafindan yerine konmaktadir.
Oksijen azligi EPO salinimini arttirmaktadir. EPO aktivitesi, hiicre yiizeyinde bulunan

spesifik reseptor ile ger¢eklesmektedir (61).

EPO, aym zamanda, sinir sisteminde varligt ve noroprotektif etkisi son yillarda
gosterilmis olan hematopoetik bir sitokin hormondur. EPO ve reseptorii hem merkezi,
hem de periferik sinir sisteminde bulunmakta ve hipoksi gibi uyaranlarla ekspresyonlari
artmaktadir. Degisik in vitro calismalarda degisik noron gruplarinda norotrofik etkisi ve
cesitli hasar modellerinde in vitro koruyucu etkisi gosterilmis olan EPO’nun etki
mekanizmalart kesin belli degildir. Hiicre canliligini arttiric1 sinyalleri modiile eden
antiapoptotik, anti-oksidan, anti-inflamatuvar ve kalsiyum ile glutamat metabolizmalari
izerine  diizenleyici  etkilerinin, noroprotektif  etkisine aracilik  edebilecegi
diistiniilmektedir (Sekil-12). EPO antioksidan etkisini NO miktarim1 azaltarak ayrica
SOD, GSH-Px, katalaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak da

gerceklestirmektedir (7).

Mekanik travma, inflamasyon,
Iskemi tarafindan indukienen
beyin hasan
drienir

ArjiugenezT Apopitoz

lrﬂamaa‘mi‘llq— Entropoetin —r-Artint-csidanT

MO Cretimi l mESE“:.IEFCBl

Sekil 11: Eritropoietinin Etki Mekanizmasi.

Rekombinant insan eritropoietini (tHUEPO) rekombinant DNA teknolojisi ile iretilir.

EPO ile ayn1 amino asit dizilimi ve etkiye sahiptir (7).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali ve Hakan

Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi’nde yapildi.
3.1.GEREC:

Biyokimyasal 6lctimlerde Merck ve Sigma marka analitik saflikta ve/veya HPLC grade

kimyasal maddeler kullanildi.

Deneylerde HPLC cihaz1 (Jasco), spektrofotometre (Shimadzu UV 1601), derin
dondurucu (BOSCH, PHILCO), homojenizator (Hydalgo), sogutmali santrifiij (Sigma
3K 30), hassas terazi (Sartorius; AND GR), pH metre (HANNA HI 9321), su banyosu
(Kotterman), etiiv (Dedeoglu), vorteks (Elektromag, velp scientifica 2x3), kronometre,
otomatik (Socorex, microlit) ve cam pipetler, sonikator (Virsonic 50), Millex-HV 6rnek
stizme filtresi (selliiloz asetat 0.2 ve 0.45 um), anestezi odacigi (anesthesia
chamber,Ejaj International INC® USA), kapakl1 polistren ve cam tiipler, beher, meziir

ve balon jojeler kullanildi.

Cam malzemeler ve polistren tiipler, deiyonize su ile yikanip bir giin %20 HNO;
cozeltisinde bekletildikten sonra, iic kez Tip 1 sudan gecirilerek demineralize edildi
(62). Hazirlanan reaktiflerin dayaniklilik siirelerine dikkat edildi. Tiim c¢ozeltiler her

caligsma Oncesi yenilendi.
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Melatonin Hazirlanmasi:

MEL (Sigma M-5250), absolii etil alkol icinde (100mg/ml) ¢oziildiikten sonra,
giinliikk dozlar ayn tiiplere konuldu ve -80°C de dondurularak saklandi. Giinliik doz,

uygulamadan Once dondurucudan c¢ikarildi ve oda sicakliginda bekletildikten sonra

kullanildi.
Melatonin Uygulamasi: 10mg/kg/giin (farmakolojik doz: 2.5-10 mg/kg)

Eritropoietin Hazirlanmasi: EPREX 10000 U/ml 6 Flakon ratlarin agirliklarina gore
1500 U/kg giin olacak sekilde insiilin enjektorii ile uygulandi.

Calhsma Grubu: Bu calismada Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya
Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde yetistirilen, Sprague-Dawley cinsi, 280-365
gr agirhiginda 4-5 aylik, 40 adet erkek rat kullanildi.

Calisma Plami: Calisma kapsamina alinan 40 rat her grupta 10 adet olacak sekilde, dort
gruba boliindii ve tartilarak agirliklart belirlendi.

1) Tiner grubu (T; n=10)

2) Melatonin grubu (TIN+MEL; n=10)

3) Eritropoietin grubu (TIN+EPO; n=10)

4) Kontrol grubu (K; n=10)

Birinci gruba; 30 giin boyunca, giinde bir saat tiner inhale ettirildi. Ikinci gruba; tiner
inhalasyonu yaninda,10 mg/kg olacak sekilde intraperitoneal enjeksiyonla MEL,
iiclincli gruba; tiner inhalasyonu ile birlikte giinliikk toplam doz 1500 U/kg olacak
sekilde intraperitoneal enjeksiyonla EPO verildi. Dordiincii grup olan kontrol
grubuna ise ayni siire boyunca taze hava solutularak, 2 ml serum fizyolojik enjekte
edildi. ik ii¢ gruba uygulanan tiner inhalasyonu icin; 60x27x27 cm ebatlarinda
seffaf plastikten yapilmis anestezi odacigi (anesthesia chamber, Ejaj International
INC® USA) kullanildi. Hayvanlarin disaridan gozlemlenebildigi kapal alanin yiizeyi
cam olan dikdortgenler prizmas: seklinde ve disaridaki hava ile izolasyonu olan bir
yapida idi. Tiner olarak seliilozik tiner tercih edildi. Ucucu bir materyal olan tiner,
deney kabinin icinde dagilim sonucu denekler tarafindan inhale edildi. islem izole
bir alanda uygulandig1 icin deney kabi1 disindaki canlilarla direkt bir temasi
olmayacak sekilde diizenlendi. Islem sonunda kap icindeki hava acik alanda
atmosfere karistirildi. Tinerin yanici ve patlayict olmasi nedeniyle, ¢alisma alanina

atesle yaklasilmadi ve calisma alaninin etrafinda elektrik ile calisan herhangi bir
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cihaz bulunmasina izin verilmedi. Icerideki gaz konsantrasyonu (toluen) 3000 ppm
olacak sekilde ayarland1 ve bu konsantrasyon gaz dedektoril ile takip edildi. Tiner
inhalasyonu disinda ratlar 12 saat gece 12 saat giindiiz ayarl ortamda standart pellet
yemle ve musluk suyu ile beslendi, normal oda sicakligi (22 = 1 °C ) ve neminde
bulunan ortamda tutuldu. 30 giin sonunda ketamin anestezisi ile uyutulan ratlarin
intrakardiyak kanlar1 alindiktan sonra, sakrifiye edilerek beyin dokular cikarildi.

Tiim caligma 6rnekleri analize kadar -80°C’de bekletildi.

3.2.YONTEM

Plazma Numunelerinin hazirlanmasi:

Heparinli tiipe alinan kan 6rnekleri 4°C ’de santrifiij edilerek siipernatani alindi.

Beyin Dokusu Homojenizasyonu

Beyin korteksi -80°C’den ¢ikarildiktan sonra buzu ¢oziilmeden kesilerek tartildi ve
0.05 M pH 7.4’liik fosfat tamponu ile 1/4 (w:v) olacak sekilde hazirlandi. Teflon
homojenizatérde buz i¢inde homojenizasyonun ardindan yine buz icinde 30 sn 25
pulsar’da sonike edildi. 1/10 (w/v) fosfat tampon ile diliie edildikten sonra tiiplere

aliarak 13200 rpm’de +4° C’de 30 dk santrifiij edilerek siipernatan ayrildi.

Ayrilan doku siipernatant GSH-Px, SOD, 3-NT, MDA ve protein Ol¢iimlerinde
kullanildi. Alikotlar halinde dondurularak saklanan plazma Orneklerinde de aym
parametreler calisildi ve olgiimlerde kullanilan tiim metodlar icin plazma havuzlari

olusturularak degisme katsayis1 (CV) degerleri hesaplandi.
3.2.1. GLUTATYON PEROKSIDAZ AKTIiVITESi OLCUMU

Prensip: GSH-Px tarafindan katalizlenen reaksiyonda GSH’nin H,0O, ile oksidasyonu
sonucu olusan GSSG’nin glutatyon rediiktaz (GSSG-Rd) kataliziyle tekrar GSH’a
doniismesi sirasinda tiiketilen NADPH konsantrasyonu iizerinden 340 nm’de olusan

absorbans azalmasinin 4 dk boyunca izlenmesi prensibine dayanir (63).

HO, + 2GSH-CSHPX . 2H O +GSSG

GSSG + NADPH+Ht —GSSG-Rd _ NaADPY + 2GSH
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Reaktifler:

1) 0.05 M Fostat tamponu, pH 7 ( 5SmM EDTA igerir)
2) 0.15M GSH

3) 8.4 mM NADPH

4) 100 U/mg protein /ml GSSG-Rd (Sigma, G-1762)
5) 112.5 mM NaNj;

6) 2.2 mM H,0,; (Taze hazirlanir)

Calisma:

GSH-Px aktivitesi tayin edilecek beyin doku numuneleri seyreltilmemis siipernatanla,

plazma numuneleri de yine seyreltilmeden calisildi.

Kontrol Numune
(plazma-doku siipernatani)

tii‘rlllsgi 2,63 ml 2,63 ml
NADPH 0,10 ml 0,10 ml
GSSG-Rd 0,01 ml 0,01 ml
NaNj 0,01 ml 0,01 ml
GSH 0,10 ml 0,10 ml
Numune - 0,05 ml
Tipl su 0,05 ml -

Oda sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakildi.
H>O, 0,1 ml 0,1 ml
25 °C’de 4 dk boyunca enzim aktivitesindeki diisiis Tip 1 su
koriine kars1 340 nm dalga boyunda izlendi.

