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GIRIS VE AMAG

Oksidatif metabolizma hizinin ylksekligi, hlcre zan lipidlerinin kolay
okside olabilen ¢oklu doymamig yad asitlerinden zengin olusu, koruyucu
antioksidan enzimlerin dugtk dizeylerde olmasi gibi nedenlerle, beyin serbest
radikal hasarina karsi, bedenin diger bélgelerine oranla daha duyarlidir (40).

Mitokondride elektron tasima zinciri tepkimeleri, prostaglandin
metabolizmasi, mikroglial hucrelerin aktivasyonu, katakolaminlerin monoamino
oksidaz (MAO) tarafindan yikilmasi gibi cesitli metabolik olaylar sirasinda
beyinde serbest radikaller olugur (40, 50).

Cesitli metabolik olaylar sonucu hicre iginde olugan siiperoksit radikali,
sUperoksit dismutaz enzimi tarafindan hidrojen peroksite (H,O,) dénUsturaitr

(41). Dopaminin MAO tarafindan yikilmasi sirasinda da hidrojen peroksit olusur

(22,56, 70, 101).
MAO
Dopamin + Oj + HyO —————> Hy05 + NH3 + 3,4-dihidroksiasetaldehit

Hucreler i¢in zararlt bir bilesik olan hidrojen peroksit, glutatyon peroksidaz
enzimi tarafindan zararsiz hale getirilir. Hidrojen peroksit serbest radikal degildir.
Ancak demir, bakir gibi gegis metalleriyle tepkimeye girerek hicreler i¢in oldukca
toksik olan hidroksil radikalini olusturur. Hidroksil radikali buyuk bir hizla
hlcredeki batin molekOllerle (zar lipidleri, proteinler, DNA, karbonhidratlar)
tepkimeye girerek hicrede islev bozuklugljna ya da hilicre 6limlne neden
olabilir. Hidroksil radikali zar lipidleriyle tepkimeye girerek lipid
peroksidasyonunu baslatir. Lipid peroksidasyonunun yikim tirtinlerinden biri de
toksik bir bilegik olan malondialdehittir (47, 50).



Dopaminerjik néronlarda dopaminin MAO tarafindan yikilmas:i sirasinda
hidrojen peroksit olugmasi nedeniyle dopaminerjik néronlarin etkinliginin artmasi
oksidatif strese neden olabilir. Deneysel ¢alismalarda striatumda dopaminin
yikiminin artinimasinin oksidan strese neden oldudu gosterilmistir (23, 86, 87).

Ventral tegmental alanda bulunan dopaminerjik hUcre gbvdeleri prefrontal
kortekste sonlanarak mezokortikal sistemi olugtururlar. Bu sistemde dopamin
turnover, diger dopaminerjik sistemlere gére daha ytksektir (7, 43). Frontal
korteksin glutatyon peroksidaz aktivitesi beynin diger bdlgelerine oranla daha
dasaktar (5, 19, 68). Bu iki nedenle prefrontal korteks oksidan hasara duyarh
olabilir.

Siddet ve slresine bagli olarak stres, dedisik dopaminerjik sistemlerde
dopaminin sentez ve yikimini artirir. Ornegdin hafif ayak soku yalnizca prefrontal
kortekste sonlanan dopaminerjik néronlarda dopaminin yikimini artirirken, daha
siddetli ve daha uzun sureli stres uygulamalari, nikleus akkumbens ve striatum
gibi diger bblgelerde sonlanan dopaminerjik néronlarda da dopaminin yikimini
artinr (34, 38, 80). Diazepam, prefrontal korteks ve mezolimbik bélgede stresin
neden oldudu dopamin sentez ve metabolizmasindaki artisi 6nler (20, 34, 53,
59, 63, 80). :

Mezokortikal dopaminerjik sistemin mezolimbik dopaminerjik sistem
Gzerinde inhibitér bir etklye sahip oldugd 6ne sUrGimektedir (95). Prefrontal
korteksteki dopaminerjik sinir uglarinin segici olarak tahrip edilmesi bu
inhibisyonun ortadan kalkarak mezolimbik dopaminerjik sistemin etkinliginin
artmasina neden olur (73). Bu olay sizofrenin klinijinde gértlen ikili yapiy;

actklayabilir. Sizofrenide gdrillen negatif belirttilerin mezokortikal dopaminerjik



sistemdeki yetmezlik, pozitif belirtilerin ise mezolimbik dopaminerjik sistemin
etkinliginin artmasi sonucu ortaya ¢iktig§ dastntimektedir (30).

Sizofreninin ortaya ¢ikisg ve alevlenmelerinde stresin énemli bir yeri vardir
(95).

Bu galigmada stresin prefrontal kortekste hiicreler igin zararli olan oksidan

strese neden olup olmadi§inin aragtiriimasi amaglanmigtir.



GENEL BILGILER

1. MERKEZI SINIR slsTEMI| VE DOPAMIN

Dopamin merkezi sinir sisteminde yaygin olarak bulunan bir
katekolamindir. Dopaminerjik néronlarin duygulanim ile ilgili olaylarda; hareketin
baslatiimasi, esgtdim{, normal bir sekilde stirdirliimesinde; &dillendirme
sisteminde; 6n hipofizin salgilama iglevinin dizenlenmesinde dnemli katkilari
vardir (60).

1.1. Dopaminerjik Sistemler

Merkezi sinir sisteminde yer alan dopaminerjik néronlar dért ana sistemde
siniflandiniabilir: Tuberoinfundibuler, nigrostriatal, mezolimbik, mezokortikal
dopaminerjik sistemler (58).

1.1.1. Tuberoinfundibuler Dopaminerjik Sistem: H(cre g&vdeleri
hipotalamus ve nilkleus arkuatusda bulunur; aksonlari hipotalamusun daha
kaudal k;smlnda bulunan eminensiya mediada sonlanir (58, 60). Bu sistemdeki
dopaminerjik aksonlardan salinan dopamin portal sistemle 6n hipofize gider.
Buradan prolaktin, buyime hormonu ve gonadotropin .§algllanmasanl frenler
(60). Bu sistem sizofrenide gdrfilen bazi ikincil néroendokrin anormalliklerin
olugsumuna katkida bulunabilir (58).

1.1.2. Nigrostriatal Dopaminerjik Sistem: Bu sistemi olusturan
h0crelerin gdvdeleri, substansiya nigra pars kompaktada (A9 alan1) bulunur;
aksonlari striatumun buyOk bir bélUmiinde sonlanir (9). Bu sistemdeki
dopaminerjik ndronlardan saliverilen dopamin, hem kortikostriatal sinir uglarini

inhibe ederek eksitat6r bir nbromediyatér olan glutamat saliverilmesini engeller,



hem de striatumdaki kolinerjik néronlarin gévdelerinde bulunan reseptériere
baglanarak postsinaptik inhibisyon yapar. Beyindeki toplam dopaminin yaklasik
% 75 striatumda bulunur (60). Bu sistemdeki dopaminerjik né&ronlarin
dejenerasyonu Parkinson Hastali§i'na neden olur.

1.1.3. Mezolimbik Dopaminerjik Sistem: Bu sistemi olugturan hlicrelerin
govdeleri ventral tegmental alanda (A10 alani) bulunur. Ventral tegmental alan
substansiya nigranin mediali ve silperiorundadir. Bu htcrelerin aksonlan
nikleus akkumbens, limbik sistemin mezial bsluma, stria terminalis niukleuslar,
amigdala, hipokampus, lateral septal nikleuslar, mezial frontal korteks, anterior
singulat korteks, entorinal kortekste sonlanir (9, 58). Bu sistemdeki hticrelerin bir
bslimu substansiya nigrada da bulunur. Ayni sekilde nigrostriatal sistemi
olugturan néronlarin bir b6lim{ de ventral tegmental alandan kaynaklanmaktadir
(64). Mezolimbik sistemde yer alan néronlarin sonlandi§ yapilar arasinda
nikleus akkumbensin 6nemi buyuktlr. Sizofrenide gorilen pozitif belirtilerin
mezolimbik dopaminerjik sistemin asin aktivitesinden kaynaklandi§:
dustnuimektedir (58).

1.1.4. Mezokortikal Dopaminerjik Sistem: Hicre gévdeleri ventral
tegmental alanda bulunur; aksonlari neokortekste, yoggn olarak prefrontal
kortekste sonlanir (68). Primatlarda prefrontal korteks basit olarak santral
sulkusun o6nlnde yer alan korteks olarak tanimlanmustir. Bugln bu kortikal
alanin iyi geligmis grantler hlicre tabakas: IV'e sahip olan rostral b&lum(
prefrontal korteks olarak tanimianir. DiJer b&itmleri ise premotor suplementar
motor korteksler ve frontal géz alanidir (32). Sigan beyninde medial prefrontal
korteks olarak tanimianan alan, gesitli ayn alanlardan olugur: Medial presentral

korteks, anterior singulat korteks, prelimbik korteks, infralimbik korteks.



Infralimbik korteks hari¢ (32), difer tum bolgeler mediodorsal talamik
nilkleusdan afferentler alir (32, 65).

Prefrontal korteks motivasyon ve planlama, davranigin organizasyonu,
dikkat ve sosyal davraniglarla ilgilidir. $izofrenide gﬁrulén negatif belirtilerin
prefrontal kortekste sonlanan dopaminerjik néronlarin aktivitesindeki azalmadan
kaynaklandidi distniimektedir (58).

1.2. Dopaminin Sentez ve Metabolizmasi

Dopamin (DA) sentezinin hiz kisitlayici enzimi olan tirozin hidroksilaz,
tirozini 3,4-dihidroksifenilalanin'e (L-DOPA) déntstlrtir. Dokularda ¢ok az
miktarda L- DOPA bulunur. L-DOPA, DOPA dekarboksilaz enzimi aracihidi ile
dopamine déntsturtlir. Bu basamaklar sitoplazmada gergeklesir. Sitoplazmada
sentezlenen dopamin veziklllerin igine alinarak depolan:r (98).

Dopaminerjik néronlar iginde sitoplazmada bulunan dopamin MAO
tarafindan metabolize edilerek  3,4-dihidroksifenilasetikasite (DOPAC)
déntstaralar (99). MAO'nun MAO-A ve MAO-B olmak (zere iki tipi bulunur.
L-deprenil segici olarak MAO-B'yi inhibe ederken klorjilin MAO-A'yi1 inhibe eder.
Her iki madde dider tip MAO (zerine de etkilidir. Ancak inhibisyon ¢ok disiik

derecededir (24).

Hacre disinda DOPAC katekol-O-metiI-transfe;az (COMT) enzimi
aracthgiyla homovanilik aside (HVA) donusttrtlar (99). Hucre digindaki
dopamin COMT aracili§i ile 3-metoksitiramin'e (3-MT), o da HVA'e dén(sturtlir
(24, 99). Hucre digindaki HVA'in % 80'i DOPAC'tan gelir. Dopamin % 90
oraninda MAQ ile DOPAC'a, % 10 oraninda ise COMT ile 3—MT'e donusturtlar
(99).



Lavielle ve arkadaglarl' DOPAC/DA oraninin dopaminerjik aktivitenin
duyarlt bir gdstergesi oldugunu 8ne sOrmustlr (63). Degisik aragtirmalarda
DOPAC/DA orani frontal kortekste 0.41-0.50, olfaktér tiiberkliide 0.30, nikleus
akkumbenste 0.18-0.30, striatumda 0.12-0.25 olarak bulunmustur. Bu sonuglara
bakildifinda dopamin turnoverinin frontal kortekste en ylksek oldugu
gortlmektedir (7).

1.3. Dopamin Reseptorleri

Guntimtzde D,'den Dg'e kadar 5 farkli dopamin reseptérti gésterilmistir.
Dopamin resepttrleri, yapisal olarak birbirlerine benzemelerine karsin,
biyokimyasal ve farmakolojik &zelliklerine gére iki gruba ayriimaktadir: D4 grubu
(D4, Ds), D, grubu (D4, D3, Dy4) (58, 81, 98).

1.3.1. Dy Grubu Dopamin Reseptorieri: D4 ve Dg reseptérlerinden
olugmaktadir. Bu reseptérlere baglanan dopamin (DA) G4 proteini araciliyiyla
adenilat siklazi aktive eder. Adenilat siklaz ATP'yi cAMP'ye donusturtr (98). D,
reseptorl beyinde en yliksek yoduniukta bulunan dopamin reseptéradar.
Striatum, ¢esitli neokortikal béigeler ve limbik bélgelerde yiksek younlukta
bulunur. Prefrontal kortekste bulunan D4 reseptérleri bellek, duygulanim, bilis
gibi sizofrenide bozulmus islevierle iligkilidir (81). ‘

Ds reseptbrleri cesitli beyin bélgelerinde bulﬁnur. Striatumda Ds
reseptdrierinin  yoduniudu D, reseptdrlerine gdre daha dustktur. Dsg
reseptérierinin iglevi bilinmemektedir (81).

1.3.2. D, Grubu Dopamin Reseptorleri: D, reseptéruntn iki alt tipi
vardir. Do, inhibitér G protein aracilifjiyla adenilat siklazi inhibe eder. Dy, bagka
bir G proteinine baglanarak fosfoinositol turnoverini arttinir. Doy, inhibitsr

otoreseptérdUr. Hem dopaminerjik néronlarin gévdesinde hem de presinaptik



ucta bulunur. Otoreseptérler néronlarin ategleme hizini ve dopamin salinmasini
kontrol ederler. D, reseptsrleri yo§unluk ydninden D4 reseptdrierinden sonra
ikinci sirada yer alir. Striatumda bol miktarda bulunur. Ayrica orta beyin, nikleus
akkumbens, amigdala, hipokampus ve serebral korteksin bazi b&limlerinde
bulunur (58).

D3 reseptérleri en yogun-olarak nukleus akkumbens, olfaktor tuberkdl,
striatumun ventral kismu gibi limbik yapilar ve hipotalamusta bulunur. Bu
reseptérierin, duygulanim ve biligsel stireglerin dopaminerjik kontroltine aracilik
eden ana reseptérier olduklarina inaniimaktadir (60). Hem dopaminerjik
ndronlarda otoreseptsr olarak, hem de postsinaptik néronlarda bulunur (84).

D, reseptorleri frontal korteks, orta beyin, amigdala ve az miktarda da
striatumda bulunur (58).

