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1.GIRIS VE AMAC

Multipl skleroz (MS) genellikle geng eriskinde baslayan kronik bir hastaliktir. Patolojik
olarak; merkezi sinir sisteminin (MSS) birden ¢ok yerinde beyaz madde enflamasyonu,
demiyelinizasyonu ve glial hasar1 ile karakteristiktir. Oligodendrositler (OG); miyelin

sekillenmesinden sorumlu hiicreler, MS patogenezindeki hedef hiicrelerdir .

MS’ in MSS’ nin bir¢ok alanini etkilemesi sonucu klinikte de hastalarda birden ¢ok
belirtiye sebep olmaktadir. Ataklarda en sik goriilen belirtiler; bir tarafta veya birden
cok ekstremitede kuvvetsizlik, uyusukluk, duyu bozuklugu, goézde agrili gorme
kaybi, ¢ift goérme gibi bulgular olabilir. MS Klinik olarak tekrarlayan diizelen
(relapsing-remitting) form en sik gorilen klasik form olmak tizere, ikincil ilerleyici
(sekonder progressif) form, birincil ilerleyici (primer progresif) form, ilerleyen tekrarlayan

(progresif relapsing) form olarak siiflandirilmustir.

MS’in baglangicindaki neden tam olarak aciklanamamakla birlikte MS plaklarinin
olusumunda otoimmiinite, genetik yatkinlik, infeksiyon gibi faktorlerin etkili olabilecegi

ongorilmiistiir (1,2).

Immiin aracili enflamasyon ve enflamatuvar sartlarda makrofaj ve mikroglialar
tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmig iiretimi hastaligin patogenezinde 6nemli
mekanizmalar olarak gosterilmistir. Bu mekanizmalar dogal olarak ROS aracili hasara yatkin
olan MSS’de, hastaligin ilerlemesine neden olan oligodendrosit ve néron hasarina hatta

hiicre 6liimiine katkida bulunur (2,3).

Nitrik  oksit (NO) enflamatuvar MS lezyonlarinda normalden  yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmus serbest radikaldir. Bu yiiksek konsantrasyonun nedeni astrosit
ve makrofajlardaki indiiklenebilir nitrik oksit sentazin (INOS) varligidir. NO {iretiminin
belirleyicileri (6r: nitrit,nitrat) de MS hastalarinin kan, idrar ve beyin omurilik sivilarinda
artmis olarak bulunmustur. Eldeki kanitlar NO’ un MS’ in oOzellikleri olan kan beyin
bariyerindeki bozulmada, OG hasarinda, aksonal dejenerasyonda rolii oldugunu

gostermektedir (4).



Likopen (Lycopersion esculentum); domateste dogal olarak bulunan bir karotenoiddir.
Son calismalar likopenden zengin diyetin kanser ve kalp hastaliklar1 gibi pek ¢ok kronik
hastalik riskinin azaltilmasiyla iliskisi oldugunu gostermistir. Antioksidan ozelligi ile

olduk¢a dikkati gekmektedir (5,6).

Nar (Punica granatum); polifenolik, flavonoid antioksidanlar (antosiyaninler) agisindan
zengin potansiyel bir kaynaktir (7). Ellagik asit (EA) narda dogal olarak bulunan fenolik bir
bilesiktir. Biitiin fitokimyasallar arasinda, antioksidan, antikanserojen, antimutojen O6zellikleri

nedeniyle dikkati gekmektedir (8).

Bu tez ¢alismasinda amacimiz bu bulgular 1s18inda, cuprizon verilerek deneysel MS
modeli olusturulan siganlarda (9); beyin dokusunda oksidatif ve nitrozatif hasar1 enflamasyon
bulgularint da degerlendirerek incelemek ve gilincel antioksidanlar olarak domateste bulunan
likopen ve narda bulunan ellagik asit uygulamasiin hasara karsi koruyucu etkileri olup

olmadigini ve olusan hasar1 ne dl¢iide azalttigini biyokimyasal acidan degerlendirmektir.



2. GENEL BIiLGILER

2. 1. MULTIPL SKLEROZ

MS, MSS’nin demiyelinizasyonla seyreden kronik enflamatuvar bir hastaligidir.
Multifaktoriyel bir hastalik olarak tanimlanir ve hastalar duyusal degisiklik, goérme
problemleri, kas zayiflig1 ve koordinasyon bozuklugu, konusma bozukluklar1 gibi ¢ok cesitli

klinik semptoma sahiptir.