Hesaplama:
Her numune ve kontrol tiipii i¢in, 2. ve 4.dk OD degerleri kullamilarak, AOD /dk
degerleri hesaplandi. Daha sonra numune AOD /dk degerlerinden kontrol degerleri

cikarilarak net AOD /dk degerleri elde edildi.
Ao[%umun =/AOD—-AO0D

e kontrol
Bir iinite GSH-Px, standart deney sartlarinda 1.0 mikromol NADPH’1n oksidasyonunu
katalizleyen enzim miktar1 olarak tanimlandi (U/L=pmol NADPH/ dk/L) (63).
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NADPH’1n molar absorptivite katsayisi(e)= 6,22.10° M cm™ kullanilarak, plazma ve

doku numunelerinin net AOD /dk degerlerinden, iinite birimine gegildi.

_ AODik  Totahacim(m) 10 mal ) 1
rurnune hacmi (il il 1000 ml

UsL

UL = ﬂt[:lqlnumurua}{C 3 " mE

Doku GSH-Px aktivitesi, Lowry (64) yoOntemine gore protein miktarinin
hesaplanmasindan sonra, miligram protein basma (U/ mgr protein) spesifik aktivite

cinsinden verildi. Plazma GSH-Px aktiviteleri ise, U/L olarak hesaplandi.

GSH-Px aktivitesi tayini icin CV degeri %3,84 olarak bulundu.

3.2.2. SUPEROKSIT DiSMUTAZ AKTIVITESi OLCUMU

Prensip: Ksantin’in XO ile reaksiyonu sonucu olusan O, ’nin nitroblutetrazolium
(NBT) ile renkli formazon meydana getirmesi prensibine dayanir. Numune
ortamindaki SOD aktivitesinin miktarina gore NBT’la olusan renk, numune icermeyen
kore gore azalir. Ortamdaki SOD aktivitesi fazla olursa renk o derece azalacaktir. SOD

aktivitesi, tepkimede NBT rediiksiyonunun % inhibisyon derecesine gore ol¢iiliir (65).

Esantin ——» TUrik asit
MET+ O, —f}—  Formazon (redikte MNBT)

f

_ 80D
ZH+ 205 ——= H2C|2+ Dz
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Reaktifler:

0.01 M Fostat tamponu, pH 7

0.3 mM Ksantin

1 g/L BSA

150 uM NBT

0.4 M Sodyum karbonat

0.6 mM EDTA

0.8 mM CuCl,

167 U/L XO (Sigma X-1875) (2 M soguk amonyum siilfat icinde hazirlanir.)

A S A G

2 M Amonyum siilfat
2.8 mg/ml SOD (Sigma S-2515) (stok standart)

[S—
e

Beyin Doku Numunelerinin Hazirlanmasi: Doku homojenatlarindan elde edilen
stipernatanlar 0.01 M fosfat tamponu (pH 7) ile 10 kez diliie edilerek SOD tayininde
kullanildi.

Plazma Numunelerinin hazirlanmasi: Plazma, 1/10 oraninda SF ile diliie edildikten
sonra, Mn-SOD’u ortamdan uzaklastirmak icin; 1,0 ml diliie siipernatan iizerine
kloroform/etanol (3/5 v/v) karisimi eklendi ve 1 dk boyunca vortexle karistirildi. Tiipler
daha sonra 4°C’de 13000 rpm’de 60 dk santrifiij edilerek, 0,5 ml siipernatan SOD

tayininde kullanildi.

Standart Serinin Hazirlanmasi: Stok standart 2.8 mg/ml konsantrasyonda olacak
sekilde, Tipl suyla coziildii. Elde edilen standart 0.01 M fosfat tamponu ile 7.81 15.62,
31.25, 62.5, 125, 250, 500 ng/ml SOD igerecek sekilde ¢alisma standartlar1 hazirlandi

ve 0.5 ml alinarak numune gibi ¢alisildi.
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Calisma:

Kontrol Standart Numune
(plazma- siipernatan)
Ksantin 1,0 ml 1,0 ml 1,0ml
NBT 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
Sodyum karbonat 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml
EDTA 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
BSA 0,15 ml 0,15 ml 0,15 ml
Numune - - 0,5 ml
Tampon 0,5 ml - -
Standart - 0,5 ml -

25 °C ‘de 5 dk siireyle inkiibasyona birakildi.
Deney tiiplerine daha sonra esit araliklarla olacak sekilde:
Ksantin oksidaz 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml
Eklenerek 25 °C ‘de 20 dk tekrar inkiibe edildi.

Reaksiyonu durdurmak icin esit araliklarla olacak sekilde:

CuCl, 1ml 1 ml 1ml

Ilave edilerek formazon olusumundan kaynaklanan renk siddeti 560 nm

dalga boyunda Tip 1 su koriine kars1 spektrofotometrede okundu.

Hesaplama:
SOD icermeyen ve maksimum formazon olusumu goriilen (OD=0,250) kontrol

tipiinden faydalanilarak standart ve numunelerin %inhibisyon degerleri asagidaki

formiille hesapland.

Kontrol OD — Numune OD
Kontrol OD

x 100 = % inhibisyon

% 1inhibisyon degerinden U/ml SOD miktarin1 hesaplayabilmek icin SOD standart
konsantrasyonuna gore standartin % inhibisyonu elde edilerek, yar1 logaritmik SOD
standard1 grafigi ¢izildi (Sekil 13). Grafikten hesaplama yapabilmek i¢in % inhibisyon
degerlerine karsi, SOD konsantrasyonlariin logaritmik degerleri kullanilarak, dogrusal

bir grafik elde edildi ( sekil 14).
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Bir iinite SOD, standart deney sartlarinda, NBT rediiksiyon hizin1t %50 inhibe eden
enzim miktar1 olarak tamimlandi (65).bu calismada %350 inhibisyon yapan SOD

konsantrasyonu (1 iinite SOD), 9,5 ng/ml olarak bulundu.

100 -
a0
a0
70 A
B0+
a0
40
30+
20 H
10

% inhibisyon

0 p.1 40 B0 50 100
50D (ng/ml)

Sekil 12: Ksantin-Ksantin Oksidaz Sisteminde NBT Rediiksiyonunun

SOD ile Inhibisyon Grafigi.

100
a0
g+
¥ S
60 v=37361 +15,184
50 = D,QQQT
40 +
30 1
20+

0 0,5 1 15 2 25

Log 30D (ngfmd)

% inhibizyon

0,5

Sekil 13: Logaritmik SOD Inhibisyon Grafigi.
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Cizilen grafikler yardimiyla, numunelere ait inhibisyon degerlerinden; plazma SOD
aktiviteleri U/ml olarak, doku SOD aktiviteleri ise; Lowry (64) metoduna gore

hesaplanan total proteine gore U/g protein cinsinden hesaplanarak verildi.

SOD aktivitesi tayini i¢in CV degeri %3,51 olarak bulundu.

3.2.3. 3-NiTROTIiROZiN OLCUMU

Prensip: Biyolojik materyalde bulunan total proteinin, asidik ortamda prepisitasyonu;
ve daha sonra hidroliz edilmesi ile serbest hale gelen 3-NT iceriginin, standartla

kalibre edilen HPLC sisteminde dogrudan tayin edilmesi esasina dayanmaktadir (40, 65
).

Olciimde Kullamilacak Olan HPLC sistemi:

HPLC Modeli Jasco JC 980

Detektor uv/vis (Jasco JC 975)

Mobil Faz %8 Metanol iceren 50 mmol/L sodyum asetat / 50 mmol/L
sitrat tampon, pH:3.1

Analitik Kolon Supelco Cyg 5 um reverse-phase kolon, 25¢m x 4,6 mm

Koruyucu Kolon Spherisorb ODS-2, , C g 5 um reverse-phase cartridge

Dalga Boyu 274 nm

Akis Hiz1 1.0 mL/dakika

Ornek Hacmi 70 uL

Caligma Siiresi 17 dakika

Sensitivite 0,1 pmol/LL

Numune Loopu 100 uL

Enjeksiyon Rheodyne Injector

sistemi _

Bilgisayar Unitesi Kromotografi programi ile donanimli

Mobil Faz: 50 mM Sodyum asetat / 50 mM sitrat / % 8 metanol icerecek sekilde
hazirland1 ve pH:3.1’e ayarlandi. Hazirlanan mobil faz, daha sonra 0.45 pum’lik selliiloz

asetat filtreden siiziildii.

Reaktifler:

1.50 mM Sodyum asetat
2. 50 mM Sodyum sitrat
3. Metanol (HPLC grade)
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4. %10 TCA

5.6 NHCL

6. 6 N NaOH

7.0,01 N HCI

8.1,0 mM 3-NT standardi : 1,0 mM 3-NT stok standarttan 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10 pumol/L.

konsantrasyonlarda olacak sekilde 0.01 N  HCI igerisinde c¢alisma standartlar

hazirlandi.
Calisma:
Beyin Dokusu Siipernatan /Plazma
(Seyreltilmemis)
Numune 300 ul
TCA 300 ul
3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra siipernatan

ayrildi, ¢cokelek kisminin iizerine,

6 N HCI Iml

[lave edildi; tiipler vortekslendi, sonike edildikten sonra hidroliz
tiiplerine alindi. Etiivde 105 °C’de 24 saat = siireyle inkiibasyona birakildi.

Ertesi giin etiivden ¢ikarilan 6rnekler cesme suyunda sogutuldu.

NaOH 1 ml

Eklenerek,vortekslendi, 5 dk 3000 rpm’de santrifiij edildi.
Siipernatan 0.20 um ¢apindaki filtrelerden siiziilerek HPLC sistemine

70 ul enjekte edilerek ¢alisildi

Hesaplama:

Standart ¢alismalarindan elde edilen pik alanlar1 esas alinarak cizilen standart egrisine
gore, bilinmeyen Orneklerin pik alanlarindan konsantrasyonlar1 hesaplandi. Plazma ve
doku Orneklerinin Olciime hazirlanmasi sirasinda yapilan islemlere karsilik gelen

diliisyon faktorleriyle carpilarak, gercek plazma ve doku seviyeleri bulundu.