D5 ve D, reseptérierinin etki dzenegi tam olarak bilinmemektedir (98).

2. SERBEST RADIKALLER VE HUCRE HASARI

Hucrenin yagami ve b0ttnligt homeostazisin sﬂrdﬂrulmesine baghdir.
Normal fizyolojik kosullarda, hiicresel homeostazis hem ig¢, hem de dis etkenler
tarafindan strekli olarak tehdit edilir. Hlcre bu zararh etkenlere karg! kendini
koruyucu savunma dzenekleri geligtirmigtir. Bu duzenekler hlcresel i¢ ortamin
bozulmasini azaltarak ve en uygun hllcresel aktiviteyi sa§layarak dis etkenlerin
zararl etkilerini bastinr (102).

Aerobik organizmalarda hiicresel homeostazisi tehdit eden temel i¢ etken
oksijenin metabolizmasi sirasinda olugan serbest radikallerdir. Serbest radikaller
htcrenin islevini sUrdirebilmesi icin zorunlu olan islemler sirasinda olusur.

Serbest radikallerin hQicreler igin zararl etkilerini yok etmek igin evrimsel slire¢



icinde koruyucu savunma dlzenekleri gelistirilmigtir. Bu koruyucu dzenekler
antioksidan savunma sistemleri olarak siniflandirilir (102). Normal kosullarda
organizmada serbest radikal Gretimi ile antioksidan savunma sistemleri yaklasik
olarak dengededir. Bu dengenin serbest radikaller yéntinde dedismesi hlicrenin
biyokimyasini bozar. Bu dengenin bozulmas: oksidan stres olarak adlandirilir
(45).

2.1. Serbest Radikal Kavram: ve Tirleri

Atom gekirdekte bulunan pozitif yUkl0 proton ve yilkstiz nétron ile
gekirdek gevresinde bulunan negatif yUkli elektronlardan olugur. Elektronlarin
cekirdek gevresinde bulundugu enerji diizeylerine orbital denir. Her orbitalde en
¢ok iki elektron bulunur. Bunlardan biri saat ydntinde dénerken dideri ters yénde
ddner. EJer bir ydringede tek elektron bulunursa, o elektron giftlesmemis olarak
adlandinlir. Radikal, bir ya da daha ¢ok ¢iftlegsmemis elektron fgeren herhangi bir
atom ya da molekal olarak tanimlanir (47, 48, 50). Biyolojik molektilerin ¢odu
ciftlesmis elektron icerdiklerinden radikal degildir. Serbest radikaller kimyasal
sembollerinin st tarafina konulan nokta ile gésterilirler. Ornegdin O, : stiperoksit
radikali, OH- : hidroksil radikali (45).

Ciftlegsmemis iki elektron igerdi§inden oksijen mplekulu (O5) de bir
radikaldir. Nitrik oksit (NO-) ve nitrojen dioksit (NOZ-);‘diger gaz serbest
radikallerdendir. Serbest radikallerin kimyasal reaktiviteleri c¢ok degigiktir.
Serbest radikaller genellikle radikal olmayan maddelere gére daha reaktiftir.
Oksijen molektlt bu kuralin diginda kalir. Oksijen molektluntin giftlesmemis
elektronlarinin herbiri farkli orbitallerde bulunur ve bunlar birbirleriyle ayni yénde
dénerier. Ayni yonde dénus oksijenin zayif reaktivitesinin nedenini agiklar.

Oksijen moleklU herhangi bir molektilden iki elektron alarak onu ytkseltgerken
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(okside ederken), bu elektronlarin mutlaka oksijendeki elektronlarin zit ydntinde
dénmesi gerekir. Déntis kisitlamasi oksijenin radikal olmayan molekullerle
tepkimeye girmesini yavaslatir. Oksijen daha ¢ok radikallerie tepkimeye girer
(47, 102).

Iki serbest radikalin birlesmesi sirasinda, onlarin giftlesmemis elektronlar
birleserek bir ¢ift olusturur. Boylece her iki radikal ortadan kalkar. Bununia
birlikte organizmada yer alan molekillerin ¢oduniudu ciftlesmemis elektron
icermedifinden, serbest radikaller daha ¢ok radikal olmayan maddelerle
tepkimeye girerek yeni serbest radikaller olustururlar. Bu nedenle serbest radikal
tepkimeleri, zincir tepkimeleri olarak strmek egilimindedir. Bu kural serbest
radikal kimyasinin temel kuralidir (45).

Oksijen moleklliniin metabolizmasinin temel yolu dért elektron alarak
suya indirgenmesidir. Oksijenin indirgenmesi sirasinda stperoksit ve hidroksil
radikali olugur (45).

2.1.1. Superoksit Radikali: Oksijen molekiltne bir elektron eklendiginde
stlperoksit radikali (O5™) olugur (47, 50).

O, +e > Op™

Superoksit radikali; hidroksil radikali, hidrojen perg_ksit ve perhidroksil
radikali gibi di§er birgok reaktif ttrlerin olugmasina neden ol::r (102).

Superoksit radikalinin kimyasal davranigi ¢6zind§t ortama bagl olarak
dedisiklik gdsterir. Sivi ortamda stiperoksit radikali gok reaktif degildir. Bazen bir
elektron alarak zayif bir yUkseltgen olarak etki eder. Ornefin askorbik asidi
ylkseltger ve askorbik asid radikali (askorbik asit’) olusturur (45).

Askorbik asit + Oy~ + H* . > Askorbik asit: + Hy0,
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Sivi ortamlarda sliperoksit radikali daha gok indirgen olarak etki eder.
Ornedin Fet'q, Fe*2ye indirger (45).
Fe*3 + 0, > Fe™2+ 0,

Organik g6zlcllerde sUperoksit radikali daha reaktif ve tehlikelidir.
Biyolojik zarlarin i¢ bélimUnde Uretilen stperoksit radikali hasara neden olabilir
(45).

2.1.2. Hidrojen Peroksit: Sivi ortamda sliperoksit radikalinden hidrojen
peroksit olusur. Bu tepkimeye dismutasyon denir (50).

20, + 2H* > HyOp + Oy

Superoksit dismutaz enzimi bu tepkimenin hizini 104 kat artirir (41).

Hidrojen peroksit giftlesmemis elektron igermedifinden radikal degildir.
Ancak biyolojik olarak 6nemli bir ylkseltgendir. Hidrojen peroksit ylUksek
konsantrasyonlari diginda yalniz bagina hlcreler igin toksik degildir. Ancak
gecis metalleri ile birleserek htcreler igin zararli olan hidroksil radikalini
olugturur. Hidrojen peroksit kliglik ylkstz bir molektll olduundan zarlardan
kolaylikla geger (47, 50).

2.1.3. Hidroksil Radika;li: Hidroksil radikali (OH-) bilinen en reaktif
oksijen radikalidir. Gok blytk biyolojik hasar yapma potansiyeline sahiptir. Tim
biyolojik moleklllere etki ederek serbest radikal zincir tepkimelerini baslatir.
Hacre iginde gesitli yollarla olugmakla birlikte baglica iki snemli kaynadi vardir.
Bunlardan birincisi Fenton tepkimesi yolu ile hidrojen peroksit'ten olusmasidir
(102).

Fe*2+ H,0, > Fe*3+ OH: + OH

Ikinci yol Haber-Weiss tepkimesi ile stperoksit radikali ve hidrojen

peroksitden olugmasidir (49, 67).
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Fe*3 + 0O, > Fe*2 + 0,
Fe*2 + H,O, > Fe*3 + OH + OH-
Toplam Oy + HyO5 > OH:+ OH + O,

Fenton tepkimesine demir disinda, bakir, kobalt, mangan, titanyum gibi
diger gecis metalleri de kattlabilir (49).

Hidroksil radikali iyonize radyasyon sonucu da olugur (85).

2.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Kaynaklari

Speroksit radikali olugturan temel biyolojik kaynak mitokondri elektron
tasima zinciridir (102). Soluduéumuz oksijenin yaklasik % 85-90't mitokondri
tarafindan kullanilir. Oksidatif fosforilasyonda ATP Uretilirken oksijen 4 elektron
ve 4 H* alarak suya indirgenir (25).

Oksijenin suya indirgenmesi basamaklar halinde gergeklesir. Birinci
basamakta oksijen bir elektron alarak siiperoksit radikalini olusturur. SQperoksit
radikali, 2H* ve 1 e alarak hidrojen peroksiti olusturur, Hidrojen peroksit bir e
alarak hidroksil radikali ve hidroksil iyonunu (OH") olusturur. lki hidroksil iyonu,

iki H* ile birlegerek iki molekill suyu olusturur (45).

O, +e ' > Oo™

Oy +2H" + e > Hy0,

H,0, + & > OH- + OH-

OH +e” > OH-

20H- + 2H* > 2H,0

Toplam: O, + 4H* + 4e > Hy0

Elektron tagima zincirinde sitokrom oksidaz enzim sistemi oksijeni
kullanir. Oksijen suya donlstrken serbest radikaller de olusur. Ancak bu ara

UrUnler sitokrom oksidazin aktif bolgelerine sikica badiidir ve htcreye zarar
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verici etkiler olusmaz (85).

Elektron tasima zincirinden gegen elektronlarin bir bslimi indirgenmis
elektron tasiyicilarindan sizar. Sizan elektron oksijen ile birleserek stiperoksit
radikali olusturur. Oksijenin fizyolojik konsantrasyonlarinda elektronlarin sizma
hizi, zincirden geg¢en toplam elektron akiminin % S'inden azdir. Oksijen
konsantrasyonu arttikca sizma hizi da artar (47). Elektronlarin sizmasi zincirin
erken basamaklarinda olmaktadir (45).

Mikrozomal ve ntkleer zarlar da elektron tagima zincirleri igerirler. Bunlar
sitokrom P450 ve sitokrom bS'tir.- Bu zincirlerde de serbest radikaller
olusur(102).

Soluduumuz oksijenin % 10-15'i mitokondri tarafindan alinmaz; ¢esitli
oksidaz ve oksijenaz sistemleri tarafindan ya da dogrudan kimyasal tepkimeler
yolu ile kullamhr (45). Insan vlicudunda stiperoksit dismutaz disinda yer alan
birkag enzim dogrudan hidrojen peroksit olusturur. Bu enzimler monoamino
oksidaz , glikolat oksidaz, L-amino oksidazdir (76).

Proteinlerin yapisinda kullanilan amino asitler L-tipidir. D tipi amino
asitler protein yapiminda kullanilmaz . Bununla birlikte D tipi amino asitler
bakteriler tarafindan dretilir ve vlicuda alinir. Dogal olmayan bu tir amino
asitler D amino oksidazlar tarafindan parcgalanirken hi&rojen peroksit olusur
(45).

Tirozin hidroksilaz , triptofan hidroksilaz , indolamin dioksijenaz ve ksantin
oksidaz gibi enzimler dogrudan stiperoksit radikali olustururlar (76) .

Katekolaminler, hemoglobin, myoglobin, indirgenmis sitokrom c,
indirgenmis ferrodoksinler, tetrahidrobiopterinler otooksidasyona ugrayarak

sUperoksit radikali olusturur (41).
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Dokularda bol miktarda ksantin dehidrojenaz enzimi bulunur. Iskemi
sirasinda sitozolik serbest Ca*2 artmasi sonucu hiicre igi proteazlar aktive
olarak ksantin dehidrojenazi ksantin oksidaza dénistlrir.  Iskeminin
baslamasiyla ATP katabolizmasi sonucu olusan adenozin, inozine dénisttraldr.
Inozin de hipoksantine dénasur . deléce dokularda bol miktarda hipoksantin
birikir. Biriken hipoksantin ve ksantin, reperfizyon ile gelen O, ile ksantin
oksidaz enzimi aracthidi ile birleserek sliperoksit radikali olusturur (8, 25).

Ksantin oksidaz
Ksantin + H,O +20, > Urik asit + 205 + 2H*

Iskemi sirasinda salinan katekolaminlerin oksidasyonu da siperoksit
radikali olusturur (8).

Organizmada prostaglandin sentezi sirasinda da serbest radikaller olusur.
Fosfolipaz A,'nin Ca*?'ye bagimh aktivasyonu sonucu arasidonik asit salinir.
Arasidonik asitten lipoksijenaz ve siklooksijenaz enzimi aracili§iyla eikosanoidler
olusurken, bu basamakta stperoksit radikali de olusur (25) .

Serbest radikallerin olustugu diger bir nemli kaynak fagositik hticrelerdir.
Fagositik aktivite sirasinda olusan solunumsal patlamada serbest radikaller
olugur. Fagositoz sirasinda hlicre zarina bagh indirgenmis nikotinamid adenin
dintkleotid fosfat (NADPH) oksidaz enzimi aktiflesir.” Bunun sonucunda
oksijenden sliperoksit radikali ve hidrojen peroksit olusur. Genellikle aktive
olmus fagositik hiicrelerin bol miktarda hidrojen peroksit olusturduguna inanilir.
Hidrojen peroksit, yerel doku yangisinda gérilen sitotoksik potansiyelden
sorumludur. Fagositoz sirasinda Fenton ve Haber-Weiss tepkimeleri
aracihdiyla hidrojen peroksitden hidrok§il radikali de Gretilir (102).

Nétrofillerde bulunan diger bir &8ldurme sistemi miyeloperoksidaz

enzimidir. Bu enzim makrofajlarda bulunmaz. Miyeloperoksidaz varhi§inda
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hidrojen peroksit ve klor birleserek gli¢ll bakterisidal etkiye sahip olan
hipokloréz asiti olusturur (48). ‘

2.3. Serbest Radikallerle Olugan Hiicresel Hasarlar

2.3.1 Lipid Peroksidasyonu: Hlcre zan ¢ift tabaka fosfolipid icerir.
Tagima moleklll, enzim, reseptdr gibi igleviere sahip olan proteinler ¢ift katl
lipid tabakasina gémuludar. Hucre zarinin gérevlerini yapabilmesi akigkanlifina
baghdir. Akigkanhik btiytk 8lgtide zarda bulunan goklu doymamis yag asidi yan
zincirlerine baglidir. Coklu doymamig yag asidi yan zincirlerinin alt yuz( serbest
radikal hasarlarina ¢ok duyarhdir (45).