MSS’ de akut fokal enflamatuar demiyelinizasyon ve sinirli remiyelinizasyonlu aksonal
kayip; kronik multifokal sklerotik plaklarla sonuglanir ve MS’ e ismini veren de bu plaklardir.
Bu plaklarin patolojik Ozellikleri; kan-beyin bariyeri gegirgenliginde artma, miyelin kilif
harabiyeti, OG hasar1 ve hiicre 6liimii, aksonal hasar ve aksonal kayip, glial skar olusumu ve
cogunlukla lenfosit ve makrofaj igeren enflamatuvar infiltratlarin varlig1 ile karakterizedir.
Monosit tiirevi makrofajlar miyelin fogositozu yapar. Bu da miyelin kilif, OG ve aksonlarin
yikimi ve hasarina neden olur. Ayrica enflamasyon sirasinda makrofajlardan sitokinler,
kemokinler, NO, reaktif oksijen tiirleri gibi ¢esitli enflamatuvar mediatorler salinir ki bunlar

hastaligin gelisimi ve ilerlemesinde rol oynarlar (10).

2. 1. 1. Epidemiyoloji

MS nadir bir hastalik degildir. Norotravmanin ardindan geng erigkinlerde en sik goriilen
norolojik bozukluktur. Sadece ABD'de yaklasik 350.000-400.000 doktorlarca tani konmus
kisi vardir (11).

MS insidans1 20-30 yaslar arasinda pik yapar. Ilk semptomlarin 10 yasindan dnce ve 60
yasindan sonra goriilmesi nadirdir. MS’ in kadinlarda goriilme olasiligi erkeklerden daha
yiiksek olup; kadinlar erkeklerden 1,4 ile 3,1 kat daha sik etkilenir (1). MS beyaz irkta ve
Avrupa kokenlilerde daha sik goriiliir (12).

Cografi ozelliklere bakildiginda, dagilim diizensizdir. Cok sayida epidemiyolojik
calisma sonuclarinin degerlendirilmesi ile belirlenen yliksek, orta ve diisiik prevalansl cografi

bolgeler tarif edilmistir.


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=N%C3%B6rotravma&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Amerika_Birle%C5%9Fik_Devletleri

MS prevelans orant >30/100000 olan cografi bdlgeler yiiksek, 5-29/100000 arasinda
olan bdlgeler orta ve <5/100000 olan bolgeler ise diisiik prevelans alanlar1 olarak

siniflandirilmastir.

Kuzey Avrupa’ nin ¢ogunlugu, ABD’ nin kuzeyi, Kanada, gliney Avustralya ve Yeni
Zellanda yiiksek prevelans bolgeleri; Ukrayna, Sibirya, ABD’nin giineyi, kuzey Avustralya,
giiney Akdeniz iilkeleri, giiney afrika, Giiney amerikanin orta boliimii, orta prevelans
bolgeleri, Afrika’nin geri kalan boliimleri, Asya, Karaibler, Meksika, Giiney Amerika’ nin

kuzeyi, Venezuelle ve Kolombiya diisiik prevelans bolgeleri olarak katogerize edilmistir (13).

Genel bir kural olarak prevalans oranlari enlem derecesi ile paralel artis gostermektedir.
Kuzey yarim kiirede giineyden kuzeye, gliney yarim kiirede ise kuzeyden gilineye dogru
prevalans artmaktadir (14).

Ulkemizde MS prevelansi ve insidansi tam olarak bilinmemekle birlikte, Kibris Tiirk
kesiminde yapilan bir epidemiyolojik ¢aligma sikligin 24/100000 oldugunu ortaya koymustur.
Tiirkiye hastaligin sik goriildiigii Kuzey Avrupa ile nispeten seyrek goriildiigii Asya arasinda
seyrek bir bolgede yer almaktadir, ililkemizde sikligin 2500 kiside 1 oldugu tahmin
edilmektedir (12).

2. 1. 2. Etiyoloji ve patogenez

MS’ in etiyolojisi bilinmemektedir. MS’in; genetik olarak yatkin bireylerde; gevresel
faktorler, viral ya da bakteriyel ajanlar, enflamatuvar ve otoimmiin cevap sirasinda salgilanan
sitokinler ve heniiz tanimlanamayan bazi etiyolojik ajanlarin kombinasyonu sonucu gelisen

bir hastalik oldugu diistiniilmektedir (1,3).

MS’ de ailesel olgular, epidemiyolojik veriler, genetik analiz multijenik kalitimsal bir
yatkinlig1 destekler. MS’ 1i bireylerin birinci, ikinci ve li¢lincii derece akrabalarinin genel
niifusa gore daha fazla MS gelistirme riski tasidig1 gosterilmistir. MS’li olgular arasinda en az
%15-20 sinin etkilenmis bir akrabasi bulunurken, birinci derece akrabalarda risk %3-5
arasindadir. Monozigot ikizlerde es hastalanma orani %25, dizigotlarda ise %2,4 tir; yani ayn1
yumurta ikizlerinin ikiz esinde ¢ift yumurta ikizlerine gore multipl skleroz gelistirmeye daha

yatkin oldugu gosterilmistir (1,12). Evlat edinilmis ¢ocuklarla ilgili caligmalardan elde edilen
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sonuclar gdstermistir ki, evlat edinilmis bireylerin erken ¢ocukluk déneminden baslayarak;
MS’ li bireylerle biiyiimesine karsin genel niifusa gore daha fazla MS gelistirmemistir. Bu
MS’ in ortak aile gevresinde yetismekten cok genetik materyalin paylasimi ile ilgili

oldugunu diistindiiriir (15).