3-NT seviyeleri, plazmada pumol/L ve dokuda pmol/g protein seklinde verildi.
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Sekil 14: 0,2 pmol/L 3-NT Standart Kromotograma.
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Sekil 15: 1 umol/L 3-NT Standart Kromotograma.
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Sekil 16: 10 pmol/L 3-NT Standart Kromotograma.
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Standart konsantrasyonlarina karsilik gelen pik alanlar1 kullanilarak, 3-NT standart seri

grafigi cizildi (Sekil 18).

=
=

=441 05
r=109997

pik alam

MEHE &
=S 8888

2000

1300
1000

o 2 4 5 8 1 12
3-NT( nmol L)
Sekil 17: Pik Alanlarina Gore 3-NT Standart Grafigi.

Hidrolizatlarin vermis oldugu piklerin dogru olarak secilebilmesi i¢in 1/1 oraninda
1 umol/L 3-NT standardi ilave edilen ornekler, sisteme ikinci defa enjekte edildi.
Boylece, standart/ hidrolizat pikleriyle karsilastirilan 6rneklere ait secilmis piklerin

c¢ikis zamany, teyit edilmis oldu.
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Sekil 18: Tiner Verilen Rata Ait Gozlenebilir 3-NT Kromotogrami
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Sekil 19: Tiner Verilen Rata Ait 3-NT standardi eklenmis Kromotogram
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Sekil 20: Kontrol Grubu Rata Ait 3-NT Bulunamayan Kromotogram.
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Sekil 21: Kontrol Grubu Rata Ait 3-NT Standardi Eklenmis Kromotogram.
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3-NT aktivitesi tayini i¢in CV degeri %3,8 olarak bulundu

3.2.4.MDA OLCUMU:

Prensip: MDA’nin TBA ile olusturdugu renkli kompleksin verdigi floresansin,
fluorometrik detektorle 553 nm (emisyon) ve 515 nm (eksitasyon)’de 6l¢iilmesi esasina

dayanmaktadir (67).

Olciimde Kullamlacak Olan HPLC sistemi:

HPLC Modeli Jasko JC

Dedektor Floresans dedektor

Mobil Faz pH:6,8 50 mmol/L. K,HPO,/ KH,PO, tampon, metanolle
40:60 ( v/v) olacak sekilde karistirildi

Analitik Kolon Supelco C;g 5 um reverse-phase kolon, 25cm x 4,6 mm

Koruyucu Spherisorb ODS-2, , C;g 5 um reverse-phase cartridge

Kolon

Dalga Boyu Eksitasyon: 515
Emisyon: 553

Akis Hizi 1.5 mL/dakika

Ornek Hacmi 20 uL

Calisma Siiresi 10 dakika

Numune Loopu 100 uL.

Enjeksiyon sistemi Rheodyne Injector

Bilgisayar Unitesi Kromotografi programi ile donanimli

Mobil Faz: K,HPO, / KH,PO4 50 mmol/L konsantrasyonda (pH:6,8) olacak sekilde
hazirlandi. Tampon saf metanolle 40:60 ( v/v) oraninda karistirildi. Hazirlanan mobil

faz daha sonra 0.45 pm’lik selliiloz asetat filtreden siiziildii.

Reaktifler:
1. % 0,05 Biitile hidroksitoluen (BHT) (%95’lik alkol i¢inde)

2. 440 mM Fosforik asit

3.42 mM TBA

4. N-Butanol

5.50 mM K,;HPO4

6. 50 mM KH,POg4

7. Metanol (HPLC grade)

8. 5 mM 1,1,3,3-tetractoksipropan (TEP), %97’lik: 5 mM TEP iceren standart
solisyonu kullanilarak plazma icin 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 5 umol/L; beyin dokusu icin
1.25,2.5,5, 10, 20, 30 umol/L. konsantrasyonlarda olacak sekilde % 40lik HPLC grade

etanol soliisyonu igerisinde ¢alisma standartlar1 hazirlandi.
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Calhisma:

Kor Standart Numune
Numune - - 50ul
%40 etanol 50ul
Standart 50ul
BHT 50ul 50ul 50ul
Fosforik asit 400ul 400ul 400ul
TBA 100ul 100ul 100u1

15 sn vortekslendikten sonra
60 dk 95 °C ‘de inkiibasyona birakildi.
n-Butanol 250ul 250ul 250ul
Eklendikten sonra, 10 dakika 5000 rpm’de santrifiij edildi

Stipernatan HPLC sistemine 20ul enjekte edildi

Hesaplama:

Standartlarin her biri, numune gibi ayni islemlere tabi tutulduktan sonra, elde edilen pik
alanlar1 esas alinarak c¢izilen standart egrisine gore, bilinmeyen Orneklerin pik

alanlarindan konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Plazmada pmol/L , dokuda pmol/mg protein seklinde verildi.

51



MDA Standart Serisine Ait Kromotogramlar :
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Sekil 22: 0,5 pmol/L konsantrasyonlu MDA standard1
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Sekil 23: 1 umol/L konsantrasyonlu MDA standard1
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Sekil 24: 5 umol/L konsantrasyonlu MDA standardi.
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Sekil 25: 20 umol/L konsantrasyonlu MDA standardi.
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Sekil 26: 30 pmol/L konsantrasyonlu MDA standardi
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Sekil 27: Pik Alanlarina Gore doku MDA Standart Grafigi.
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Sekil 28: Pik Alanlarina Gore plazma MDA Standart Grafigi
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Sekil 29: Tiner Grubunda 5 Nolu Rata Ait MDA Kromotograma.

MDA 6l¢iimii icin CV degeri % 4,6 olarak bulundu.
3.2.5.PROTEIN OLCUMU:

Prensip: Bu metod hem biiiretojen giicle (alkali ortamda bakir siilfat), hemde
fosfotungstomolibdik ayirac1 iizerindeki tirozin ve triptofan aminoasitlerinin,
indirgeyici giicliyle ¢ozeltideki proteinin prensibine dayanir (64).

Reaktifler:

1. Alkali tartarat: 20 ¢ Na,CO; ve 0,5 g Na*-K" tartarat 0,1 N NaOH ile litreye
tamamlanir.

2. CuSOy: %0,1’1ik hazirlanir.

3. Calisma ayiraci (Taze hazirlanir):

Alkali tartarat ve CuSO,4 50/1 oraninda karistirilir.

4. Folin-Ciocalteau ayiract:

5. Protein standardi: 250 mg/100 ml bovin serum albiimin (BSA) 20, 80, 140, 200, 340,

400 pg/ml protein icerecek sekilde diliie edilerek ¢calisma standartlar1 hazirlandi.
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Calisma:

Standart Kor Numune
Seyreltilmis - - 0,3 ml
stipernatan(1/50, v/v)
Standart (ml) 0,3 ml - -
Tip 1 su - 0,3 ml -
Calisma ayiraci 3 ml 3 ml 3 ml

15 dk inkiibasyon sonrasinda
Folin-Ciocalteau
ayiraci 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml
Eklenerek, 30 dk inkiibasyondan sonra
750 nm dalga boyunda spektrofotometrede kore karst okundu.

Hesaplama: Standart grafige gore degerlendirildikten sonra yapilan diliisyon

faktoriiyle carpilarak hesaplandi. Beyin dokusu mg /ml olacak sekilde doniisiim

yapildi.
0,6 -
©D = 0,0013x
0,5 - = [,999%
0,4 -
0,3 -
0,2 4
0,1
D T T T T 1
o 100 200 300 400 500

Protein (pod ml)

Sekil 30: Protein Standart Grafigi.

Protein ol¢iimii icin CV degeri %2,65 olarak bulundu.
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3.3. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIiRME

Ratlardan elde edilen biyolojik materyalde calisilan parametrelerin aritmetik ortalama
degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS for Windows 10.0 paket bilgisayar programi

kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi:

Veriler analiz edilmeden 6nce normal dagilima uygunluklari Shapiro-Wilk testi ile test
edildi. Beyin MDA, Plazma MDA, Plazma GSH-Px degiskenleri normal dagilima
uygun bulundu. Diger degiskenlere doniisiim yapildi. Doniisiim sonucunda (Logl0)
beyin SOD degerleri normal dagilima uygunluk gosterdi, ama plazma SOD ve beyin

GSH-Px normal dagilima uygunluk gostermedi.

Normal dagilimda olan degiskenlere parametrik testlerle tek yonlii varyans analizi,
gostermeyenlere Kruskal-Wallis varyans analizi yapildi. Bu analizler sonucunda énemli
bulunan degiskenlere coklu karsilagtirma testlerinden (post hoc) Kruskal-Wallis i¢in

Dunn’s ve Tek Yonlii Varyans Analizi i¢in Tukey testi yapildi.

Tiim istatistiki karsilastirmalarda anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4.BULGULAR

Bu calismada, Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde bulunan
Sprague Dawley tiirii 4-5 aylik ve 300-380 gram agirliginda olan 40 erkek rat kullanildi.
Her biri 10 rat iceren ii¢ calisma grubuna 30 giin siireyle tiner inhale ettirildi. Tiner
inhalasyonunun yanisira TIN+EPO grubuna aym siire 1500 U/kg EPO, TIN+MEL
grubuna da 10mg/kg olacak sekilde MEL intraperitoneal enjekte edildi. K grubuna SF
enjekte edilerek ayni siire taze hava solutuldu. Bir ay sonunda ketamin anestezisiyle
uyutulan ratlardan intrakardiyak kan alindiktan sonra, sakrifiye edilerek beyinleri
cikartildi. Fosfat tampon kullanilarak homojenize edilen beyin dokular1 ve ayrilan

plazmalar ¢alisma giiniine kadar -80° C’da muhafaza edildi.