Hidroksil radikalleri zardaki ¢oklu doymamis yad asidi yan zincirlerinden
(L-H) bir hidrojen atomu ¢ikararak lipid peroksidasyonunu baslatir. Hidroksil
radikali bir H* ile birleserek su ve lipid radikali (L-) olusturur.

L-H + OH: > L+ H,O

Lipid radikali aerobik kosullarda zarda ¢6zUnmis olan oksijen ile
birlegerek peroksil radikalini (L-O»" ) olugturur.
L+ 0, > L-Oy

Peroksil radikali oldukga reaktiftir. Zar proteinleri ve zardaki komsu yay
asidi yan zincirleri ile tepkimeye girerek lipid hidroperoksitierini (L-O,H) ve lipid
radikali olugturur.

L-Oy + L-H > L-OoH + L-

Olusgan lipid radikali yukaridaki tepkimelerde gésterildi§i gibi yine oksijen
ile birlesir. Bu tepkimeler zincirleme sekilde strer (45, 47).
Lipid hidroperoksit, perokside olmayan ya§ asidi yan zincirinden daha

hidrofiliktir. Bu nedenle lipid hidroperoksit zar ylzeyine gé¢ etmeye calisir.
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Bunun sonucu olarak zar yapisi ve akiskanlik bozulur; Ca*2 gibi iyonlar hticre
icine girer (45, 47).

Lipid hidroperoksitleri ortamda demir ve bakir gibi metal iyonlar
bulunmadigi stirece kararli bilesiklerdir. Metal iyonlari ve 6nlar|n kompleksleri,
bzellikle demir ve bakir, lipid hidroperoksitlerini pargalayarak lipid
peroksidasyonuna neden olur. Demir lipid hidroperoksitleri ile birleserek peroksil
ve alkoksil (L-O-) radikalini olusturur. Bu radikaller de peroksidasyona neden

olurlar (44).

L-OoH + Fe*3 > L-Oy + H* + Fet2
L-OoH + Fet? > L-O- + OH- + Fe*3
L-Oy + L-H > L-OoH + L

L-O+ 02 > L‘Oz

L-O-+L-H > L-OH + L

L-+ 02 > L-Oz'

Lipid peroksidasyonunun son UrUnleri hidrokarbon gazlar ve toksik
aldehitlerdir (47, 85). Aldehitlerden malondialdehit (MDA) &lcUmi lipid
peroksidasyonunun géstergesi olarak yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Ancak
MDA, 4-hidroksi-Z,S-trans-nonenal gibi sitotoksik Urunlerlg kargilastiriidi§inda
oldukga zararsizdir (47). Bu aldehitler komsu huicrelere zaré::r verebilirier; zardaki
enzlmler ve reseptdrieri inaktive edebilirler. Zarlarin peroksidasyonu sigan
korteksinde serotoninin reseptdrlerine baglanmasini , insanlarda spiroperidoliin
kaudat ve putamendeki D, reseptétrierine baglanmasini azaltir (47). Bu OrGnler
fosfolipaz aktivitesini artinip, aragidonik asit salinmasini uyararak prostoglandin

ve gesitli endoperoksitlerin olusumuna neden olabilir (85).
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Lipid peroksidasyonunun temel yan dQrlnlerinden olan MDA ve
4- hidroksinonenal hem sitotoksik hem de mutajeniktir (37, 61, 102). Bu
aldehitlerin potansiye! sitotoksisitesine karsi koruyucu olarak htcreler onlan
detoksifiye edecek duzenekler gelistirmistir. Aldehit dehidrogenaz ile MDA'nin
mitokondrial oksidasyonu buna &rnektir. Yagla birlikte mitokondrial oksidasyon
kapasitesi azalir. Bu olay yaslilardaki MDA birikiminin hiicresel kaynagini agiklar
(61).

Hicre zarlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan baglica yad asitleri
linoleik asit, aragidonik asit, dokasaheksaenoik asit ve diger ¢coklu doymamisg
ya§ asitleridir. Yukaridaki yag asitleri peroksidasyona u§radiklarinda sirasiyla 2,
6 ve 10 farkli hidroperoksit tiirQ olugur (102).

2.3.2. Proteinler ve Serbest Radikal Hasan: Peptid ve proteinlerin
yapitagi olan amino asitler de serbest radikallerin hedeflerindendir. Proteinlerde
yer alan amino asitlerin yllkseltgenmesi, proteinlerin yapisinda degisiklije neden
olur. Bu fiziksel degi§iklikler. (¢ grupta toplanabilir. Parcalanma, ¢dkme,
proteolitik sindirime duyarlilik. Oksidan hasar sirasinda albumin, kollajen ve
globulinlerin pargalandi§! gosterilmistir. Kollajen ve albumine olan serbest
radikal atad! proline segicidir. Prolinin hidroksil radikaliﬁi‘ataklarlna duyarhgi
buyktar. Histidin ve arjinin Uzerinden de serbest radikal hasar olusur (102).

Seruloplazminde ve lens proteininde gdsterildi§i gibi oksidan hasar
denatlirasyonla proteinlerin ¢tkmesine neden olur. Proteinlerin ¢tkmesinin
nedeni hidroksil radikalinin gapraz baglar olusturabiimesine bagli olabilir (100).

Yukseltgenme proteinlerin yapisinda blytk degisiklikler olusturdufundan
hasarli proteinler proteolitik sindirime daha duyarlidir. Serbest radikallerin

olustudu yerlerin yaninda protein turnoven artar (102).
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Birgok hticresel srecin 6nemli bir uyaricisi olan Ca*? iyonlari, hticre
icinde gok duslk dizeylerdedir. Gegici olarak Ca*2 duzeylerindeki artig, 6nemli
metabolik olaylara neden olur. Serbest radikaller Ca*?yi huicre icinde dusuk
duzeyde tutmaya yarayan proteinleri hasara ugratabilir. Bunun sonucu olarak
Ca*? duzeylerinde uzun sureli ve agin bir artig gorulur. Eger Ca*?
duzeylerindeki artis gok yllksek ise DNA'y1 pargalayan nikleaz enzimleri aktive

olarak DNA hasarina neden olur (45).

Proteinlerin serbest radikallerle hasara ugdramasi beyinde oldudu gibi
bircok dokuda yaslanmayla birlikte gérlllen islev yitiminin nedenini agiklayabilir.
Gerbil beyninde yapilan galismalar; hasarli proteinlerin birikiminin, yagsa bagli
olarak gértlen bazi fizyolojik islevierin yitiminin nedeni olabilecegini isaret
etmektedir (88).

2.3.3. Karbonhidratlar ve Serbest Radikal Hasan: Serbest radikaller
uygun kosullarda glukoz ve diger monosakkaritleri de hasara ugratabilir. Basit
monosakkaritler fizyolojik kosullar altinda, otooksidasyona ugrayarak dikarbonil
bilesikleri ve hidrojen peroksit olusturur. Ornedin glukoz gegis metallerinin
varliinda otooksidasyona edilimlidir. Otooksidasyon sonucunda hidrojen
peroksit ve peroksil radikali olusur. Diabette gérilen lipid peroksidasyonundaki
artis, plazma glukoz dlizeyindeki artigsa baglanmaktadir (162).

2.34. DNA ve Serbest Radikal Hasan: Serbest radikaller baz
lezyonlarn, seker lezyonlari, tek zincir kinlmasi, DNA-protein ¢apraz baglar
olugturma gibi ¢ok de§igik yollarla DNA ve nukieoproteinlerde g¢ok sayida
lezyonlara neden olurlar (36).

Serbest radikallerle kargilagmig hilcrelerde siklikla DNA pargalanmasi
gérulur. Bu olayda Ca*2 artigi DNA pargalanmasi gértltr. Bu olayda Ca*? arhiss
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sonucu aktive olan Ca*2ye bagiml nukleazlar ya da gekirdekte olusan hidroksil
radikalleri sorumlu olabilir. DNA ve ona komsu proteinlerin yapisinda, hidroksil
radikali olusumunu katalizleyen metaller bulunur. E§er, DNA yapisinda demir ya
da bakir bulunduruyorsa, c¢ekirde§e ulasabilen hidrojen peroksit, hidroksil
radikali olugturarak DNA'y1 hasara ugratabilir (45).

Nokleazlar ya da hidroksil radikali araciifiyla olusan DNA
pargalanmasindaki artis, hticrede bulunan poli (ADP-riboz) sentetaz enziminin
aktivasyonuna neden olur. Bu enzim hlcre iglevierinde anahtar rol oynayan
NAD™'ye etki ederek NAD*'nin parcalanmasina ve olas! olarak DNA onarim
sUreglerine yardimci olmak amaciyla, pargalarin g¢ekirdek proteinlerine
yapigsmasini sa§lar. Eger DNA'daki pargalanma c¢ok fazla ise sentetaz enzimi
daha gok NAD™* kullanir. Bunun sonucu olarak metabolizma duraklar, hilcre 6lir.
Bu ¢ldirdcd NAD' azalmasinin ciddi DNA hasarina ugramis hicrelerin
bedenden atilmasinda yer alan koruyucu bir dizenek oldugu dustntimektedir.
Cunk( blyuk miktarda DNA onarimi mutasyona neden olabilir. DNA onarim
enzimleri kUglk de olsa hata yapabilme olasiidina sahiptir. Bu hatalar
mutasyonlara neden olabilir (45).

2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri "

Serbest radikallerin potansiyel zararli etkilerini ¢nleyen maddeler
genellikle antioksidan savunma sistemleri ad: altinda toplaniriar. Antioksidaniar
hem hicre iginde, hem de hicre digi sivida bulunarak esgiidumlt ¢alisarak
serbest radikal hasarini énlerler. SUperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve
katalaz gibi antioksidan enzimler hem sitozolde, hem de hlicre iginde serbest
radikallerin en gok Uretildi§i yer olan- mitokondride bulunurlar. Hicre iginde

bulunan antioksidanlarin yanisira hlcre digindaki antioksidanlar da serbest
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radikal tepkimelerinin 6nlenmesinde géreviidirler. En &6nemli htcre disi
antioksidanlar speroksit dismutéz, glutatyon peroksidaz, katalaz, seruloplazmin
ve transferrindir (102).

Antioksidan savunma sistemleri birincil ve ikincil savunma sistemleri
olarak iki grupta toplanirlar. Stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz
gibi enzimler; A, E, C vitaminleri; glutatyon ve Urik asit gibi bilesikler birincil
savunma sistemini olugtururken; lipolitik enzimler, proteazlar, peptidaziar, DNA
onarim enzimleri, endonlikleaz, eksontikleaz ve ligaz ikincil savunma sistemini
olugturur (102).

2.4.1. Siiperoksit Dismutaz: Stperoksit radikalierinin H* ile hidrojen
peroksite dismutasyonunu katalizleyen bir enzimdir. Bu tepkime normal
kosullarda ¢ok yavastir. Stperoksit dismutaz (SOD) bu tepkimeyi 10* kat
hizlandinr (41).

SOD
2 02" + 2 H* > H202 + 02

| Yapisinda bulunan metale goére ¢ farkh SOD siniflandinimistir:

Cu,Zn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD. CuZn-SOD ve Mn-SOD insanlarda
bulunurken, Fe- SOD bakterilerin cojunda ve bazi bitkilerde bulunur, insanlarda
bulunmaz. Mn-SOD mitokondrilerde bulunur. Mitokondri elektron tasima
zincirindeki sizma sonucu ve mitokondrial oksidaz  enzimleri tarafindan
olugturulan slperoksit radikalini uzaklagtinir. Cu,Zn-SOD sitozol, ¢ekirdek ve
olasi olarak peroksizomlarda bulunur. Sitozoldeki oksidazlar, endoplazmik
retikulumde bulunan sitokrom P450 enzimleri tarafindan olusturulan stperoksit

radikallerini uzaklagtinir (45). Hucre digi sivisinda da bir miktar SOD aktivitesi
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bulunmaktadir. Cu,Zn-SOD'un katalitik aktivitesi bakira, yapisi ise ginkoya
baghdir (102).

SOD akiivitesi dokulara goére dedisiklikler gostermektedir. Karaciger,
bébrekistl bezi, bobrek ve dalakta en ytksek dtizeylerdedir (102). SOD
aktivitesi doku oksijenlenmesine duyarli olan biyosentezi aracihgiyla
duzenlenmektedir. Atmig pO, ya da hicreigi oksijen konsantrasyonlarindaki
artis SOD biyosentezini artirir. Ornedjin yOksek oksijen basinciyla karsilasmis
siganlarin akcigerlerinde SOD biyosentezi artmis bulunmustur (41). Slperoksit
radikali olusturan parakuat adli bir madde de SOD (retimini artirmaktadir (102).

SOD'un biyolojik 6nemi SOD igermeyen bakteri ve mantar mutantlar gibi
basit mikroorganizmalarda g&sterilmistir. Bu mutantlar serbest radikal hasarina
¢cok duyarlidir. SOD geninin bu bakterilere yerlestiriimesi ile oksidatif hasarlara
karg! direng gelismistir (51). Reveillaud ve arkadaslarinin calismasi da bu
bulgulari destekler niteliktedir. SOD eksprese edilen drosofilalar stUperoksit
radikali Qreticisi olan parakuat ile olusturulan oksidatif hasara daha buyilk direng
gosterirler (78).

2.4.2, Katalaz: Katalaz (CAT) aktif bélgesinde hem'e bagli demir igeren
blytk bir enzimdir. Memeli dokularinin go§unda CAT peroksizomlarda bulunur.
Bununla birlikte kalp dokusunda, mitokondride de az miktarda CAT bulunur (45).
Sitozol ve mikrozomlarda da az miktarda CAT bulunur. CAT dokularda yaygin
gekilde bulunur ancak karaciger, btbrek ve eritrositlerde diger dokulara gére
daha yUksek CAT aktivitesi bulunur (45, 102).

CAT hidrojen peroksiti dofrudan oksijen ve suya pargalar. CAT'In
hidrojen peroksiti yikma kapasitesi ¢cok yUksektir.
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CAT
2 H202 > 2 H20 + 02

Ancak hidrojen peroksite affinitesi ¢ok disiik oldugundan, hizli galismasi
icin ytksek hidrojen peroksit konsantrasyonu gereklidir (45). Duslk
konsantrasyonlarda hidrojen peroksit glutatyon peroksidaz tarafindan yikilirken,
ylksek konsantrasyonlarda hidrojen peroksit CAT tarafindan yikilir (102).

2.4.3. Glutatyon Peroksidaz: Glutatyon peroksidaz (GPx) hidrojen
peroksiti suya donustirtir. GPx hiicre iginde sitozol ve mitokondride bulunur.
GPx hem hidrojen peroksiti, hem de organik hidroperoksitlerin suya

indirgenmesini katalizier (102).

GPx
2 GSH + H202 > GSSG + 2 H20

GPx
2 GSH + ROOH > GSSG + 2 Hy,0

GPx'in selenyuma badimh ve selenyumdan badimsiz her iki tipi de
yukaridaki tepkimeleri katalizleyerek peroksitleri suya dénUstlrerek hlcreyi
serbest radikal hasarina karsi korur. Selenyuma bagimli GPx sitozolde bulunur
ve daha dlstUk hidrojen peroksit konsantrasyonlarinda etkilidir. Selenyumdan
bagimsiz GPx ise organik hidroperoksitleri ve asin derécede artmis hidrojen
peroksitin suya indirgenmesini saglar (102)

GPx buylk bir hizla hidrojen peroksiti suya indirgerken indirgenmis
glutatyonu (GSH), yukseltgenmis glutatyona (GSSG) dénustirtr. GSH memeli
hlicrelerinde yliksek konsantrasyonda bulunan, serbest bir tiyol grubuna (-SH)
sahip bir tripeptiddir (45). Tepkimeye giren glutatyonlar dislifid baglan ile

birbirine  baglanarak indirgeyici &zelliklerini yitirirler. GPxin  iglevini
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sUrdlrebilmesi i¢in ortamda GSH bulunmasi gereklidir. Bu nedenle GSSG
NADPH badimh bir enzim olan glutatyon rediiktaz (GSR) tarafindan GSH'ye
dénustaratr (2, 45, 87).

GSR
GSSG + NADPH + H* > 2 GSH + NADP*

Bu tepkimelere kofaktdr olarak kullantlan NADPH'nin yeniden sentezi igin
heksozmonofosfat santt ve bu santin anahtar enzimi olan glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz (G6PD) enzimi gereklidir. Bu nedenle GSR ve G6PD enzimleri de
antioksidan savunma sistemi iginde yer alir (10).

Bagka bir selenyuma badimh GPx tlrl de fosfolipid hidroperoksit
glutatyon peroksidazdir. Sitozolde bulunan bu enzim fosfolipid hidroperoksitlerin
parcalanmasindan sorumludur (15, 94).

GPx memeli hlcrelerinde blylk oranda sitozolde bulunur. Ancak az
miktarda GPx mitokondride de bulunur. Benzer bir yerlesim SOD'da da
goraldugunden Cu,Zn-SOD tarafindan sitozolde, Mn-SOD tarafindan
mitokondride Uretilen hidrojen peroksitin yikilmasindan temel olarak GPx'in
sorumiu oldugu distintimektedir (45).

Selenyuma bagimli GPx'in antioksidan aktivitesinden yapisinda bulunan
Se sorumiudur. GPx aktivitesi ile kan Se konsantrasyonu arasinda pozitif
korelasyon vardir (102). Stuperoksit radikali GPx'i inaktive eder (11).

2.4.4. Glutatyon: Indirgenmis glutatyon (GSH) serbest tiyol grubu igeren
bir tripeptiddir (y-glutamil-sistein-glisin). GSH hemen hemen tim memeli
dokularinda ylksek konsantrasyonlarda bulunur (45, 102). GSH'nin hidrojen

peroksitin suya dénUstirGimesindeki gdrevinin yanisira antioksidan szellikleri de
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vardir. GSH kolaylikla slperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve
organik radikallerle tepkimeye girerek serbest radikal hasarini énleyebilir (102).
Radyasyon hasarini $nlemede de GSH'nin rolli olabilir. Radyasyon
sonucu olusan hidroksil radikali DNA'dan bir hidrojen atomu ¢ikararak DNA
radikali (DNA") olusturur. GSH DNA-ne bir hidrojen iyonu ekleyerek glutatyon
radikaline (GS+) dénusur. 2 GS: birleserek GSSG'yi olusturur. Ancak bazi
arastiricilar GS+'nin oksijen ile birleserek daha toksik radikallere déntstugina

Sne slirmektedir (45).
DNA + OH- > DNA- + H,O
GSH + DNA- > DNA + GS-
GS: + GS: > GSSG

GSH hdcre iginde bazi toksinlerle birleserek onlan zararsiz hale getirir.
Bu tepkime memeli hiicrelerinde yaygin bir sekilde bulunan glutatyon transferaz
enzimi tarafindan katalizlenir (45).

2.4.5. E Vitamini: E vitamini hem bitkilerde hem de hayvanlarda yaygin
olarak bulunan bir antioksidandir (102). E vitamini aktivitesine sahip olan sekiz
farkli madde bulunmaktadir: d-o, d-B, d-y, d-& tokoferoller; d-c, d-[a..d-y, d-8
tokotrienoller (45). En glglu antioksidan ézellige sahip olan» .d'°‘ tokoferoldiir (45,
102). Digerleri antioksidan &zellik tagimalarina kargin insé}xda daha az 6neme
sahiptir. Bunlar insanda barsaklardan daha az emildiklerinden dokularda daha
az birikirler (45).

Tokoferoller lipidperoksi radikalleri ve alkoksil radikali ile birlegerek lipid
| peroksidasyonunu &nlerler (43, 48, 102). Tokoferoller yukaridaki radikallerle

birleserek, bu radikallerin yag asitleri ve zar proteinleri ile tepkimeye girmesini
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dnlerler. Tokoferoller zincir tepkimelerini dnledidinden zincir kirici antioksidan
adini da alir (48).

Tokoferollerin hidroksil grubu peroksil radikaline bir H* vererek onu lipid
peroksite donlstirQr. Bu arada o tokoferol radikali (o tokoferol) olusur.
o tokoferol radikali dijer radikallere oranla reaktivitesi az olan bir radikaldir.
Askorbik asit (C vitamini) bu radikali o tokoferole dénusttirtr. Bu tepkime sonucu
olusan askorbik asit radikalinin reaktivitesi oldukgca dOsuktur. lki askorbik asit

radikali birlegerek askorbik asit ve dehidroaskorbik asiti olusturur (24).

o tokoferol + L-O5 > o tokoferol- + L-O5H
o tokoferol- + askorbik asit ——— > o tokoferol + askorbik asit:
2 askorbik asit : > askorbik asit +dehidroaskorbik asit

E vitamini zarlarda bulunan zincir kirici bir antioksidandir. Ancak zarlar
¢ok miktarda E vitamini icermezler. Bin goklu doymamis ya§ asidi yan zincirine
kargin, bir tane E vitamini molektilil bulunur.

E vitamini bobreklstti bezi, kalp, testis, karaciger gibi dokularda ytksek
dlzeyde bulunur. Hicre iginde E vitamini mitokondri ve endoplazmik retikulum
zarlan gibi lipidden zengin zarlarda bulunur (102).

2.4.6. C Vitamini: E vitaminine karsit olarak C vitamini hidrofiliktir ve sivi
ortamlarda E vitamininden daha iyi iglev gértir. C vitamini (askorbik asit)
dogrudan slperoksit radikali, hidroksil radikali ve gesitli lipid hidroperoksitlerle
tepkimeye girerek antioksidan &zellik gésterir. Ayrica o tokoferol radikalini
o tokoferole gevirerek ona antioksidan &zellik kazandinr (45).

C vitamini yaygin bir sekilde memeli dokularinda bulunur. Bébrekistu
bezi ve hipofizde diger dokulara oranla daha yUksek konsantrasyonlarda

bulunur. Karaciger, dalak, pankreas ve beyinde az miktarda bulunur (102).
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C vitamini antioksidan 6zelli§i yanisira prooksidan ézellik de gésterir (69).
YUksek konsantrasyonda C vitamini gegis metallerinin varliyinda prooksidan
olarak etki yapar. C vitamininin prooksidan &zelligi Fet31 Fe*Zye
indirgemesinden kaynaklanir (8).

Fe*3 + askorbik asit > Fe*2 + askorbik asit: + 2 H*

Askorbik asit radikali yukarida acgiklandi§r gibi askorbik asit ve
dehidroaskorbik asite dénusiur (45). Baska bir yol da askorbik asit
radikalinin Fe*3 't Fe*2'ye indirgemesidir (8).

Askorbik asit: + Fe*3 '~ Dehidroaskorbik asit + Fe*2

Tedavi amaciyla kullanilan demirin emilimini artirmak igin C vitamini ve
demir kombinasyonu igeren preparatlar kullaniimaktadir. Kuramsal olarak bu
kombinasyon kemiricilerde | gorilen lipid peroksidasyonu sonucu olugan
intestinal hasarin nedeni olabilir (8).

2.4.7. A Vitamini: Karotenler serbest radikalleri uzaklagtirdiklarindan
antioksidanlar arasinda yer aimaktadir. Beta karoten ksantin oksidaz araciliiyla
olusan lipid peroksidasyonunu : 6nler. Beta karoten C vitamini gibi hem
antioksidan hem de prooksidandir. Duslik oksijen parsiyel basinglarinda
antioksidan etkinlik gosterirken, ylksek parsiyel oksijen basinglarinda
prooksidan etkinlik gésterir (102).

2.4.8. Urik Asit: Purin metabolizmasinin son Urinudur. Antioksidan
etkiye sahiptir. Antioksidan etkinlidini hangi yollarla gergeklestirdi§i tam olarak
bilinmemektedir (102). Urik asit demir iyonlari ile birleserek antioksidan etkinlik
gYsterebilir (28).

'2.4.9. Transferrin ve Ferritin: Plazmada demiri baglayan bir

glikoprotein olan transferrin, en 6nemli demir tagiyan bilesiktir. Her transferrin
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molekllt en gok iki demir atomu baglayabilir. Asidik pH demirin transferrinden
salinmasina neden olur (6). Bunun sonucunda serbest demir ferritin gibi diger
demir baglayici proteinlere baglanabilir. Hlcre iginde demirin ¢odu ya sitozolde
ferritine bagli olarak ya da lizozomlarda bulunur (102). Her ferritin molekalt
4500 demir atomunu depolama kapasitesine sahiptir. Ferritin en yodun olarak
karaciger dalak ve kemik iliJinde bulunur (93).

Fizyolojik kosullarda demirin biyoyararli§i ve dtzenlenmesi dolasan
transferrinin durumuna baghdir. Transferrin serbest demiri baglayarak demirin
lipid peroksidasyonu tepkimelerini baglatmasini énler. Transferrin demirle tam
doyurulmadigi slrece antioksidan etkinlik gosterir. Ancak demirle tam olarak
doyuruldugunda plazmaya demir salarak prooksidan etkinlik gésterir (102).
Barsaklarda emilen demir kanda transferrine badli olarak taginir. pH 7.4'te
transferrinin demire affinitesi ¢ok ylksektir. Transferrin endositozla hticre icine
girer. Vakuol iginde pH dustugtl zaman transferrinden demir salinir. SGperoksit
ve diger radikaller ferritinden demiri serbestlestirebilir (47).

2.4.10. Seruloplazmin: Bakir balayan bir glikoproteindir. Fizyolojik
pH ' da 6 ya da 7 bakir atomu baglar. Seruloplazminin antioksidan etkinli§i tg¢
ayri yoldan gergeklesir. Seruloplazmin Fe*2nin Fe+.3§_‘.{ 'e ylkseltgenmesini
katalizleyen ferroksidaz gibi iglev gdrerek demirin transferrine baglanmasini
kolaylastirir. Zayif da olsa stperoksit radikalinin zararl etkilerini 6nler. Bu etki
hicre digt sivinin antioksidan etkinlijinde 8nemli bir rol oynayabilir. Son olarak
seruloplazmin prooksidan bir metal olan bakiri badlayarak antioksidan etkinlik
gdsterir (102).

2.4.11. Lipolitik Enzimler: Hdcreler, hasarlanmis ya da bozulmus

bilegenlerinin yeniden yapiimasinda g&revli gesitli enzimlere sahiptir. Fosfolipaz
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aracihiiyla hasarli yad asitlerinin hillcre zarindan uzaklastiriimas: zar.
batanligtuntn saglanmasinda en etkin yoldur. Lipid peroksidasyonunun
fosfolipaz A'nin lipolitik etkinlidini uyardi§: gosterilmigtir (102).

2.4.12. Proteolitik Enzimler: Cesitli proteolitik enzimler hasara ugramis
proteinleri pargalayarak antioksidan savunmaya katilir (29). Proteolitik enzimler
hasara ugramig ve dedismis proteinlerin hiicre icinde birikimini 6nler. Bu etki
bzellikle yaslanmada énemlidir. Hasarli proteinlerin birikimi hticreler icin zararls
olabilir. Proteazom ve makroksiproteinaz serbest radikal hasarina ugramis
proteinleri par¢alayan proteinaz kompleksleridir. Hicre igin proteolitik aktivitenin

serbest radikal olugumunu takiben artti bilinmektedir (4).

3. OKSIDAN STRES

Insan bedeninde serbest radikaller ve hidrojen peroksit sabit bir hizla
Uretilir. Serbest radikallerin zararli etkileri antioksidan savunma sistemieri
tarafindan azalhlir. Normal hizda dretilen serbest radikallere kargi yeterli
etkinlikte antioksidan savunma sistemleri bulunur. Ancak antioksidan savunma
sistemlerinin bllylk bir yedegi yoktur. Belki de bunun nedeni, baz: radikallerin
fagositoz gibi yararl! olaylarda gﬁfev almasi olabilir (45).

Serbest radikal Uretimi ile antioksidan savunma sisté;ﬁleri yaklagik olarak
dengededir. Oksidan stres olarak adlandinlan dengenin serbest radikaller
ydninde degigsmesi, hlicrenin biyokimyasini bozar. Hucrelerin ¢ofu hafif
derecede oksidan stresi tolere edebilir. CUnkl onarim sistemleri hasarli
molekulleri tanir ve uzaklastinr; yerine yeni molekller yapilir. Ayrica hilcreler
oksidan strese yanit olarak antioksidan savunmalarini artirabilir. Ornegin % 100

O, bulunan bir ortama koyulan siganlar birkag¢ gtin iginde 8lir. Ancak hayvanlar
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giderek artan duzeyde O, konsantrasyonlariyla kargilashginda akciferler
antioksidan savunmalarini artirarak uyum saglayabilirler. Bdylece hayvanlar
% 100 oksijene dayanabilirler. Bununla birlikte §iddetli oksidan stres hficreleri
hasara udratabilir, hatta SldUrebilir. Antioksidanlarin azalmasi, serbest radikal

Uretiminin ya da gecis metallerinin artmasi oksidatin strese neden olabilir (45).