Plazma ve beyin dokusunda yapilan biyokimyasal ¢alismalara ait biitiin veriler, Ek Tablo
da gosterildi. Bu veriler kullanilarak, hesaplanan her bir grubun ortalama degerleri
(aritmetik ortalama ve standart sapma; X+SD) ve yapilan istatistiki karsilastirmalar
tablolar (Tablo 4-8)’da gosterildi. Calisma gruplarini olusturan rat sayilari, tablolarda ‘n’

olarak verildi. Istatistiki karsilastirmalarda, anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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RAT AGIRLIGI:
Belli araliklarla ol¢iilen rat agirliklar tablo 4’de gosterildi

Tablo 4: Rat Agirliklar:

RAT 0. GON 10. GON 20. GUN 30. GUN
AGIRLIGI

KONTROL | 308 12 315+ 14 326+9 334+10°
TINER 299 + 29 288 + 24 269 + 34 250 + 417
TiN+ MEL | 306 +28 304 +29 300 + 32 297 +32
TiN+ EPO | 310+ 29 307 £28 302 +34 295 +31

Istatistiksel olarak anlamli bulgular: 0. giin (*) ile diger gruplarin karsilastiriimasi

sirasinda elde edildi.

Ratlarin agirliklart belli araliklarla olciildiigiinde sadece kontrol grubu ratlarda agirlik
artist oldugu gozlendi. Tiner verilen grupta ratlarin giderek zayifladigi; TIN + MEL ve
TIN + EPO gruplarinda ratlarin kilo kaybettigi ama bu kaybin istatistiksel olarak anlamli

olmadig1 bulundu.
4.2.PLAZMA VE BEYIN DOKUSU BULGULARI:

Calisma bitiminde ratlardan elde edilen plazma ve doku numunelerinde SOD, GSH-Px

aktiviteleri, 3-NT ve MDA diizeyleri ol¢iildii.
4.2.1.Plazma ve Beyin Dokusu Glutatyon Peroksidaz Aktiviteleri:

Calisma gruplarinin plazma ve beyin dokusu GSH-Px aktiviteleri Tablo 5’de gosterildi:
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Tablo 5: Calisma Gruplar1 Plazma ve Doku GSH-Px aktiviteleri.

Gruplar

Parametre KONTROL TIN TIiN + EPO TIN +MEL

(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Plazma
GSH-Px 0,59 +0,12" 0,38+0,11° 0,59+0,15"  0,551+0,10"
(U/L) 0,57(0,44-0,38)  0,37(0,19-0,80) 0,59(0,44-0,94) 0,50(0,39-0,75)
Beyin
GSH-Px (U/ 0,08+0,01" 0,050,001 0,07+£0,04" 0,07 +0,02"
mg protein 0,08(0,06-0,12) 0,05(0,04-0,08) 0,05(0,02-0,14) 0,07(0,02-0,09)

Istatistiksel olarak anlamli bulgular : K=kontrol grubu ; *= tiner grubu ile, diger
gruplarin karsilastirilmasi sirasinda elde edildi.

Calisma gruplarinin plazma ve doku GSH-Px aktiviteleri arasinda Kkarsilagtirma
yapildiginda tiner kullaniminin GSH-Px aktivitelerini diger gruplara gore anlaml olarak
azalttig1 gozlendi. Diger ii¢ grup arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi bulundu

(p<0,05).
4.2.2. Plazma ve Beyin Dokusu SOD Aktiviteleri:

Calismamizda SOD aktiviteleri incelenerek gruplardan elde edilen sonuglar Tablo6’de

gosterildi:

Tablo 6: Calisma Gruplar1 Plazma ve Doku SOD aktiviteleri.

Gruplar
Parametre KONTROL TiN TiN+ EPO  TiN+ MEL
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Plazma SOD 20,7 +7,.8° 33,3+ 62" 27,3+ 8,08 25,246,6
(U/ml) 20,0 (7-35) 34,9(19-39) 31,8(13-36) 24,7(14-37)
Beyin SOD 66,4324 121,8+70,2°  86,8+273" 7284371
(U/g protein) 52,2 (30-126,) 110,4 (48-211)  85,5(32-134)  58,3(33-143)

[statistiksel olarak anlamli bulgular : K=kontrol grubu ; *= tiner grubu ile, diger
gruplarin karsilastirilmasi sirasinda elde edildi.
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Calisma gruplarinin plazma ve doku SOD aktiviteleri karsilastirildiginda Tiner grubunda,
kontrol grubuna gore aktivitenin istatistiksel olarak anlamli artmis oldugu gozlendi.

Diger gruplar arasinda anlamli degisiklik bulunmad1 (p>0,05).
4.2.3. Plazma ve Beyin Dokusu 3-NT Diizeyleri:

Bu calismada 3-NT miktarlar1 plazma ve doku homojenatlarinda HPLC yontemi ile

oOlciildii. Sonuclar Tablo 7°da da gosterildi:

Tablo 7 : Calisma Gruplar1 Plazma ve Doku 3-NT Diizeyleri.

Gruplar
Parametre KONTROL TiN EPO TiN+MEL
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Plazma 0 46,89+12,81 0 0
3-NT(umol/L) 35,60(26,18-61,78)
Beyin 3NT 0 43,30+12,86 0 0
(nmol/g protein) 42,64(25,1-57,60)

[statistiksel olarak anlamli bulgular : K=kontrol grubu ; *= tiner grubu ile, diger
gruplarin karsilastirilmasi sirasinda elde edildi.

Tiner uygulamasinin sonlandirilmasinin ardindan protein oksidasyonunun gostergesi
olan, ayrica tek basina NO  ve O ‘den daha giiclii bir oksidan olan 3-NT olusumu
gozlendi. Tiner yaninda MEL ve EPO verilen gruplarda 3-NT olusmadigi; yani MEL ve
EPO’nun protein oksidasyonuna karsi plazma ve beyin dokusunda koruyucu oldugu

gozlendi. K grubunda da 3-NT olusumu bulunmadi (p<0,05).

4.2.4.Plazma ve Beyin Dokusu MDA Diizeyleri:

Calisma gruplarinin plazma MDA diizeyleri Tablo 8’de gosterildi:
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Tablo 78: Calisma Gruplar1 Plazma ve Doku MDA Diizeyleri.

Gruplar
Parametre KONTROL TIN TIN+ EPO  TiN + MEL
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Plazma 0,86 +0,06 2,24 +0,38% 1,46+041°%  134+034°F

MDA (umol/L) 0,86(0,73-0,96)  2,08(1,49-3,13) 1,52(0,53-2,04) 1,34(0,84-1,93)

Beyin MDA
(umol /mg protein) 1,97 +0,49" 3,13 + 1,265 1,29 +0,58" 1,90 + 0,41
1,97(1,22-2,66) 2,91(1,53-5,66) 1,27(0,56-2,65) 2,00(1,09-2,42)

Istatistiksel olarak anlamli bulgular : K=kontrol grubu ; *= tiner grubu ile, diger
gruplarin karsilastirilmasi sirasinda elde edildi.

Calisma gruplarinin plazma ve doku MDA diizeyleri karsilastirildiginda, T grubunda
diger gruplara gore LPO’da anlamli artis oldugu (p<0,05); tiner inhalasyonu ile beraber

MEL ve EPO kullaniminin LPO olusumunu 6nemli oranda baskiladig1 gozlemlendi.

62



5. TARTISMA

Yasamin her alanma girmis olan ve cok cesitli alanlarda kullanilan tinerin 6zellikle
solunum, deri ve oral yolla temasi s6z konusudur. Endiistride ve boya islerinde sik
kullanilan tinerin son yillarda, madde bagimlilar1 tarafindan narkotik olarak kullanimlari
da dikkat ¢cekmektedir. Tinerin, endiistride ve diger alanlarda giivenli kullanim miktarlari
belirlenmis olup uygulamada bu sinirlara bagli kalinmaktadir. Ancak maddenin
uyusturucu olarak kullanimi engellenememekte ve giin gectikge artmaktadir (1,2).
Ankara Madde Bagimliligi Arastirma ve Egitim Merkezi (AMATEM)’'nden alinan
bilgilere gore; tiner genellikle diisiik sosyoekonomik ¢evrede , 6zellikle de seliilozik tiner
seklinde kullanilmaktadir. Ucuz, ulasilmasi kolay ve yasak olmayan tineri madde

bagimlilan yiiksek dozda ve inhalasyon yolu ile almaktadirlar (13).

Tinerin kaza sonucu oral alimi sonrasi 6len bir erkegi, vak’a olarak yayimlayan Ameno
ve ark (68), toluen konsantrasyonunun en ¢ok karacigerde, onu takiben pankreas, beyin,
kalp, kan, yag ve serebrospinal sivida oldugunu tesbit etmistir. Paterson ve Sarvesvaran
(69) ise inhalasyon yoluyla zehirlenip 6len 16 yasindaki bir erkegin otopsisinde toluenin
sirastyla en cok beyin, karaciger ve kanda biriktigini yayimlamistir. Ayrica yapilan
hayvan calismalarinda da tinerin lipofilik olmasi sebebiyle 6zellikle yag dokusundan
zengin olan beyinde biriktigi ve zararl etkilerini bu dokuda gosterdigi bildirilmistir (12,

15, 19).
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Tinerin beyine olan etkilerini incelemek icin yapilan deneysel c¢alismalarda,
intraperitoneal ve oral uygulamalarin disinda; seliilozik tinerin, sokak cocuklarinda
kullanmnmina benzer sekilde, ratlara yiiksek dozda inhalasyonu yapilmaktadir.
Calismamizda tiner, ratlara fiziksel temas olmaksizin giinde bir saat yiiksek doz inhale
ettirildi. Tiner inhalasyonu siiresince, once; ratlarin hareketlerinin yavasladigi, yiiriime
zorlugu cektikleri, soluk alig verislerinin derinlestigi, calismanin sonuna dogru ratlarin
agresiflestigi gozlendi.ayrica ratlarda agirlik kaybi oldugu bulundu. Bu bulgularin

tinerin norotoksik etkisinin isaretleri olabilecegi diisiiniilebilir.