4. MERKEZI SINIR SISTEMI VE OKSIDAN STRES

Sinir sistemi birgok anatomik, fizyolojik ve biyokimyasal &zellikleri
nedeniyle, bedenin diger organlarina gére serbest radikal hasarina karg1 daha
duyarhdir. Ayrica sinir sisteminin yapisal ve islevsel ozellikleri, serbest radikal
hasarini daha da 6nemili duruma getirir. Bu o&zellikler asadidaki sekilde
6zetlenebilir (40).

a)Merkezi sinir sisteminin oksidatif metabolizma hizi yUksektir.

b)Ozellikle zardaki goklu doymamis yay asitleri gibi kolayca okside
olabilen maddeler yliksek konsantrasyonda bulunur.

c)GPx, CAT gibi koruyucu antioksidan enzimler dlglk duzeylerde
bulunur.

d)Dopaminin metabolizmasi gibi 6zel nbrokimyasal;tepkimeler araciliiyla
hiicre iginde serbest radikaller oiu5ur. :

e)Ozellesmis noronal iletim ve sinaptik iletimin etkinligi zarlarin iyi
caligmasina baghidir.

f)Zarlarin ytizey alaninin sitoplazmik hacme orani ytksektir.

g)Uzun aksonal yapi periferik hasar olugumuna e§ilimlidir.

h)Sinirsel anatomik ag bozuimaya duyarlidir.

1Sinir hticreleri replike olamaz.
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4.1. Beynin Oksijen Metabolizmasi ve Serbest Radikal Uretimi

Yuksek metabolik etkinligi nedeniyle beyin gok miktarda molekiler oksijen
kullanir. Geng bir erigkinde 100 g beyin dokusu dakikada 3.5 ml oksijen
kullanir. Bu agidan bakildiginda, beyin beden adirhidinin yalnizca % 2'sini
olugturmasina karsin, dinlenim durumunda toplam oksijenin % 20'sini kullanir
21).

Sinir htcresinde oksijen temel olarak mitokondride karbonhidratlarin
oksidasyonuna katilir ve beyinde dakikada 4x1021 mol ATP aretilir (76). Sinir
htcresinde mitokondriler hiicre gévdesinin yanisira, hlicre zar boyunca iyonik
gradienti sa§layan ATPaz'larin bulundudu dendritler, aksonlar ve sinaptik
dugmeler gibi uzantilarda da bulunur (25). Mitokondride oksidatif fosforilasyon
sirasinda ATP dretilirken, solunum zincirinden elektronlarin sizmasi sonucu
serbest radikaller de uretilir (25, 47, 50, 76). Beyinde oksijen yUksek miktarda
kullanildigindan serbest radikal tretimi de artmistir (76).

Mitokondri solunum zincirinin bilesenlerini kodlayan genler hem cekirdek
DNA's1, hem de mitokondri DNA'sinda yer alir. Mitokondri DNA'sinda mutasyon
hizi ¢ekirdek DNA'sina gére 10 kat daha ytksektir. Ayrica mitokondri DNA'
sinda onarim dUzeneklerinin etkinli§i de daha d0§ukt0r..uiBeyinde mitokondri
DNA'sinda yagla birlikte okside nukleotidlerin miktarinda 15 kat artis
bulunmustur. Kalitsal mitokondri DNA'si mutasyonlari ve delesyonlarinin
nérodejenerasyon ve inme gibi belirtilerin gértldugu sendromiarla iliskili olmas,
yaglanma sirasinda olugan mutasyonlarin elektron tagima =zincirini bozarak

oksidan stresi artirabilecegini dugundtrmektedir (25).
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4.2. Sinir Hiicresi Zannin Lipid lgerigi

Beyin gok miktarda goklu doymamis ya§ asidi igerir (25, 47, 50, 76, 77).
Hidroksil radikali gibi radikaller zardaki ¢ift baglardan kolaylikla H* uzaklastirip
lipid peroksidasyonu zincir tepkimelerini baglatabilir (25).

4.3. Beyindeki Antioksidan Savunma Sistemleri

Beyinde CAT'in etkinligi ¢ok dusuUktir. SOD ve GPx etkinli§i ise orta -
duzeydedir (47). SOD etkinliéi insan ve sican beyninin hemen hemen tim
bélgelerinde gértlur. Toplam SOD etkinliginin baytk bsluma Cu,Zn-SOD'dan
kaynaklanir (50, 76). |

CAT'in etkinligi karaciger, bobrek ve eritrositlerde yUksek duzeyde iken
beyinde ¢ok dustktiur. CAT hicrelerde peroksizomiar icinde bulunur. Beyinde

bulunan peroksizomlar karacigerdekilere gére gok kiglk oldugundan sikiikia

mikroperoksizom olarak adlandirilirlar. Beyinde az miktarda bulunan CAT
hipotalamus ve substansiya nigrada yodunlagmaktadir (50).

Beyinde Uretilen hidrojen peroksitin gogu blylk bir olasihkla GPx
tarafindan parc,:alanlr (50, 76). GPx beyinde yaygin bir gekilde dagllm@tlr.
GPxin temel olarak néronlardan g¢ok glia htcrelerinde yofunlastigi kabul
edilmektedir (76).. Insanda yapilan bir galismada njezensefalonda bulunan
. dopaminerjik ndrbrflann GPx igermedigi, bunlar gevrele)ié‘ﬁ astrositlerde GPx
etkinligi bulundugu saptanmistir (27).

GPx hidrojen peroksiti suya déntstUriirken GSH'de GSSG've gevrilir.
GSSG glutatyon reduktaz enzimi aracihifiyla .yeniden GSH‘ye cevrilir. Bu
tepkimeye NADPH de‘katl-llr. NADPH pentoz fosfotai yoluyla olugturulmaktadir.
Sigan beyin sinaptozomlarinda katekolaminlerin MAQ ile oksidasyonu sirasinda

olugan hidrojen peroksit uzaklastirilirken pentoz fosfotaz yolu da hizlanmaktadr.
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GSH s.entezih.in bozuldugu \dogumsal hastaliklarda sgiddetli mental ve motor
gerilik, epileptik nébetlere benzer ndbetler gériimektedir (50).

E vitamini zarlarin i¢ ylzinde yogunlagan yadda eriyen bir antioksidandir.
Insanlarda E vitamininin eksikligi diyetle alinan yagin emiliminin bozuldudu
ai:aetaliporoteinemili hastalarda incelenmistir. Bu hastalarda gérilen temel
dzellik, ilk on yilin sonuna dodru geligen siddetli ve ilerleyici noropati ve
retinopatidir. Erken baslayan E vitamini tedavisi nérolojik komplikasyonlari 6nler.
Serebellum beynin diger boélgelerine oranla daha az E vitamini igerir (50).

C vitamini gri cevher ve beyaz cevherde bol miktarda bulunur. Koroid
pleksusta bulunan 6zel bir aktif tagima sistemi BOS'daki C vitamini yogunlugunu
kana gore 10 kat artirir. Néronlarda bulunan ikinci bir tagima sistemi C vitaminini
hucre iginde yogunlastirir (47, 76).

Pineal bezde dretilen melatonin glgll bir antioksidandir (72, 76, 77).
Melatonin lipidierde ve suda eridiginden kolaylikla hticre igine girer. Melatonin
hidroksil ve lipid radikallerini uzakla$t|rarak hem lipid peroksidasyonunun
baglamasini, hem de ilerlemesini énler. Melatonin bu iki etkiye sahip bilinen tek
antioksidandir. Melatonin DNA ve proteinleri de serbest radikal hasarina kar§|{
korur. Ayrica melatonin beyin GPx etkinli§ini de artirir (76, 77). Melatonin bilinen
en glgla hidroksil radikali uzaklagtirici antioksidandir (72;

Insanda BOS ¢ok az transferrin ve seruloplazmin igerir. Ayrica BOS'da
radikal tepkimelerini katalizleyen d(stk molekiler agirhikli demir ve bakir
kompleksleri bulunmaktadir. Sican beyninde demir tuziari serotoninin
reseptérlerine bananmasnnda gorev alir (47, 50). Insan beyninde globus
pallidum ve substansiya nigra demirden zengindir (101). Globus pallidum ve

substansiya nigrada yagamin ilk otuz yilinda demir miktan artar.
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4.4. Dopaminin Oksidasyonu

Dopaminin ofooksidasyonu ya da MAQ ile oksidasyonu sonucu hidrojen
peroksit olusur (22, 56, 70, 101). Dopaminin MAO ile oksidasyonu sirasinda
’hidrojen peroksitin yanisira 3,4-dihidroksiasetaldehit ve NH5 de olugur (52).

MAO
DA + O, + Hy,0 > 3,4-dihidroksiasetaldehit + NHg + H,0,

Dopaminin otooksidasyonu sirasinda semikinonlar (SQ-), sQperoksit
radikali ve hidrojen peroksit olugur (52).
- DA + Oy— > 8Q- + Oy + H*
DA + Oy~ > 8Q' + H,0,

Sonraki basamaklarda semikinonlardan néromelanin olusur. Semikinonlar
GSH ile birlegerek GSH konsantrasyonunu dusurir (50).

Parkinson Hastali§i temel olarak ortabeyindeki dopaminerjik néronlarin
yitimiyle karakterizedir. Bunun biyokimyasal sonucu striatumda dopaminin
azalmasidir. Bu hastalik 6ncelil;le substansiya nigrada yer alan néromelanin
iceren hUlcreleri etkiler (27, 52). Parkinson Hastaligi'nin etyolojisi
bilinmemektedir. Oksidan stresin Parkinson Hastahigi'nin etyolojisinde rol
oynadi§ini duglnduren gesitli bulgular asadida bzeﬂenmfstigi.

aj Parklns;n Hastalifi'nda lipid peroksidasyonu bulgulari artmigtir (52,
56, 57).

b) -Substansiya nigrada CAT ve GPx etkinlidinin azaldifini belirten
yayinlarin (52) yanisira, bu enzimlerin etkinli§inin normal diizeyde oldugunu
belirten yayinlar da vardir (57). SOD enziminin etkinligi atmistir (52, 57). GSH
azalmigtir (52, 56, 57). SOD etkinligindeki artig, GPx ve GSH duzeylerindeki

azalma hidrojen peroksit birikimine neden olarak oksidan strese neden olabilir.



c) Substansiya nigranin demir ve ferritin iceridi artmistir (52, 56, 57, 101).

d) Ortabeyindeki diger katekolaminerjik nérontarin bulundudu alaniarla
kargilagtinidiginda, GPx pozitif hucrelerin yodunlugu substansiya nigrada en
azdir (27, 52).

e) Melanin igeren katekolaminerjik néronlarin dejenerasyona egilimi
‘fazladir. Sinir hicrelerinde néromelaninin gdsterilmesi, bﬁ hiicrelerde serbest
radikallerin olugtugunu kanitlamaktadir. Parkinson Hastali§i'nda substansiyé
nigradaki dejenere dopaminerjik néronlarin ylksek oranda gériimesi, bu
ncrelerde bol miktarda serbest radikaller Oretildigini dusGndurmektedir (52).

4.6. Serbest Radikallerin Sinaptik lletime Etkisi

Serbest radikallerle karsilagma néronlarin i§lévl§rini etkiler. Hipokampal
dilimlerde serbest radikaller sinaptik etkinligi azaltir ve spike Uretimini zayiflatir.
Oksidah stres serebral kortikal sinaptozomlardan hasar yapici potansiyele sahip -
olan glutamat sahn_masnhl artinr (42). Glutamatin serbest radikal hasarinda rol
oldu§u ne strilmektedir (25). |

Serbest -radikaller norotransmitterlerin  reseptériere  ba§lanmasini
azaltmaktadir. Zarlarin  peroksidasyonu sigan korteksinde serotoninin
reseptérierine ba§lanmasini, spiroperidolin insan beyninde kaudat ve
putamendeki dopamin (D,) resepttrierine baglanmasini azaltir (47).

Lipid peroksidasyonu ndrotransmitterlerin geri alinmas: (zerine degisik

etkilere sahiptir (26).
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GEREC VE YONTEM

1. DENEY DUZENEGI

Zemini 1 cm araliklarla dégenmig, 0.3 cm kalini§inda paslanmaz
celikten, duvarlan pleksiglastan yapilmig olup; eni 10 cm, boyu 21 cm,
ylksekligi 17 ecm'dir. Grass Model S 48 Stimulatér ve Grass Model CCU 1 Sabit
Akim Birimi kullanilarak diizenegin zeminine istenilen siire ve §idaette elektrik
akimi verilebilmisgtir.

2.DENEY HAYVANLARI

189.57 + 592 g (Ortalama + Standart Hata) adiriginda erkek Rattus
norvegicus Wistar sicanlar kullamlmigtir. Siganlar 12 saat aydinhk
(07.00 - 19.00), 12 saat karanlik (19.00 - 07.00)' ortamda, 20 + 2 °C'de
barindinimistir. Deney hayvanlannin standart pelletiyemlerinde ve icme
sularinda kisitlama yapilmamistir.