Deneysel caligmalarda tiner dozu genelde icerisinde en yiiksek konsantrasyonda bulunan
toluen iizerinden hesaplanir. Daha 6nce yapilan calismalarda toluen cesitli dozlarda ve
stirelerde kullanilmistir. Rebert ve ark (70) 1989’da 500-16000 ppm tolueni tek doz
uygulamislar ve beyinde potansiyel norotoksik etki gozlemlemislerdir. Gibson ve
Hardesty (71) ise 0, 30, 100 ve 300 ppm tolueni 2 yil uygulamiglar ama hicbir toksik
etkiye rastlamamislardir. Bu calismalar tinerin  500-16000 ppm arasinda
uygulanabilecegini gostermektedir. Ancak c¢ok yiiksek dozlarin ani O6lime sebep
olabilecegi de unutulmamalidir (12, 19). Bu c¢alismada tiner en cok kullanilan

konsantrasyonda, yani 3000 ppm olacak sekilde inhale ettirilmistir.

Tiner inhalasyonu sonucu viicutta olusan toksik maddeler, CYP-450 ile zararsiz hale
getirilmektedir. Ancak yiiksek doz ve uzun siire kullanim, CYP-450’ye bagh
monooksijenazi arttirarak ve SOR olusumunu aktive ederek, enzim indiiksiyon sinirini
asinca viicutta biriken toksik metabolitler hiicreye zarar verirler (3, 19, 20).Viicutta

meydana getirdigi diger etkileri de hipoksi, asidoz ve asir1 glutamat birikimidir (72).

Organizmada oksidatif hasardan en ¢ok etkilenen doku beyindir. insanda beynin viicut
agirhigina gore ylizde agirhign yaklasik iki iken kullandigi oksijen orami tiim oksijenin
yiizde yirmisidir. Bu nedenle de oksijenin yan iiriinlerinin olusturdugu toksisite beyinde
diger dokulardan daha siiratle ortaya cikabilir. Beyinde dopamin oksidasyonu gibi bazi
spesifik norokimyasal reaksiyonlarla asir1 endojen SOR fiiretilir. Bunlarin disinda;
noronlarin membran alaninin sitoplazmik hacime oraninin yiiksek olmasi; aksonlarin
morfolojisinin periferal hasara oldukca yatkin olmasi; iistelik noron hiicrelerinin
cogalamamasi, hasar goren hiicrelerin kendini yenileyememesi gibi mekanizmalar

sebebiyle beyin dokusu fazla etkilenir (73).

Dogal olarak bunun sonucunda antioksidan savunma sisteminin de beyinde daha giiclii

olmasi beklenirken, tam tersi goriilmektedir. Onemli antioksidan enzimler beyinde diisiik
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diizeydedir (74). Ayrica demir ve askorbik asidin konsantrasyonu da yiiksek olup serbest
demir gerek tek basina, gerekse askorbik asitle birlikte oksidan madde iiretir. Beyinde,
oksidatif hasarin kolaylikla baslayip, kendi kendine ilerlemesine uygun bilesikler olan
doymamis yag asitlerinin konsantrasyonunun yiiksek olmasi da onemli bir etkendir.
Biitiin bu olumsuzluklarin yaninda beyin fizyolojik bir engel olan kan-beyin bariyeri ile
korunmaktadir. Bu engel, bir yandan toksinlerin merkezi sinir sistemine girmesini
Onlerken, diger taraftan ayni sinir1 antioksidan maddeler i¢in de koymaktadir. Ancak
tinerin kan-beyin bariyerini gecebildigi ve esas etkisini yag dokusundan zengin beyinde

olusturdugu bilinmektedir (3, 9, 19, 20).

Viicuda inhalasyonla alinan tiner karacigerde bulunan CYP-450 enzimleri ile etkileserek
yan zinciri hidroksillenmekte ve benzil alkole doniismektedir. Daha sonra alkol
dehidrogenaz enzimi ile oksitlenerek, benzaldehide ve aldehid dehidrogenaz etkisi ile
benzoik aside transforme olmaktadir (75). Yiiksek doz ve uzun siire tiner inhalasyonu

CYP-450’ye bagli monooksijenazi arttirarak, SOR olusturmaktadir.

Organik solventlerin SOR yolu ile doku hasar1 patogenezindeki degisikliklerini
inceleyen ¢alismalarin sayisi, ¢ok fazla degildir ve bu konu gittikce 6nemi artan sosyal
bir problem olmaktadir. SOR olusumu sonucu biitiin molekiiller hasar gorse de lipidler
daha sik hedeflenir. Bu durumun, lipidlerin cift baglar icermesiyle ve hiicre
membranlarinda her zaman mevcut olmalariyla ilgili olduguna inanilir (76).
Membranlar, oksidatif stresten ©Onemli Ol¢iide sorumlu olan poliansatiire yag
asitlerinden zengin olup SOR’un lipidleri perokside etmesiyle doku hasari olusur,
LPO’nun son iiriinlerinden birisi tiyobarbiturik asit ile Olciilebilen MDA dir (12, 77).
Bu yontem, lipid peroksit seviyelerinin 6l¢iimiinde siklikla kullanilir. MDA, yag asidi
oksidasyonunun spesifik kantitatif bir indikatorii degildir, fakat; LPO’ nun derecesi ile
koreledir (46). Ol¢iimiinde spektrofotometre veya HPLC kullanilir. Calismamizda daha
spesifik bir yontem olan HPLC tercih edildi (67).

Baydas ve ark (56, 78), tinere maruz kalan ratlarda yapmis olduklar1 caligmalarda tinerin
sinir sisteminde yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden oldugunu tespit etmislerdir.
45 giin siireyle yiiksek konsantrasyonda (3000 ppm) tinere maruz birakilan ratlarin tiim
beyin bolgelerinde LPO {iriinleri olan MDA ve 4-hidroksialkenlerin (4-DHA) anlamli bir
sekilde arttigim1 gézlemlemislerdir. Ayrica tinerin bilissel davranislarda olumsuz yonde

degisime ve oksidatif stresin artmasina neden oldugunu bildirmislerdir.
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Karagozler ve ark (79), uzun siire ¢oziicii etkisine maruz kalan boyacilarin kaninda MDA

ve sitokin diizeylerini inceleyerek belirgin bir sekilde artis oldugunu gozlemlemislerdir.

Halifeoglu ve ark (80), calismalarinda da tiner ile c¢alisan iscilerde tinerin lipid
peroksidasyonuna ve antioksidan enzimlere etkisini arastirmiglardir. Yapilan bu
calismada oksidatif hasar gostergesi olarak plazma MDA diizeylerini 6l¢erek numune
grubunu kontrol grubu ile kiyasladiklarinda; tiner ile calisanlarin MDA diizeylerinde

belirgin bir artis oldugunu gozlemlemislerdir.

Ulakoglu ve ark(13), yapmis olduklar1 calismada ratlar1 bes hafta boyunca tinere maruz
birakmiglar ve tiner teneffiisii siiresince lipid peroksidasyon iiriinlerinde (MDA ve 4-
DHA) anlamh artiglar gozlemlemislerdir. Tinere maruz kalmanin; akciger
parankimasinda 6dem olusmasina, viicut sicakliginda degisiklige, hem akciger hem de

diger organlarda siirekli ve 6liimciil hasarlara sebep olabilecegini bildirmislerdir.

Diindaroz ve ark (81), tiner soluyan ¢ocuklarda tinerin lipid peroksidasyonuna etkisini
belirlemeye calismiglardir. Bu calismada tiner soluyan c¢ocuklarin eritrosit ve plazma

MDA diizeyleri kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur.

Bozic ve ark (82); 3, 7 ve 11 giin toluen uyguladiktan sonra ratlarin eritrositlerini
incelemisler ve sonug olarak toluenin oksidatif stresi ve MDA olusumunu indiikledigini;
savunma olarak da kemik iliginde 16kosit Onciillerinin ve kan seruloplazmininin arttigini

bildirmislerdir.

Ilgazli ve ark (83), tiner teneffiisiiniin MDA seviyelerine etkisini arastirmak amaciyla
yaptiklar1 bir calismada ratlar1 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 hafta boyunca giinde iki kez birer saat
tiner solumaya maruz birakmiglardir. Akciger dokularindaki MDA seviyesinde 2.
haftadan itibaren baslayan artisin 8. ve 12. haftada en yiiksek seviyelere ciktigi

gozlemlemislerdir.

Mattia ve ark (3, 19, 20), in vivo ve in vitro ¢alismalarinda, intraperitoneal olarak
uyguladiklar1 toluen etkisiyle beyin, karaciger, bobrek ve akciger dokularinda SOR
olusumunun hizlandigin1 ve LPO’nun arttigin1 bildirmislerdir.Ayn1 arastirmacilar toluen
ile birlikte metabolizma iiriinleri olan benzil alkol ve benzaldehidin de beyin mitokondri
fraksiyonlarinda ileri diizeyde SOR olusumunu hizlandirdigimi gostermislerdir. Toluenin
bu etkisini, karisik fonksiyonlu oksidaz ve aldehid dehidrogenaz tarafindan katabolizmasi
sonucu, agiga c¢ikan siiperoksid anyonunun artisina baglamislardir. Yaptigimiz ¢alismada

kullanilan tiner bilesiminin en yogun kismimi olusturan (63%) ve dolayisiyla toksik
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etkisinin de en yiiksek oldugu diisiiniilen toluen inhalasyonu sonucunda elde edilen LPO
bulgulari, yukarida bahsedilen calismalarin yani sira; Mattia ve ark’nin (3, 19, 20)
yaptiklart calismalarla da uymaktadir. Ancak solventlerin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
bile karisim halinde bulunduklarinda, birbirleriyle sinerjik etki gosterdiklerini ve hatta

birbirlerinin toksik etkilerini arttirabildiklerini de goéz oniinde bulundurmak gerekir.

Normalde viicutta oksidatif stres ile antioksidanlar arasinda bir denge mevcuttur. Bu
dengenin bozulmas: sonucu biriken SOR c¢ok cesitli hastaliklarin patogenezinde rol
oynamaktadir (4, 5). Calismamizda MDA yaninda antioksidan enzimlerden olan SOD ve
GSH-Px aktiviteleri Olciilerek tinerin bu enzimlere olan etkisinin incelenmesi amaclandi.