3.DENEY

Deneyler 7'ser hayvandan olugan 3 grupta yapilmigtir. Birinci gruptaki
hayvanlara 160 ms siire ve 160 ms araliklarla 0.2 mA siddetinde akim verilmis;
deney 20 dak. surmOgtur (80). lkinci bir gruba deney yapilmadan 30 dakika
tnce 5 mg / kg intraperit‘oneall diazepam enjekte edilmig; ayni deney bu grupta
da yinelenmigtir (80). Uglnct grup higbir islem yapiimayan kontrollerden
olugmustur. Deneylerin hemen bitiminde siganlar servikal dislokasyon yapilarak
ex edilmis; beyinléri en ¢ok 30 saniye iginde ¢ikariimistir. Homojenizasyon sivisi
olan soduk distile su ile beyinler hemen yikanmig; buzla sodutulmus zemin
Uzerinde prefrontal korteks en gok 1 dakika iginde ¢ikariimistir. TUm deneyler ve
kontroller 9.30 - 12.00 saatleri arasinda gergeklestirilmisgtir.
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4. HOMOJENIZASYON

Homojenatlar Carrillo ve arkadasglarnin yﬁniemine gore hazirlanmigtir
(18). Preﬁoﬁﬁal korteks darasi alinmig ependorf tliplinde tarhiimistir. Beyin
6rnek|eri. homojenizatér (Potter S - B. Braun) ile 1300 devir / dakika'da,
2 ml soduk distile su iginde homojenize ,edilmi#tir. Homojenat ultrasonik
homojenizattrde (Vibra Cell - Sonics MaterAial).1 dak. slreyle sonike edilmistir.
Homojenizasyon iglemleri buzla sodutulmus ortamda yapilmistir. Malondialdehit
oleimil icin  ependorf tlpline tam homojenat alinmig, geri kalan
homojenat + 4 °C'de 10000 g'de 2 dak sUré'yie sémtrifﬂj edilmigtir. Santrifi)j
sonucu elde edilen sUpernatan enzim ve protein Slgumleri igin ayriimigtir.
Ornekler - 70 °C'de saklanmis; 8lgUmler 15 gln iginde yapiimigtir.

6.S0D AKTIVITESININ OLGUMU

SOD aktivitesi Randox'un RANSOD (Kat. No. SD 125) kiti ile l¢imUstar.
SOD'un rolQ, oksidatif enerji sUregleri sirasinda 6[u§an toksik superoksit
radikalinin hidrqjan peroksit ve molekiller oksijene dismutasyonunu saglamaktir.
Kitin galigma ydntemi, stperoksit radikalleri olu§tufmak Gizere ksantin ve ksantin
oksidazi kullajriu. Olusgan stperoksit radikalleri 2-(44iodophenil)-3-(4-nitrophenol)
-5-phenyltetréiolium chloride ( ILN.T.) ile tepkirﬁeye girerek, kirmizi renk

olugturur. Yéntemin temeli, bu tepkimenin SOD tarafindan inhibisyon derecesine

dayanir. o
Ksantin Oksidaz
Ksantin > Urik asit + Oy
INT.+ Oy~ > Kirmizi renk
SOD

02" > H202 + 02
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5.1. Spektrofotometrik yontem

‘Olgumler 505 nm dalga boyunda, 37 9C'de, Schimadzu UV-1201V
spektrofotometrede yapilmistir. 0.05 ml stipernatana 1.7 ml miyar eklenip iyice
kan;;tmlm'ls; daha sonra bu kangima 0.25 ml ksantin oksidaz eklenmis ve ayni
anda slire baglatiimigtir. 30 saniye sonra baglangi¢ abéorbansn (A1) ve bundan
3 dakika sonra son absorbans (A;) okunmugtur. Ayni iglemler standart ve kér
i¢in de yabllnﬁ;;tlr.

6.2. Sonuglarin hesaplanmasi:

Kér, standart ve 6rnekler igin A A hesaplanmstir.

As- Ay
AA= — —
3 .

Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan standartlarin ve &rneklerin

% inhibisyon aegerleri asagidaki formallerle hesaplanmistir.

(A Astd. / dak. x 100)

% inhibisyon = 100 -
‘ (A Akér / dak.)

(AASrn. /dak. x 100)

% inhibiéyon = 100 -
( A Akér/ dak.)

Standartlérdan yapilan Slgimler sonucunda, yatay eksene Unite/mi
(Urml) SOD, dugey eksene % inhibisyon degerleri g;iecek gekilde standart egri
hazirlanmigtir. Qmeklerden yapilan Sigimlerle SOD degeri, standart egriden
U/ml stpernatan olarak glkanlmlstlr.oblqulen protein miktarina gdre, enzim

aktivitesi agagidaki formtlle hesaplanarak U/mg protein olarak gésterilmistir.
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SOD U/ ml stipernatan

SOD U/ mg protein =
mg protein / ml spernatan

6. GPx AKTIVITESININ OLGOMO

GPx aktivitesi Randox'un RANSEL (Kat. No. ‘RS 504) kiti ile saptanmugtir.
Bu kit Paglia ve Valentine'in tanimiadidi yénteme<gbre hazirlanmigtir (71).
GPx, kimen hidroperoksit ile glutatyonun (GSH) oksidasyonunu katalizler.
Glutatyon reditktaz (GR) ve NADPH varli§inda, okside glutatyon (GSSG) stiratla
indirgenmig formuna (GSH) gevrilir, bu sirada NADPH, NADP*'e okside olur.
Spektrofotometrede 340 nm'de, 37 °C'de absorbansdaki azalma oi¢alar.

GPx
2GSH + ROOH > ROH + GSSG + Hy,O

GR :
GSSG + NADPH + H* > NADP* + 2GSH

6.1. Spektfofotometrik yontem

0.02 rr:|| sUpernatana 1.00 ml miyar eklenip kanstinlmig; daha sonra
karigima 0.04 ml kimen hidroperoksit eklenrriigtir. 1 dakika sonra o6rnedin
baglangi¢ absorbanslari Shimadzu UV-1201V spektrofotometrede okunmus;
ayni anda s(re baslatiimigtir. Bundan 1 (Aq) ve 2 dakika (Ay) sonra
absorbanslar okundu. Aym iglemler kér igin de yapilmistir.

6.2. Sonuglarin hesaplanmas

Ornek ve kor igin A degerleri asa(gldaki formdl ile hesaplanmgtir.

Ar+Ay

A (brnek veva koér igin) =
2
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Superhatanln GPx konsantrasyonu agagidaki formdl ile hesaplanmisgtir.

U /L stpernatan = 8412 x A A 340 nm/dak |

AA= Adrek - Akdr

Olgtilen protein miktarina gére, enzim aktivitesi asa§idaki formulle

hesaplanarak U/mg protein olarak gosterildi.

GPx U / ml stipernatan
GPx U/mg protein =

mg protein / mi spernatan

7. MDA OLGOMU ‘

MDA degerleri Rehncrona ve ark. ydntemine gdre olgUimugtur (75).
0.5 mi homojenat, 0.5 ml % 20'lik triklor asetik asitié karistirilarak 10 dakika
(3000 devir / dak.) santrfQj edilmigtir. Santrﬂf(]jdeyhz sonra 0.9 ml spernatan
“alinarak uzegihe 1 ml % 0.67'lik tiyobarbittrik asit eklenmistir. Ornekler kaynar
su banyosundé 10 dakika bekletiimis; soguduktan sonra 532 nm'de
absorbanslar sigtiimustar.

MDA stahdardmdan (1, 1, 3, 3 tetraethoksipropan) yapilan sigumlerle,
yatay eksen sﬁndart konsantrasyonunu, dugey eksen absorbans degerlerini
gosterecek gekilde standart egri grafigi hazirlanmigtir. Orneklerin MDA miktarlar
grafikten bulunup sonuglar nmol/ml olarak heéaplanmlstlr. Bu de§er
homojenatta bulunan doku miktarina béliinerek nmol/lg doku olarak

gosterilmisgtir.
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8. PROTEIN OLGUMU .

Sdpernatanin protein miktari Markwell'in modifiye Lowry y6ntemi ile
saptanmugtir (66). Yoéntem alkali ortamdaki iki 'degérlikli bakirin protein ile
etkilegmesiyle olugan, Cu*? aromatik amino a;éitlerin (tirozin, triptofan)
fosfomolibdik .ve fosfotungustik ~ asitleri (Folin-Ciocalteau reaktifi) hetero
polimolibdenyuma indirgeyip mavi renkli bir kompleks olugturmalan temeline
dayanir.

8.1. Aywraglar

8.1.1. Reaktif A: % 2 Na,CO5;, % 0.4 NaOH, % 0.16 sodyum tartarat,
% 1 sodyum dodesil sulfat igermektedir. 5 g NayCOy, 1.2 g NaOH, 0.04 g
sodyum tartarat, 2.5 g sodyum dodesil stlfat tartilarak bidistile su ile 250 ml'ye
tamamlanarak hazirlanmigtir.

8.1.2. Reaktif B: % 4 CuSO4. 5 H,0 igerir. 2 g CuSO, tartilarak bidistile
su ile 50 ml'ye tamamlanarak hazirlanmistir. |

8.1.3. Folin Ayriraci: 2 N Folin - Ciocalteau reaktifi 1/1 oraninda bidistile
su ile seyreltilérek hazirlanmistir. '

8.14. ﬁé@kﬁf C: 100 hacim Reaktif A , 1 hacim reaktif B ile kangtirilarak
taze olarak hazirlanmigtir. ‘

8.1.6. P}otgin Standart Gozeltileri: Si1§ir s;rum albumini standart olarak
kullamimigtir. Bidistile su iginde 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pug / mi
konsantrasyonlarda standart ¢tzeltiler hazirlanmigtir.

8.2. Yontem ,

0.01 mi sOpernatan bidistile su ile 1 ml'ye tamamlanmigtir. Kér olarak
kullanilacak tipe 1 ml bidistile su koyulmustur. TUplerin Gzerlerine 3 ml reaaktif -

C eklenerek 25 °C'de 30 dakika bekletil?nis;; bu sltre sonunda tilplere 0.30 mil
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seyreltik folin ayiraci eklenerek 25 °C'de 45 dakika bekletilmigtir. Daha sonra
olugan rengin absorbansi 660 nm'de kdre kargt spektrofotometrede okunmusgtur.
Protein miktarlarl, standart protein  gozeltilerinin  absorbanslani  ile

konsantrasyonlari arasinda ¢izilen grafikten yararlanarak saptanmigtir.

9. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Gruplarin ortalamalarn arasindaki fark, Microsta programinda Mann

Whitney-U testi kullanilarak de§erlendirilmigtir.
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SONUGLAR

Kontrol grubunun sonuglan tablo 1'de, ayak soku uygulanan grubun
sonuglari tablo 2'de, ayak sokundan 30 dakika 6nce 5 mg/kg intraperitoneal
diazepam uygulanan grubun sonuglari tablo 3'te gdsterilmektedir.

SOD aktivitesi kontrol grubunda 1.064 + 0.073 (Ortalama + Standart
Hata: Ort + SH), ayak goku uygulanan grupta 0.925 + 0.069, ayak gokundan 30
dakika 6nce 5 mg / kg intraperitoneal diazepam uygulanan grupta 1.012 + 0.134
U / mg protein olarak bulunmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamii
bir farklilik sébtanmamnstn,r (p > 0.05) (Grafik 1).

GPx aktivitesi kontrol grubunda 0.126 + 0.005, ayak goku uygulanan
grupta 0.087 + 0.009, ayak sokundan 29 dakika' dénce S5 mg / kg i.ntraperitoneal
diazepam uygtilanan grupta 0.138 + 0.012 U/ 'mg prgtein olarak bulunmusgtur.
Ayak goku uyginlanan grubun GPx aktivitesi hem k'c;ntrol grubu, hem de ayak
gsokundan 30 dakika énce 5 mg / kg intraperitoneal.diazepam uygulanan gruba
gdre anlaml olarak digttk bulunmusgtur (p = 0.006358) (Grafik 2).

MDA duzéyleri kontrol grubunda 34.579 + 6.875, ayak soku uygulanan
grupta 47.423 + 9.378, ayak gokundan 20 dakika 6nce 5 mg / kg intraperitoneal
diazepam uygulénan grupta 36.862 + 5667 nmol / g QOku olarak bulunmusgtur.
Gruplar araslnda; istatistiksél olarak anlamh bir farkliik saptanmamigtir
(p > 0.05) (Grafik 3).



TABLO 1:Kontrol grubunun sonuglari.

DENEK SOD GPx MDA
NO (U/mg protein) (U/mg protein) | (nmolig doku)
1 0.788 0.104 48.687
2 1.019 0.124 65.470
3 1.374 0.143 26.981
4 1.168 0.142 18.191
S 1.016 0.132 14.066
6 1.173 0.121 27.821
7 0910 0.119 40.835
Ort+ SH| 1.064+ 0.073 0.126 + 0.605 34.679 + 6.875

TABLO 2: Ayak goku uygulanan grubun sonuglan.

DENEK SOD GPx MDA

NO (O/mg protein) (U/mg protein) | (nmol/g doku)

1 0.695 0.083 55.674

2 1.080 0.079 88.409

3 0.859 0.072 55.126

4 0.893 0.074 61.099

5 0.814 0.104 28.148

6 1.245 0.064 19.519

7 0.889 1.135 23.988
Ort+ SH| 0.926+ 0.069 0.087 + 0.009 |47.423 + 9.378

o




TABLO 3: Ayak sokundan 30 dakika énce 5 mg / kg intraperitoneal

diazepam uygulanan grubun sonuglari.

DENEK SOD GPx MDA
NO (O/mg protein) | (Oimg protem) {nmollg doku)
1 0.858 0.107 36.224
2 1.469 0.125 21.712
3 1177 0175 58.610
4 0.585 0131 45.759
5 1.404 0.109 49.878
6 0.610 0490 20.817
7. 0.982 0.127 25.034
Ort: SH| 101240134 | 0438:0012 |36.862+ 6.667

U/mg protein
1,2 1

1.1 1

1 4
0,9 A
0.8
0,7 4
06
05
04
0,3
0,2 1
0.1

KONTROL  AYAK SOKU  DIAZEPAM+AYAK SOKU
GRAFIK 1: SOD aktivitesi 8lgim degerleri. Sonuglar Ort + SH olarak
gosterilmistir (p > 0.05).