Benzer calismalara bakildiginda:

Halifeoglu ve ark (84), tiner ile ¢alisan is¢ilerde bu solventin antioksidan enzimlere olan
etkisini arastirmiglardir. Calismalarinda artmis SOD, azalmis GSH-Px aktiviteleri
bulmusglardir. Baydas ve ark (78) da, 45 giin siireyle yiiksek konsantrasyonda (3000 ppm)
tinere maruz birakilan ratlarda tinerin beynin hicbir bolgesinde SOR’nin
detoksifikasyonuna katilan ve GSH-Px icin substrat olan glutatyon seviyelerine

gozlenebilir bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir.

Ayrica yine Baydas ve ark (12) tiner uyguladiklar1 ratlarda beyinde antioksidan
enzimlerden olan SOD aktiviteleri ve glutatyon diizeylerinin azaldigini tespit etmislerdir.
Ilgazli ve ark (83) da giinde 2 kez birer saat tiner inhale ettirdikleri ratlarda kandal2 hafta
boyunca degisimleri incelemisler; ancak SOD aktivitelerinde artis ve glutatyon
seviyelerinde azalma olmakla birlikte anlamli degisiklik saptayamamuiglardir. Karagozler
ve ark (79) boyacilarda yaptiklar1 bir ¢alismada kanda SOD ve GSHPx aktivitelerinin

azaldigin1 bulmuslardir.

Diindaroz ve ark (81), tiner soluyan cocuklarda antioksidan sisteme olan etkisini
belirlemeye c¢alismiglardir. Calismalarinda tiner soluyan cocuklarin eritrosit ve plazma
SOD aktiviteleri kontrol grubuna gore daha yiiksek ama GSH-Px aktivitelerini diisiik
bulmuslardir. Oztezcan ve ark (85) tiner uyguladiklari ratlarda beyin ve karacigerde SOD
ve GSH-Px aktivitelerini arastirmiglar beyinde GSH-Px ve SOD aktivitelerini diisiik;
karacigerde diisiik SOD artmis GSH-Px aktiviteleri bulmuslardir.

Tiner ve toluen uygulayarak SOD ve GSH-Px aktivitelerini arastiran c¢alismalarda
yukarida belirtildigi gibi farkli sonuclar elde edilmistir. Bunlarin bazilarinda SOD ve
GSH-Px aktiviteleri artmis, bazilarinda azalmis; hatta degismemistir.
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Oksidatif strese karsi savunma sistemlerinin ilk adimi; olusan O, ’nin H,O’e

cevrilmesidir. Ikinci adim GSH-Px ve CAT’la H,0,’nin nétralize edilmesidir.

GSH-Px, viicudun biitiin doku ve hiicrelerinde bulunmakla birlikte dokulara gore
aktivitelerinde farkliliklar gosteren bir enzimdir. Beyindeki aktivitesi diger baz1 dokulara
gore daha azdir (86). Insan beyni ve fare beyninde yapilan calismalarda SOD
aktivitelerindeki artisin GSH-Px aktivitelerinde artisa neden olmadigi ve GSH-Px
aktivitelerinde artis olmaksizin SOD aktivitelerindeki artisin LPO’ na neden oldugu
gosterilmistir (87-89). H,O,’in detoksifikasyonunda GSH-Px’in yaninda CAT’ da rol alir.
GSH-Px, diisiik H>O, konsantrasyonlari mevcut oldugunda daha etkin iken; katalaz,
ozellikle H,O, miktarinin asirt arttigl durumlarda devreye girerek biiyiik bir spesifiklikle
bu molekiilii suya cevirir (73). Calismamizda SOD aktivitelerinin tiner uygulanan grupta
beyin dokusu ve kanda anlamli olarak arttig1 gozlemlenmistir. SOD enziminin artmast;
asirt olusan O, ’nin SOD ile noétralize edildigini; bu sebeple ortamda H,O, miktarinin
cok arttigim gostermektedir. Ancak diger bir antioksidan olan GSH-Px aktiviteleri
incelendiginde kanda ve beyinde anlamli sekilde azaldigi bulunmustur. H;O; nin su ve
oksijene bozunmasini saglayan GSH-Px aktivitelerinin azalmis olmasi, hiicrelerde yiiksek
konsantrasyonlarda H,O, birikimi olasiligin1 akla getirmektedir. H,O, hiicreler i¢in toksik
etkiye sahip reaktif bir oksijen bilesigidir. Ayrica olusan asir1t H,O,’in aktive olan CAT
ile su ve oksijene doniismesi olasiligini da diisiindiirmektedir. Ancak CAT aktiviteleri

incelenmedigi icin bunu tam olarak aciklayamadik.

H;0,’in  SOD enzimini inaktive ettigine dair ¢ok sayida calisma vardir. Bu
inaktivasyonun muhtemel bir mekanizmasi SOD’in serbest radikal olusturan Fenton
Reaksiyonunda, demirin yerine gecen bakir nedeniyle bu radikale hassas olmasindandir.
Ama bu enzimler ayn1 zamanda direkt veya dolayli olarak birbirlerini inaktivasyondan da
korurlar. Boylece radikallerin siirekli arttigi bir iiretim hizi ile geri doniisiimsiiz bir

otokatalitik siire¢ ve hiicre 6liimii meydana gelir (90).

Yapilan biitiin ¢alismalar ve calismamiz gostermektedir ki; antioksidan sistem cesitli
durumlara farkli yanitlar verebilmektedir. Sahin (91) yaptig1 calismada ratlara farkli
stresler uygulamis ve beyin dokusunda SOD ve GSH-Px aktivitelerinin farkli sekilde
etkilendigini goézlemlemistir. Ayrica Lesiuk ve ark (92) karbon tetrakloriir uyguladiklar
ratlarin beyin, karaciger, bobrek ve kalp dokularinda SOD ve GSH-Px aktivitelerinin
farkli oldugunu bildirmislerdir. Venditti ve ark (93) da oksidatif hasara olan yatkinligin

dokuya gore degistigini belirtmisler ve antioksidan kapasiteye gore organlar1 karaciger>
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kan> kalp> kas olarak siralamiglardir. Bizim ¢alismamizda plazma ve doku degerlerinin
paralellik gostermedigi saptandi ve bu bulgunun antioksidan kapasitenin dokulara goére
farklilik gostermesine bagli oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak bu c¢alismalarin ¢ogunda
ortamda bulunan lipidlerin etkilenmesiyle LPO olusmaktadir. Bunun sebebinin, lipidlerin
cift baglar icermesiyle ve hiicre membranlarinda her zaman hazir bulunmalariyla ilgili

olduguna inanilir (76).

Calismamizdaki SOD ve GSH-Px aktivitelerinin diger ¢alismalarla ¢elismesinin sebebi
tiner uygulanma siiresi ve incelenen dokularin farkliligi olabilir. Olusan asir1 O;”
kompansatuvar olarak SOD aktivitelerini arttirmakta ancak oksidan etkinin devam etmesi

ile kullanima bagli olarak zamanla aktiviteleri azalmaktadir.

Normal kosullarda,organizmadaki SOD aktiviteleri, olusan tim O, ’ni dismutasyona
ugratmaya yetecek diizeydedir fakat, siiperoksit diizeyleri cok artmissa ya da fazla
miktarda NO™ meydana gelmigse ONOO™ olusumu gozlenir. ONOO™ olusumu i¢in gerekli
reaksiyon hizinin (6,7x 109 M'l) yiikksek olmast onemlidir. Bu hiz O,”’i ortamdan
temizleyecek enzim olan SOD ’un reaksiyon hizinin yaklasik dort kat iizerindedir.Diger
bir deyisle, patolojik durumlarda ONOO™ olusumu kacinilmazdir. Ayrica artmis Oy ;
ONOO' olusumu yoluyla hem daha toksik bir radikal olusturmakta hem de NO’ in

yararlanimini azaltmaktadir (94).

Normal bireylerin plazmalarinda ve dokularinda 3-NT diizeyleri saptanamayacak
konsantrasyonlardadir. Ancak bazi hastalik durumlarinda plazma, idrar ve doku
orneklerinde 3-NT seviyeleri tespit edilebilecek diizeylerde bulunabilir. Fakat bunun i¢in

orneklerin, 6lcliim 6ncesi uygun bir sekilde hazirlanmasi gerekmektedir (40, 66).

3-NT’in, ONOO'" oksidasyonunun stabil son {riinii olmasina bagli olarak, 3-NT
konsantrasyonu NO™ bagimli in vivo hasarin tespitinde kullanigl bir marker’dir. Bugiinkii
bilgilere gore, ONOO™ tek basina NO ve O,’den daha giiclii bir oksidan ve sitotoksik
mediatordiir (41).

3-NT ol¢timleri icin monoklonal ve poliklonal antikorlarin kullanildigl immiinolojik (95),
gaz kromotografi-kiitle spektrofotometrik (96) ve degisik dedektorlerin (elektrokimyasal,
floresans, UV) kullanildigi HPLC gibi cesitli yontemler kullanilmistir. Biz bu yontemler
arasinda, 3-NT olctimiinde yaygin olarak kabul edilen UV dedektorlii HPLC yontemini
tercih ettik (66).
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Calismamizda tiner grubunda 3-NT olusumu goézlendi. Buna bagli olarak ratlara
uygulanan tinerin yiiksek SOD ve diisiik GSH-Px aktiviteleriyle de desteklendigi gibi,
ONOO " sentezini artirdig1 ve protein yapilarindaki tirozil artiklarini nitratlayarak, 3-N'T
tiirevlerini olusturdugu diisiiniilebilir. Baska bir ifadeyle tinerin oksidatif protein hasarina
yol agtig1 ve bu nedenle tinere baglh norotoksik yan etkilerin ortaya ¢ikmasinda, protein
oksidasyonunun da o©Onemli bir yeri oldugu vurgulanabilir. Yapilan literatiir
arastirmasinda; tiner kullaniminda 3-NT olusumunu arastiran tek calismada da, tinerin

beyinde 3-NT olusumuna yol agtig1 bulunmustur (97).

Serbest radikallere karsi viicutta iiretilen endojen ve ayrica eksojen antioksidanlar da
mevcuttur. Bu antioksidanlarin etkileri c¢esitli durumlar disinda tiner veya toluen
kullannminda da arastirilmistir. Coskun ve ark (98) giinde 8 saat 3000 ppm toluen
uyguladiklar1 ratlarin siyatik sinirlerini homojenize ederek MDA diizeylerini ve SOD,
GSH-Px, CAT aktivitelerini karsilastirmiglardir. Bu ¢alismada toluenin MDA diizeylerini
arttirdigi, SOD, GSH-Px aktivitelerini azalttigt ve CAT aktivitelerini etkilemedigi
gozlenmistir; Ayrica GSH-Px aktivitelerini giiclendiren ve lipoksijenaz yolunu inhibe
eden selenyumlu bir bilesik olan ebselenin, toluenin toksik etkilerini geri c¢evirdigi
bulunmustur. Dillioglugil ve ark (99) baska bir antioksidan olan N-asetilsisteinin (NAC)
tiner uyguladiklari ratlarda akciger iizerine koruyuculugunu arastirmislar ve sonug olarak

NAC’nin oksidatif stresi ve LPO’yu azalttigini gdzlemlemislerdir.

Bir bagka onemli antioksidan MEL’dir. Cesitli antioksidanlarin giiciinii belirlemek
amaciyla yapilan karsilagtirmali calismalar, MEL’in en giiclii antioksidanlardan biri
oldugunu gostermektedir. Askorbat, alfa-tokoferol ve GSH gibi zincir reaksiyonlarini
kirabilen diger antioksidanlardan farkli olarak, yayilmakta olan lipid peroksidasyonunu

peroksil radikalini yakalayarak sonlandirmaktadir (58).

Deneysel ¢alismalarda oksidatif hasar olusturmak icin kullanilan toksik maddelerin dozu
oldukca yiiksek tutuldugundan melatoninin de ancak farmakolojik dozlarda etkin
olabilmesi miimkiin goriilmektedir. Calismamizda tinere bagl serbest radikal hasarinin
olusabilmesi i¢in yiiksek tiner dozlar1 uygulanan deney hayvanlarina MEL, 10 mg/kg
olarak uygulanmistir. Literatirde 1 mg/kg’dan 20 mg/kg’a kadar degisen miktarlarda
eksojen melatonin dozu bildirilmektedir. Diisiik dozlar daha ¢ok kronik, yiiksek dozlar
ise akut enjeksiyonlarda uygulanmistir. Bizim kullandigimiz doz, fizyolojik dozun birkag
katidir. Melatonin dozu konusunda farkli goriisler mevcuttur. Ancak MEL, nontoksik ve

dokulara ¢ok iyi difiize olabildigi icin 300 mg’lik dozlar da bile kullanilabilir (6).
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Kazez ve ark (100) ve De La Lastra ve ark (101) MEL icin en iyi antioksidan dozun 20
mg/kg oldugunu bildirmislerdir. Tiitiinciiler ve ark (102) hipoksi olusturulan ratlara 10
mg/kg ve 20 mg/kg MEL uygulayarak, melatonin dozunun lipid peroksidasyonu olugumu
ve antioksidan enzimlere olan etkilerini incelemisler ve dozun antioksidan etkide 6nemli
olmadigin1 bulmuslardir. Ancak bu konu ve MEL dozuna iligskin ileri caligmalar

gerekmektedir.

MEL direkt radikal siipiiriicii etki ile, indirekt spesifik melatonin reseptorleri aracilig ile
ve antioksidan enzimleri aktive ederek ya da pro-oksidatif enzimleri inhibe ederek doku
koruyucu 6zellik gosterir. MEL’ in enzimleri nasil aktive ettigi tam olarak bilinmemekle
birlikte, GSH-Px’in ve O;”’in dismutasyonunda en biiyiikk rol oynayan SOD’un
mRNA’sin1 arttirdigr bildirilmistir (86). MEL, H,O’in hiicre i¢i konsantrasyonunu
azaltir, ayrica indol niikleusun yan zincirindeki metoksi ve asetil gruplart OH™ radikalinin
giderilmesinde rol oynar ve bir elektron verip OH” i nétralize ederek toksik olmayan
indolil katyon radikaline (melatonil) doniisiir (103). 5-OH-triptofan, 5-OH-triptamin ve
serotonin ile kiyaslandiginda, melatoninin, NO olusumunu azaltan en giiclii indol oldugu
saptanmustir. In vitro sartlarda melatoninin doza bagimli bir sekilde, ONOOin yol actig
oksidasyonu Onledigi ve ayrica kendisi nitrasyona ugrayarak ONOQO™i detoksifiye ettigi;

in vivo enflamasyon modelinde de 3-NT olusumunu baskiladig1 gosterilmistir (59).

MEL verilerek pek cok dokuda oksidatif strese bagli zararli etkilerin Onlendigi
gosterilmigtir. Narin ve ark (104) kalpte iskeminin zararh etkilerinin, Halic1 ve ark (105)
kasta iskemik hasarin, Tiitlinciiler ve ark (102) beyinde hipoksi sonucu olusan etkilerin

MEL ile 6nlenebildigini bildirmislerdir.

Yapilan literatiir arastirmasinda Baydas ve ark (12, 56, 78) yaptiklar1 caligmalarda tinerin
etkilerini ve bunun melatoninle Onlenebilirligini arastirmiglar ve melatoninin tiner
verilmesi sonucunda olusan radikal/ antioksidan dengesizligini, ayrica biligsel ve kognitif
fonksiyonlar1 diizelttigini gozlemlemislerdir. Si Woo Bae (106) de toluen uygulanan
ratlarda melatoninin MDA olusumunu ve AST , ALT aktivitelerini azaltarak toluene

bagli hepatotoksisiteyi onledigini bildirmistir.

Calismamizda 10 mg/ kg melatonin kullanimi ile ratlarda kilo kaybinin ve MDA
olusumunun azaldigi, antioksidan ve H,O, yikict bir enzim olan GSH-Px aktivitesinin
arttigl gozlemlendi. MEL verilen grubun SOD aktivitelerinin kontrol grubuna yaklasmasi
MEL’in zararli O," olusumunu azalttiginin bir gostergesi olarak diisiiniilebilir. Tinerle

birlikte melatonin verilen ratlarda 3-NT olusumu da gozlemlenmedi. Yapilan bir

71



calismada MEL’in peroksi radikalini tutmadigi, sadece metal iyonunun katalizledigi
oksidasyonlar1 inhibe ettigi bildirilmistir (107). Ancak bu ¢alisma bu calismada dahil

olmak iizere pek ¢ok caligma ile ¢elismektedir.

EPO; diyaliz hastalarinda eritropoezisi diizenlemek amaciyla kullanilan noroprotektif
etkisi yeni kesfedilmis bir glikoproteindir. EPO’nun anjiogenezisi arttirarak ve
apopitozisi Onleyerek kanser olusumunu indiikledigini veya varolan tiimoriin gelisimine
sebep oldugunu bildiren c¢alismalar bulunmaktadir. Bununla birlikte kanser ve
hemodiyaliz hastalarinda yasam kalitesini arttirmak amaciyla kullanilan elzem bir
molekiildiir (61). Noronlarda reseptorleri oldugu ve noéron koruyucu etkisi son yillarda
kesfedilen EPO’nun ¢ok az bir kism1 (%]1), kan beyin bariyerini gecebilmesi sebebiyle
noroprotektif etkisinin gozlenebilmesi i¢in yiiksek dozda kullanilmasi gerekmektedir.
1000-5000 U/kg’a kadar kullanildig1 ¢calismalar mevcuttur (60, 61). Yapilan ¢alismalarda
antiapoptotik, antioksidan, antiinflamatuvar, kalsiyum ve glutamat metabolizmalar
tizerine modiile edici etkileri bulunmustur (7, 61). EPO’nun NO miktarini azalttig1 ayrica
SOD, GSH-Px, katalaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirdigi da yapilan

caligmalarda gosterilmistir (149).

Bu konuda yapilan literatiir taramasinda EPO’nun hipoksi, etanol kullanimi, Parkinson,
spinal kord travmasi, NO hasari, subarachnoid hemoraji, glutamat toksisitesi gibi
durumlarda antioksidan ve noroprotektif etki gosterdigi bulunmustur (7,108). Ancak
yapilan arastirmada tiner inhalasyonunun beyinde olan etkilerini 6nlemek i¢in EPO
tedavisinin kullanimia rastlanilmadi. Calismamizda EPO 1500 U/kg intraperitoneal
olarak uygulanmistir. Ratlarin sakrifiye edildikten sonra incelenmesi sirasinda
angiogenezisin arttigit ve polistemik olduklar1 gozlenmistir. Bu bulgular EPO’in
angiogenezisi arttirdigina yonelik calismalara paralel olarak bulunmustur. TIN+EPO
grubu ratlarda olciilen agirlik, GSH-Px ve SOD aktiviteleri , EPO’nun kullanimi ile
tinerin meydana getirdigi oksidatif stresin Onlenebilirliginin ve noroprotektif etkinin
gostergesi olabilir. TIN+EPO grubunda MDA olusumunun azalmas: yaminda, 3-NT
olusumunun da gozlenmemesi NO miktarinin ve O;" olusumunun azaldigini

desteklemektedir.