U/mg protein
0,186 -

0,14 -

0,12 -

-

0.1 4

0,08

0.06

0,04 -

0,02 1

| KONTROL  AYAK SOKU DIAZEPAM+AYAK SOKU
GRAFlK 2: GPx aktivitesi slgum degerleri.
* Afak soku uygulanan grup kontrolden farklidir (p=0.006358).
*“‘:Ayaik soku uygulanan grup ayak sokundan 30 dakika 6énce 5 mg / kg
intraperitoneal diazepam uygulanan gfuptan farklidir (p=0.006358).

nmol/g doku

KONTROL  AYAK $OKU  DIAZEPAM+AYAK SOKU
GRAFIK 3: MDA degerleri (p > 0.05).
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TARTISMA -

Dopaminerjik  sinir uqlannda bulunan dopaminin blUyuk bir kismi
veziklllerde 'depolamrken ¢ok az bir kismi da sitoplazmada bulunur.
Sitoplazmada bulunan dopémin mitokondrinin dig zarinda bulunan MAO enzimi
aractht ile metabolize edilir. Dopaminin  yikilmasi  sirasinda
dihidroksifenilasetaldehitin yani sira amonyak ve hfdrojen peroksit olugur (22,
56, 70, 101). Hidrojen peroksit daha sonra hiicreler igin ¢ok toksik olan hidroksil
radikaline ddnUslr. Hidroksil' radikali hdcredeki tim moleklllerle tepkimeye
girerek hilcre hasarina neden olabilir. Dopaminin MAO tarafindan yikilmasi
htcreler igin potansiyel bir biyolojik stresdr olabilir.

Dopaminin yikilmasi sirasinda olugan hidrojen _peroksit GSH tarafindan
GSSG'ye donasturalir. GSSG de glutatyon redul&z;xz aracihigi ile yeniden
GSH'ye gevrilir. GSSG etkin bir gekilde GSH'ye gevrildigi igin beyin dokusunda
toplam glutatyonun (GSH + GSSG) yalnizca % 1‘5 éSSG'dir (87).

Spina ve Cohen presinaptik DA ylklmlr;l artirmak igin rezerpin
kullanmnslardur; Rezerpin sitozoldeki dopaminin vezikuller igine tasinmasini
engelleyerek dopaminin depolanmasimi 6nler. Sonug olarak dopaminin MAO
tarafindan yikilmasi hizlanir. Bu etki néronal aktivitenin artigina benzer. Néronal
aktivitenin artig1 transmitter salinmasi ve geri alimini artirarak dopaminin
presinaptik yikimini hizlandirir (86, 87).

Spina ve Cohen intraperitoneal rezerpin enjeksiyonunun striatumda
GSSG dlzeyini artirdigini gostermistir. Rezerpinden o6nce segici MAO-A
inhibitérQ olan kiorjilin enjeksiyonu GSSG artigini baskilamigtir. Yalniz basina
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idorjilin enjeksiyonu GSSG dlzeylerini degigtirmemigtir. Rezerpin dopaminin
metabolitierini striatumda anlamh dizeyde artirmigtir. Frontal korteks GSSG
duzeylerinde fark bulunmamstir. Ancak bu galigmada frontal kortekste dopamin
metabolitleri dlgUlmemigtir. GSSG duzeylerinin frontal kortekste artmamasi,
katekolamlnerjlk ndron terminallerinin bu bdlgede striatuma gére daha az
bulunmasina baglanmlgtlr (86).

Rezerpinin invivo olarak striatal GSSG dtzeyini arttirdi§i izole sinir
uclarinda yapilan deneylerde de invitro olarak desteklenmektedir. Striatal
sinaptozomliar - rezerpin + L-DOPA ya da rezerpin + dopamin ile inkibe
edildiklerinde GSSG duzeyleri anlamh olarak artmwtlr; Bu sonuglar rezerpinize
sinir uglarmd_a hem eksojen dopaminin sinir ucu‘r;a alinmasinin hem de
L-DOPA' dan yeni dopamin sentezinin hidrojen peroksit duzeyini artirdigini
karitlamaktadir. Sinaptozomlarin klojilin ile preinkiibasyonu GSSG artigini
Snlemistir (87i.

Dopaminin metabolizmasinin artiriimasinin bi‘r' bagka yolu da haloperidol
enjeksiyonudur. Haloperidol enjeksiyonu DOPAé ve HVA dlzeylerini artinr.
Farelere haloperidol eenjeksiyonundan bir saat sonra striatumda GSSG
dlzeyinin artti§i gosterilmistir. Ancak daha 6nce MAO-B inhibitérll olan deprenil
enjeksiyonu bu artisi anlaml 6&lgde baskllam|§t|r Yalniz basina deprenil
enjeksiyonu stnatumdakl GSSG duzeyini etkilememigtir (23).

Bagka bir ¢aligmada haloperidolOn striatum ve_kortekste GSH dizeyini
dusurdaga MDA duzeyini artirdi§i gosterilmistir. Ayni galigmada haloperidol
striatumda GSSG dlzeylerini de artirmighr. Bu calismada korteks GSSG
dizeylerine bakiimamigtir (82).
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Yukandaki tm g¢aligmalar dopaminin metai)olizmasmm artmasinin
oksidan strese neden oldujunu géstermektedir.

Siddet ve slresine badli olarak stres dedigik dopaminerjik sistemlerin
etkinligini artinr. Thierry ve ark. (92) hafif ayak soku stresinin anteromedial
prefrontal = kortekste sonlanan  dopaminerjik aksonlarin  biyokimyasal
aktivasyonuna. neden oldujunu gbstermisgtir. Stresle karsilagma prefrontal
kortekste dopamin kullaniminda belirgin bir artiga neden olmustur. Daha az da
olsa nokleus akkumbenste de dopamin kullaniminda arﬁs gdzlenmis, olfaktor
tuberkUl ve striatumda herhangi bir degisiklik buiunmam|§tlr. Daha sonra
yapilan ¢ok sayida caligma bu bulgulan destekler niﬁéliktedir. Bu ¢aligmalarda
belirgin kac;mg" davranigi ve bagirma olu§turmayacak‘ siddetteki ayak soku (38,
80), kosullu korku (35), yiyecekten yoksun blrakllmae (16), psikolojik stres (59)
gibi hafif st'res]erle karsilagmanin prefrontal kortekste sonlanan dopaminerjik
sistemin metabolik etkiniigini artirdi§i g&sterilmistir. Hafif giddette ayak soku
stresi prefrontal kortekste dopamin metabolitieri DOPA,Q ve HVA'nin dizeylerini,
DOPAC/DA oranini  artirmigtir (38, 80). Diger dopaminerjik bolgelerde
herhangi bir de§isiklik saptanmamigtir. Deutch ve a!kadaslarl (35) daha 6nce
isitsel uyaran ve ayak goku verilerek kogullandinlan siganlarda, ayak goku
uygulanmadan yalmica isitsel uyannin verilmesinin prefrontal kortekste DOPAC
dlzeyini artitdi§e, diger dopaminerjik sonlanma  boigelerinde  degisiklik
olmadi§ini saptamiglardir.

24 saat yiyecekten yoksun birakilma sadece prefrontal kortekste DOPAC
ve DOPAC/DA oranini  artirmigtir. Hafif ayak sokundaki dopamin
metabolizmasindaki benzer degisiklikler gérillduginden, yiyecekten yoksun
birakilma stresér olarak kabul edilmektedir (16).
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Kaneyuki ve ark. (69) 30 dakikalik psikolojik stresin siganlarda medial
prefrontal konekste. DOPAC dlzeyini artirdi§i diger dopaminerjik sonlanma
bolgelerinde dedisiklik olmadi§ini géstermiglerdir. Bu‘gah';}mada siganlarin bir
grubuna ynksek“' siddette elektrik akimi verilmigtir, psikolojik strese sokulacak
olan siganlara ise elektrik akimi verilmemistir. Yiksek siddette elektrik akimi
alan snganlarln{béglrma, sigrama, idrar yapma ve digkilamasiyla karsilasan
sicanlar psikole\ik strese girmigtir. .

Hafif ayak soku (34, 38, 80, 92) diginda, engelienme stresi (17, 39, 54,
62), kosullu korku (20, 35, 53), yiyecekten yoksun birakilma (16), psikolojik
stres (59) preffontal korteks dopamin metabolizmasini artirir. Bu nedenle hafif
ayak sokundaki dopamin metabolizmasi artigt ag'rlll uyafanlara ba§lanamaz.

Kosullu .I’(orku, psikolojik stres gibi hafif gsiddetli stresérlerle karsilagtiktan
sonra segici olarak prefrontal kortekste dopaminin kullanimi artar. Ancak daha
yuksek siddette (6rnedin artmis akim siddetinde ayak goku) ya da daha uzun
streyle (uzamig engellenme stresi) stresle karsilagma bu segiciliji ortadan
kaldirir. Stresin .sme ya da giddetinde artis ntkleus akkumbens gibi mezolimbik
alanlarda (dahé giddetli stresler striaturﬁda da) dopaminin metabolizmasini
artirir (34, 38, 39, 80). ‘

Bu galismada 0.2 mA siddetinde 160 ms slre, 160 ms araliklarla toplam
20 dakika elektrik akimi uygulanmigtir. Bu siddette elektrik akimiyla kargilagan
sicanlarda belirgin kagma davranigi ve ba§irma gbézlenmemigtir. Akim siddeti
0,3-0,4 mA'e g:nkarlldlgmda sigrama ve bagirma davraniglari géraltir. Bu
caligmada kullanilan akim siddeti; psikolojik stres, kosullu korku ve yiyecekten
yoksun birakilma gibi agnli uyaranin bulunmadi§i deneylerde oldugu gibi

yalnizca prefrontal kortekste dopamin metabolizmasini artinr. Roth ve ark. (80)



ayn! siddette elektrik akimi kullanarak siganlarda yapti§1 ¢aligmada prefrontal
kortekste DOPAC dlzeyini artmig bulmusg, dijer dopaminerjik néroniarin
sonlanma bélgelerinde herhangi bir degisiklik saptamz;\mﬁlardu. Dunn ve ark.
(38) farelerde; 0.18 mA akim sgiddetinde yapti§i deneylerde sadece prefrontal
kortekste DOPAC dizeyini artmig buimuglardir. Daha yoksek akim siddetiyle
yapilan deneylerde diger dc;paminerjik sonlanma bdlgelerinde de dopaminin
metabolizmasinin artti§ gosterilmistir (20, 34, 38). -

Streslé prefrontal korteks dopamin metabolizmasinin uyariimasi
benzodiazepin agonistleri gibi klinikte etkili anksiyolitiklerin daha 6nce
verilmesiyle dnlenebilir. Diazepamin, prefrontal kortekg ve mezolimbik bolgede
stresin neden oldudu dopamin sentez ve metabolizmasmdaki artigt onledigi
cesitli calismalarda gdsterilmistir (20, 34, 53, 59, 63 80). Benzodiazepinlerin
tam tersi fizyolojik etkilere sahip olan anksiyojenik benzodiazepin ters agonistleri
prefrontal kortekste stresle olugturulan dopamin yanitina benzer bir metabolik
yanit olusturur. Anksiyojenik ters agonistler | prefrontal kortekste dopamin
metabolizmasini artirirken diger bolgelerde bir degisiklik olugturmaziar (90, 91).
Bu verilerin timaQ, benzodiazepinﬁy—aminobutirik.asif (GABA) tanima bolgelerinin
mezoprefrontal dopamin néronlan (zerinde gdglu ve segici dizenleyici etkiye
sahip oldugunu ' dugOndUrmektedir. Ventral tegmental alanda yer alan
dopaminerjik n&ronlarin gévdelerinde benzodiazepin/GABA reseptorleri
bulunmaktadir, wGABAerjik sinyallerin dopaminerjik n&ronlann aktivitesini
dlzenledigi dugintimektedir (34 ,80, 90).

Bu ¢aligmada stresin prefrontal korteks superoﬁsit dismutaz ve glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi dlzeylerine etkisi ilé lipid peroksidasyonunun

gostergesi olan MDA dlzeyi aragtinlmistir. Deneylerde uygulanan siddette
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elektrik akimi segici olarak prefrontal kortekste dopaminin yikimini artinr (80).
Her dopamin molekQlt yikilirken 1 mol hidrojen peroksit olusur. Hidrojen
peroksit gecis. metalleri ile birlegerek huicreler igin gok zararli olan hidroksil
radikalini olugturabilir. Bu nedenle stres sirasinda prefrontal kortekste dopaminin
yikiminin artmasi hidroksil radikali olugimunu artirarak oksidan strese neden
olabilir. Bu ga!i;;mada 20 dakika stre ile aralikli olarak uygulanan ayak goku
prefrontal korteks GPx aktivitesinde azalmaya neden olmustur. GPx hidrojen
peroksitin suya dontgtOriimesinde gdrevli bir enzim olduundan, aktivitesinde
azalma enzimin kullaniimasina bagl olabilir. Hidrdjen peroksit olusturan bir
baské kaynék SOD enzimidir. SOD slperoksit radikalinin dismutasyonunu
katalizleyerek 'hidrojen peroksit olusturur. Bu gallgmada SOD aktivitesinde bir
degisiklik saptanmamasu, stresin sUperoksit radikali araciliyiyla hidrojen peroksit
olusumuna .katklda bulunmadigi seklinde yorumlanabilir. Stresten 30 dakika
dnce dlazepam uygulanmasinin prefrontal kortekste dopaminin yikimini 6nledigi
cok sayida qallgmada gosterilmigtir (20, 34, 53, 63 80). Ayak sokundan 30
dakika nce 5° mglkg intraperitoneal diazepam yapllan siganlarda GPx aktivitesi
kontrollerden farkli bulunmamisgtir. Bu grupta SOD aktivitesinde de bir degisikiik
sapmnmamlstn:;‘lf Ayak sokundan &nce diazepa‘rh yapilan siganlarda GPx
aktivitesindekif.’dll:;menin dnlenmesi, diazepamin- prefrontal kortekse gelen
dopaminerijik nbfonlarm aktivitesini azaltarak daha fazla hidrojen peroksit
olusumunu snlemesine baglanabilir. Deneylerden ¢ikan sonuglar stresin
hidrojen peroksit olugumunu artirarak GPx aktivitesinde azalmaya neden
oldugunu dugindlirmektedir. . E

Deneylérde lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA duzeylerinde

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir farklihk saptanmamisgtir. Ancak
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stres uygulanég’n grupta istatistiksel olarak anlaml ~6imasg da, MDA dizeylerinde
artis saptanmigtir. MDA dlizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlami
bir farklihjin saptanmamasi prefrontal korteksib‘ antioksidan savunma
kapasitesinin hafif sgiddette stresin yaratabilece§i oksidan stresle baga
gikabilecegini dustndirmektedir. h

Haan ve ark. farelerde yaptiklarn galigmada yaglanma ile birlikte SOD
aktivitesindé dogrusal bir artig bulmusg, GPx aktivitesinde ise dogrusal bir artig
bulmamg; yagla birlikte lipid peroksidasyonundé da artis bulmuglardir (46).
Ara§t|rmacnaf SOD aktivitesindeki artigin sUperoksit'ra.dikalinde artigin sonucu
olabilecedini; SOD aktivitesindeki artiga paralel olarak GPx aktivitesinde artisin
bulunmamasi hidrojen peroksitin daha toksik olan hidroksil radikaline déniserek
lipid peroksidasyonuna neden olabilecedini éne sUrmuslerdir. Insan beyninde
yapilan caligmalar SOD aktivitesindeki artigin GPxiaktivitesinde artisa neden
olmadidini gdstermigtir. Bu sonug diger dokulardaki sonuglarin tersinedir. Diger
dokularda SOD ' aktivitesindeki artiga paralel olarak GPx aktivitesinde artig
goriimektedir. Bu durum uyum yaniti olarak adlandirihr. Bu arastirmalar beyin
dokusunda GPx aktivitesinin artmig hidrojen peroksite uyum yanit
gostermedigini diugiindliirmektedir (46). bown Sendromunda da beyinde SOD
aktivitesinde artma gortlurken, GPx aktivitesinde bir de§isiklik saptanmamigtir.
Artmig hidrojen peroksit Gretiminin Down sendromu etyolojisinde rol oynadigi
sanilmaktadir (40). Hidrojen peroksit artigina uyum y.anm olarak beyinde GPx
aktivitesinde artnfbulunmamasn kronik streste énemli olabilir. Bu nedenle kronik
stresin  GPx 'éktivitesi ve MDA dlzeylerine etkisinin aragtirnimas

planlanmaktadir.
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Prefrontal korteks motivasyon, planlama, davranigin organizasyonu,
dikkat ve sosyal davranigla ilgilidir. Sizofrenide gértilen negatif belirtiler frontal
lobun, &zellikle prefrontal korteksin cerrahi olarak ctkariimasindan dogan
belirtiler ile benzerlikler gdsterir." Dorsal prefrontal korteksin kaybindan sonra
hastalar dtiz bir duygulanima sahiptir; motivasyonu, plantamalan zayflar (58).