Tinerin, santral sinir sistemi {iizerinde akut olarak deprese edici bir etkisi oldugu
bilinmektedir. Semptomlara O6rnek olarak, bas agrisi, dizziness, ilerleyen bir ataksi,
konsantrasyon bozuklugu verilebilir. Kronik etki olarak ise gecici serebellar ataksi,

kronik ensefalopati (tremor, ataksi, emosyonel labilite, bas agrisi, mental durumda
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degisiklikler), kognitif disfonksiyon, psikomotor bozulma gozlenir. Periferik sinir sistemi
tizerine ise sinir iletiminde bozulma ve periferik noropati yapici etkileri mevcuttur (1, 3,
19). Tiner kullanimi gittikce artan orandadir ve beyin etkilenmesi sonucunda tiner
kullananlarda sug¢ isleme orami ¢ok artmaktadir (72). Bu sebeple tinere bagli olusan
oksidatif stresin ve beyin hasarinin Onlenmesi konusu gittikce onem kazanmaktadir.
Alinacak oOnlemlerin basinda organik solvente maruz kalinan isyerlerinde maske
kullaniminin zorunlu hale getirilmesi, is¢ilerin ve tedavi edilen bagimlilarin antioksidan
vitamin ve madde ihtiyaglarinin karsilanmasi ve daha da onemlisi bu kisilere zararh
organik maddeleri solumanin saglik icin olumsuz etkileri olacaginin anlatilmasi yaninda
egitim programlari diizenlenmesi de gelmelidir. EPO ve MEL’de tiner kullanan kisilerin
tedavisinde beyin hasarinin 6nlenmesinde kullanilacak bir ajan olabilir ancak bu konuda

yeni aragtirmalara gerek duyulmaktadir.

Yiiksek doz tiner inhalasyonunun beyinde yarattigi komplikasyonlarin diger hayati
organlarda da kalict ve Oliimciil olabilecek hasarlar ortaya ¢ikarabilecegi diisiiniilerek,
iilkemizde gengler arasinda hizla yayginlasmakta olan tiner ve benzeri maddelerin
uyusturucu amach kullaniminin egitici ve yasal Onlemlerle engellenmesini umut

etmekteyiz.
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6. SONUCLAR

*Tiner verilen grupta plazma ve doku MDA diizeylerinde anlamli artis olmasi, tinere
bagli beyin hasarinin patogenezinde lipid peroksidasyonunun rolii oldugu goriisiinii

desteklemektedir.

*Tiner verilen grupta plazma ve dokuda 3-NT olusumu gozlenmesi tinere bagl
hasarin  patogenezinde protein  oksidasyonunun rolii  oldugu  goriisiinii

desteklemektedir.

* Tiner verilen grupta plazma ve doku SOD diizeylerinde anlamli oranda artis
saptandi, bu bulgu O radikali olusumunun artisim ve H,O, olusumunun arttigini

desteklemektedir.

*Tiner verilen grupta plazma ve doku GSH-Px aktivitelerinde anlamli oranda azalma
saptandi, bu bulgu tinere bagli norotoksisite olusumunda antioksidan enzimlerin

azalmasinin rolii oldugu goriisiinii desteklemektedir.

eFarmakolojik dozda kullanilan melatoninin, beyin ve plazma MDA diizeylerini
anlaml oranda azalttigi, SOD aktivitesinde azalma ve GSH-Px aktivitelerinde anlamli
artis sagladigi ve 3-NT olusumu olmadig1 gozlendi. Bu bulgular tinere bagh oksidatif

stres olusumunu melatoninin engelledigi goriisiinii desteklemektedir.

* Yiiksek doz eritropoietin kullanimi ile beyin ve plazma MDA olusumunun azaldig;
GSH-Px aktivitesinin anlamli olarak arttigi, SOD aktivitesinin anlamli azaldig
belirlendi. 3-NT olusumunun da eritropoietin kullanimi ile onlendigi gozlendi. Bu
bulgular eritropoietinin etkilerini antioksidan savunmay1 giiclendirerek yaptigi ve

noroprotektif etkisi oldugu goriisiinii desteklemektedir.
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Ek Tablo I: Kontrol Grubunun Plazma GSH-Px, SOD, MDA, 3-NT Diizeyleri

Rat No GSH-Px SOD MDA 3-NT
(U/L) (U/L) (umol/L) (umol/L)
1 0,59 7,68 0,81 0
2 0,6 19,47 0,9 0
3 0,5 19,47 0,91 0
4 0,53 20,54 0,96 0
5 0,44 22,84 0,86 0
6 0,45 31,41 0,91 0
7 0,55 15,33 0,82 0
8 0,8 20,54 0,81 0
9 0,72 14,93 0,86 0
10 0,71 34,94 0,73 0

Ek Tablo 2: Tiner Grubunun Plazma GSH-Px, SOD, MDA, 3-NT Diizeyleri

Rat No GSH-Px SOD MDA 3-NT
(U/L) (U/L) (umol/L) (umol/L)
1 0,24 25,40 2,80 42,36
2 0,3 34,94 1,90 50,24
3 0,53 33,13 1,60 55,42
4 0,47 37,84 2,50 51,12
5 0,39 38,85 1,49 26,18
6 0,36 34,94 1,94 28,24
7 0,45 39,90 3,13 60,75
8 0,19 34,94 2,98 45,92
9 0,34 19,47 1,82 61,78
10 0,52 34,02 2,23 46,84

Ek Tablo 3: TIN+MEL Grubunun Plazma GSH-Px, SOD, MDA, 3-NT Diizeyleri

Rat No GSH-Px SOD MDA 3-NT
(O/L) (OL) (umol/L) (umol/L)
1 0,45 26,08 0,84 0
2 0,48 31,41 0,99 0
3 0,44 20,00 1,18 0
4 0,75 37,84 1,06 0
5 0,54 29,79 1,43 0
6 0,56 25,40 1,28 0
7 0,56 23,45 1,42 0
8 0,55 20,00 1,77 0
9 0,41 14,54 1,52 0
10 0,39 24,08 1,93 0
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Ek Tablo 4: TIN+EPO Grubunun Plazma GSH-Px, SOD, MDA, 3-NT Diizeyleri

Rat No GSH-Px SOD MDA 3-NT
(O/L) (OL) (umol/L) (umol/L)
1 0,94 34,02 1,89 0
2 0,68 32,26 1,32 0
3 0,63 33,13 1,6 0
4 0,55 31,41 1,52 0
5 0,45 36,84 0,53 0
6 0,44 32,26 1,52 0
7 0,44 19,47 2,04 0
8 0,67 21,09 1,58 0
9 0,58 13,78 1,36 0
10 0,61 18,96 1,21 0

Ek Tablo 5: Kontrol Grubunun Doku GSH-Px, SOD, MDA, 3-NT Diizeyleri

Rat No GSH-Px SOD MDA 3-NT
(U/mg prot) (U/g prot) (umol/mgprot) (umol/g prot )
1 0,12 118,57 1,22 0
2 0,087 50,81 1,47 0
3 0,1 126,18 1,77 0
4 0,08 84,98 1,97 0
5 0,06 56,22 1,48 0
6 0,1 48,70 2,17 0
7 0,08 46,661 2,66 0
8 0,07 30,61 1,97 0
9 0,08 53,69 2,56 0
10 0,08 47,91 2,43 0

Ek Tablo 6: Tiner Grubunun Doku GSH-Px, SOD, MDA, 3-NT Diizeyleri

Rat No GSH-Px SOD MDA 3-NT
(U/mg prot) (U/g prot) (umol/mgprot) (umol/g prot )

1 0,04 150,59 5,66 27,1

2 0,087 68,00 3,98 47,3

3 0,06 89,65 2,99 53,44

4 0,04 62,30 2,36 43,15

5 0,06 256,11 1,53 25,14

6 0,04 48,32 2,84 27,68

7 0,06 57,03 3,28 57,6

8 0,04 211,31 1,67 46,63

9 0,05 131,20 2,68 55,81
10 0,06 141,48 4,36 49,22
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Ek Tablo 7: TIN+MEL Grubunun Doku GSH-Px, SOD, MDA, 3-NT Diizeyleri

Rat No GSH-Px SOD MDA 3-NT
(U/mg prot) (U/g prot) (umol/mgprot) | (umol/g prot)
1 0,02 85,1 1,92 0
2 0,09 143,7 2,01 0
3 0,09 58,2 2,02 0
4 0,07 58,3 1,60 0
5 0,09 58,4 1,42 0
6 0,06 46,7 1,09 0
7 0,06 48,0 2,42 0
8 0,06 62,07 2,01 0
9 0,07 33,7 2,22 0
10 0,09 133,7 2,3 0

Ek Tablo 8: TIN+EPO Grubunun Doku GSH-Px, SOD, MDA, 3-NT Diizeyleri

Rat No GSH-Px SOD MDA 3-NT
(U/mg prot) (U/g prot) (umol/mgprot) (umol/g prot )
1 0,07 93,04 0,96 0
2 0,05 98,69 2,65 0
3 0,02 32,15 1,41 0
4 0,05 134,94 1,34 0
5 0,06 70,14 1,28 0
6 0,04 85,63 1,69 0
7 0,05 82,21 0,82 0
8 0,14 72,39 0,56 0
9 0,14 113,86 0,91 0
10 0,08 85,46 1,27 0
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Ek Tablo 9: Calisma grubundaki Ratlarin ol¢iillen Agirhiklan

0. giin agirhk 30. giin agirhk
GRUPLAR 8 g 8 &
T1 289 216
T2 278 258
T3 283 200
T4 331 303
T5 348 334
T6 284 219
T7 260 225
T8 275 236
T9 335 263
T10 313 247
K1 313 333
K2 314 344
K3 317 325
K4 312 330
K5 300 336
K6 335 349
K7 302 326
K8 298 336
K9 295 318
K10 296 352
Ml 281 267
M2 303 279
M3 320 277
M4 278 297
M5 298 271
M6 299 289
M7 338 332
M8 293 316
M9 285 281
MI10 367 370
- 279 275
B2 313 309
E3 356 347
E4 363 349
ES 298 268
E6 300 284
B7 287 265
B8 302 287
B9 329 300
E10 281 266
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ERCIYES UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI DEKANLIGI’NA

Sibel KUZUGUDEN’e ait *‘TINER ILE RAT BEYNINDE OLUSTURULAN OKSIDATIF
STRES UZERINE MELATONIN VE ERITROPOETININ ETKISI > adli calisma jiirimiz
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