Bdlgesej beyin kan akimi ¢aligmalari §izbfrenide frontal lob disfonksiyonu
oldugu goérigtina destekler niteliktedir. Cok éaylda calismada, sizofrenlerde
- frontal loba olan kan akimi azalmig bulunmusgtur. Er;tellektUel islerde normal
kisilerde frontal lob kan akimi artarken sgizofrenlerde artmaz (3). .

Brozoski ve ark. (12) maymunlarda 6—hi&roksidopamin kullanarak
prefrontal kortekse gelen dopaminerjik sinir uglarini tahrip etmiglerdir. Prefrontal
kortekste dopaminin tiketilmesi maymunlarda  biligsel performansi 6&lgen
gecikmis yanit .testinde yetersizlije neden olur. Bu durum prefrontal korteksin
cikariimasiyla . gorilen etkilerle benzerlikler gﬁsterif. Dopamin preklrséra
L-DOPA ya da dopamin agonisti apomorfin verilerek Liligsel kayip &nlenir .

lnsanlardg : Wisconsin Kart Segihe,, Testi prefrontal korteksin biligsel
islevierini élqer,:,.}é!\'lprmal kigilerde bu teSt.”éslr.asmda dorsolateral prefrontal
kortekse ofan ;lé;i*f\"a'klml artarken, §izofrenle‘r'dé".‘ :ieg.t sirasinda kan akiminda
degisiklik gortilmemistir (96, 97).

Bilgisayarl tomografi ile yapilan caligmalarda gizofrenlerde frontal korteks
atrofisi saptanmisgtir (95). L

Yakin zamanda manyetik rezonans gérintileme teknidi ile yapilan bir
calismada §izpf(énlerin kontrollere gére daha kigiik beyin hacmine sahip oldudu
gb‘sterilmigtif. Ancak yapilan bdigesel tlgimler sonucunda yalnizca frontal lob

dokusunda géreli bir azalma saptanmigtir (4).



Weinberger prefrontal kortikal dopaminerjik aktivitedeki ’azalmanm
sizofreninin ﬁegatif belirtilerine, mezolimbik bélgedeki dopaminerjik aktivitedeki
artisin pozitif belitilere neden oldugunu ‘sne strmlstir. Weinberger
mezokortikal - yoldan prefrontal kortekse gelen dopaminerjik ndronlarin
mezolimbik dopaminerjik sis@em {izerinde inhibitbr.etkisi oldugunu; prefrontal
korteksteki ddpaminerjik aktivitenin azalmasi durumunda bu inhibisyonun
ortadan kalkarak mezolimbik dopaminerjik sistemde asin aktiviteye neden
oldugunu 8ne-srmektedir (95). Davis ve ark. §izof;énlerde daha 6nce yapilan
caligmalart inceleyerek yaptikian derlemede, bu gérist destekler sonuglar
ortaya koymuglardir (30). |

Deney hayvanlarinda yapilan galigmalarda mezolimbik ve mezokortikal
sistemlier arasn_ﬁda karsilikhl etkilesimler oldugunu. destekleyen kanitlar vardir.
Pycock ve ark. siganlarda 6-hidroksidopamin kullanérak prefrontal kortekse
gelen dopaminerjik sinir uglarini tahrip eftikleri caligmalarinda, ntkleus
akkumbens ve striatumda dopamin metabolitleri ve reseptér sayisinda artis
bulmuglardir (73). Benzer sekilde yapilan galigmalarin bir kisminda bu sonugclar
desteklenirken:~dfgerlerinde ayni sonuglar alinamamigtir (32). Deutch ve ark.
prefrontal kortikal dopaminerjik sinir uglarinin tahribinin ntkieus akkumbensin
strese verdigi‘ yaniti degigtirdigini go6stermiglerdir. Hafif siddette ayak goku
kontrol grubundé prefrontal kortekste DOPAC dlzeyini artirirken nikleus
akkumbens ve striatumda bir de§isgiklik saptanmamistir. Ancak prefrontal korteks
lezyonu olan siganlarda nlkleus akkumbenste DOPAC duzeyi artmis
bulunmustur (33). Jaskiw ve ark. ibotenik asit kullanarak prefrontal korteksi
lezyona ugrattiklari ¢alismalarinda hafif subkronik stresin ntikleus akkumbenste

dopamin ve metabolitlerini artirdi§ini gostermislerdir (55). Rosin ve ark.
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prefrontal kél‘.’;,eks lezyonunun niikleus akkumbens .ve striatumda bazal
dopaminerjik tonusu degistirmedigini ancak bu néronlarin haloperidole verilen
yaniti artlrdlglnn gostermislerdir (79). Yukaridaki gal;g;malar prefrontal kortikal
dopaminerjik sistem lezyonunun bazal dopaminerjik - tonusu degistirmese de,
mezolimbik sistemin strese verdidi yaniti siddetlendirdiéini ortaya koymaktadr.

Sizofrenide prefrontal kortekste dopaminerjik aktivitenin azalmasinin
nedeni bilinmemektedir. Sizofreninin ortaya ¢ikis ve alevlenmelerinde stresin
dnemli bir yeﬁ vardir (95). Stres prefrontal kortek;te hidrojen peroksit Uretimini
amrdlgmdan'hidroksil radikali araciliiyla doku hasérma neden olabilir. Hidrojen
peroksit kolaylikla hlcre zarindan geqebildiginden‘ hem dopaminerjik néronda
hem de qevresihdeki htcrelerde hidroksil radikali olusturabilir. Buckman ve ark.
sizofrenlerde yaptiklari iki ayr caligmada eritrosit've'trombosit GPx aktivitesi ile
beyin atrofisi arasinda negatif korelasyon bulmuslé}dlr. Arastirmacilar genetik
olarak du:}uk'GPx aktivitesine sahip olan bireylerin doku hasarina daha duyarli
olacaklarini; hiperoksi, virls ya da toksinlerle kargilagma, siddetli emosyonel
stres gibi nedenlerin serbest radikalleri olusturarak doku hasarina neden
olabilecegini dh_e sUrmUslerdir (13, 14), Reddy ve ark. sizofrenlerde eritrosit
GPx aktivitesin&e bir de§isiklik bulmamigken (74), Abdalla ve ark. ilag almayan
kadin §izofrenlérde eritrosit GPx akfivitesinde dilgme saptamiglardir (1).

Frontal korteks GPx aktivitesi beynin diger bﬁlgélerine gore daha dugtktur
(5, 19, 68). Bu_’k;alng.mada hafif siddette ayak soku prefrontal korteks GPx
aktivitesinde diigmeye, MDA dlizeylerinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
artmaya neden olmustur. Stres prefrontal korteksde beynin dier bélgelerine
gore daha dlsuk olan GPx ak_tivitesini daha da du§QrdUQUnden, genetik olarak
dustk GPx aktivitesi ya da beyinde yuksek diizeyde gecis metallerine sahip olan
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bireylerde hidrojen peroksitten hidroksil radikali olugturarak doku hasarina
neden olabilir.

Bu galismada 20 dakikalik stresin bitiminden hemen sonra 8ldurllen
hayvanlarin prefrontal korteksinden hazirlanan homojenatiardan &ligimler
yapiimistir. lleride. yapilacak g¢aligmalarda stres sona erdirildikten sonraki
dénemde enzim aktiviteleri ve MDA duizeylerinde ne gibi degigiklikler oldugunun
arasgtiriimasi planlaﬁmaktadlr. Daha uzun slre ve siddette yapilacak stres
deneyleri, stres ile oksidan stres arasindaki iligkinin aré:;tlrllmasmda yararli
sonuglar verebilir. Ayrica kronik stresin etkileri de zlara§t|nlmas1 gerekli
konulardandir. Stuphin ve ark. duistik selenyum igeren diyetle beslenen farelerde
beyin GPx aktivitesinde yaklasik olarak % 50 azalma saptamiglardir (89). Bu
nedenle selenyumdan fakir diyetle beslenen hayvanlarda yapilacak stres
deneyleri stres ile oksidan stres arasindaki iligkinin arastiriimasinda ¢ok degerli
sonuglar verebilir.

1980 ve sonréki.ylllan igeren Medline taramasinda prefrontal kortekste
stres ile oksidatif stres iliskisini aragtiran bir ¢alismaya rasttanmamistir. Bu
nedenle galismanin sonuglar basgka ¢alismalarla kar§|lé§tlr‘|iamam|§t|r.

Bu gall§madé hafif ayak goku stresinin prefrontal kortekste GPx
aktivitesini duslrdagu, istatistiksel olarak anlamli olmasa da MDA duzeylerini
artirdifjl saptanmigtir. Bu bulgular prefrontal korteksin hafif siddette stresin
neden oldugu hidrojen peroksit artigini tolere edebilecegini duglindtirmektedir.
Prefrontal kortekste stres ile oksidan stres arasindaki iligkinin aydinlatilabilmesi
i¢in yukarida aglklandxgn gibi cesitli aragtirmalarin yapilmasi. gerektigi kanisina

variimigtir.
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- OzET

Organizmada serbest radikaller ve hidrojen peroksit sabit bir hizla tretilir.
Serbest radikallerin zararh etkileri antioksidan savunma sistemlari tarafindan
azaltihr. Organizma normal hizda Uretilen serbest radikallere kargi yeterli
duzeyde antioksidan savunma sistemlerine sahiptir. Bununla birlikte antioksidan
savunma kapasitesinin. buytk bir yede§i yoktur. Serbest radikal uretimi ile
antioksidan savunma sistemleri yaklasik olarak déhgededir. Dengenin
bozulmasi oksidan stres olarak adlandirilir.

Dopamin monoarﬁino oksidaz tarafindan metabolize edilir ve Urln olarak
hidrojen peroksit olusur. Sinir htcreleri igin zararli bir bilesik olan hidrojen
peroksit glutatyon peroksidaz tarafindan uzaklastirilir. Bu nedenle dopaminin
metabolizmasi oksidan sﬁese neden olabilir. Birgok c¢aligmada, prefrontal
kortekste sonlanan mezokortikal dopamin néronlarinin strese yanit olarak aktive
oldugu gdsterilmigtir. Ayak soku bu néronlarda dopaminin metabolizmasini
artinir; benzodiazepinler dopaminin metabolizmasindaki artisi nlerler.

Bu galigmada hafif siddette 20 dakika streyle uygulanan ayak soku, sigan
prefrontal korteksinde glutatyon peroksidaz aktivitesini anlamli olarak azaltmistir
(p=0.006358). Stiperoksit dismutaz aktivitesi ve malondialdehit dlizeylerinde
anlaml degigiklik gézlenmemistir. 5 mg / kg intraperitoneal diazepam prefrontal
kortikal glutatyon peroksidaz aktivitesindeki stresle uyariimisg digsmeyi Snlemistir
(p=0.006358).

Bu bulgular prefrontal korteksin hafif giddette stresin neden oldugu
oksidan stresi tolere edebildigini du§UndUrméktedir.
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ABSTRACT

Free radicals and hydrogen peroxide are constantly produced in the
organism. Damaging effects of free radicals'are diminished by the action of
antioxidant defence systems. The organism has just sufficient antioxidant
defence systems to balance the normal rate of production of free radicals.
However, there is no great reserve of antioxidant defence capacity. Generation of
free radicals and the level -of antioxidant defence systems are approxirﬁately
balanced. The imbalance is called oxidative stress.

Dopamine is metabolized by.'m'onoamine oxidase, and hydrogen peroxide
is produced as a product. Hydrogen peroxide that is hazardous to neurons is
scavenged by glutathione beroxidase. Hence, metabolism of qdpamine may be
associated with an oxidative stress. Several studies have demonstrated that the
mesocortical dopamine neurons projecting to the prefrontal cortex are activated
in response to stress. Footshock increases dopamine metabolism in these
neurons, and benzodiazepines antagonise the increase in dopamine
metabolism. )

In this study, mild-intensity intermittant footshock for 20 min. significantly
decreased glutathione peroxidase activity in the rat prefrontal cortex
(p=0.006358). Significant changes in superoxide dismutase activity and
malondialdehyde levels were not observed. Diazepam (5 mg / kg intraperitoneal)
antagonized stress-induced decrease in prefrontal cortical glutathione
peroxidase activity (p=0.006358).

The results of this study suggested that, prefrontal cortex can tolerate the

oxidative stress produced with mild stress.
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