MS’de genetik yatkinligi destekleyen bir diger kanit da belli histo-kompatibilite lokus
antijenlerinin (HLA) MS’lilerde kontrol gruba gore daha sik goriilmesidir. En 6nemli iliski 6.
kromozomun kisa kolundaki DR lokusundadir (14). MS, farkli popiilasyonlarda farkli HLA
antijenleriyle iligki gostermektedir. Tirkiye’de c¢esitli ¢alismalarda farkli sonuclar elde
edilmistir; yapilan calismalarda DR2-DR4 ve DQ2- DR 14 iliskileri saptanmistir (16).

MS’in baslamasinda ve ilerlemesinde enfeksiyonlarin da rolii oldugu diisiiniilmektedir.
MS’ e neden oldugu diisiiniilen olas1 patojenler kizamik viriisii, Klamidya Pnémoni, Human
Herpes virilis 6 ve Ebstein Barr viriistiir (EBV)(14,15). Heterofil EBV antikoru pozitif olan
Danimarkalilar da MS i¢in artmis risk oldugu gosterilmistir (15).

MS klinik goriinim ve patolojik oOzellikler bakimindan heterojen bir hastaliktir.
Oligodendrositler; MSS’nin miyelin sentezinden sorumlu hiicreler, MS patogenezinde hedef
hiicrelerdir. MS’ in baslangicindaki neden halen bilinmemekle birlikte son c¢alismalar,
mikroglial aktivasyonun oligodendrosit apoptozunda birincil neden oldugunu ileri stirmektedir.

Ardindan, T hiicreleri ve makrofajlar aktive olur ve lezyon bolgesine gog ederler (2).

MS ile ilgili patolojik mekanizmalar arasinda immun aracili enflamasyon ve oksidatif

stress yer alir (2,4).

MS’ te en fazla kabul goren patogenetik teori genetik olarak yatkin bireylerin ¢ocukluk
cagindan itibaren infektif bir ajan, go¢ veya asilama gibi ¢evresel bir etmenle karsilagmasi
sonucu bagta myelin proteinleri olmak iizere tliim MSS elemanlarina kars1 gelisen otoiimmiin
olaylarin ortaya c¢ikmasidir. MS hastalarinin serum ve BOS oOrneklerinde miyelin temel
proteine (MBP) kars1 otoantikor gozlenmesi bu goriisii desteklemektedir. MBP’ ye, diger
proteolipitlere reaktif T lenfositlerin ve otoantikorlarin hastaligin aktivitesiyle arttig
gozlenmistir. RT Jonson ¢ok farkli viriislerin (kizamik-kizamikgik-varisella) T lenfositlerin
MBP’ ye kars1 sensitizasyonuna neden oldugunu bulmustur. Ayrica viral enfeksiyonlar ve

MSS’ deki otoimmun reaksiyonlarin MSS’ de otoantijenlerin anormal ekspresyonu ile
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iligklendirilebilecegini ileri slirmiistiir. Bu da T lenfositlerin hem myelin kilifta hem de viriiste

benzer bir yapiy1 tanidigr anlamina gelmektedir (14).

MS, esas olarak T lenfosit aracili enflamatuvar bir hastaliktir. Immun olaylar self yada
nonself antijen taninmasi ve T lenfosit aktivasyonu ile baglar. Bu aktivasyondan sorumlu olan
mekanizmalar; molekiiler benzerlik, sitokinler ve siiper antijenlerdir (14). Ardindan aktif T
hiicreleri kan beyin bariyerini (KBB) gecip MSS’ ye girer. Aktive olmus immiin hiicrelerin
tasidiklar1 selektin ile KBB’ deki ligandlar ile etkileserek hiicrelerin endotel {izerinde
yuvarlanir, integrin adezyon molekiilleri ile baglanip tutunurlar. Aktive immiin sistem
hiicreleri, endotel hiicreleri veya hasarli doku tarafindan salgilanan kemokinler integrin
aktivasyonunu arttirarak, daha giiclii bir tutunmaya katkida bulunurlar. Immiin sistem
hiicrelerince “matriks metalloproteinazlar” gibi enzimlerin salinimi da bazal membranin
yapisini bozarak, dokuya infitrasyonu kolaylastirir. Bu mekanizmalar MS’ te KBB nin

gecirgenligini arttrip aktive hiicrelerin infiltrasyonunu kolaylastirir.

Inflamasyondaki bundan sonraki adim, MSS’ de T hiicrelerinin reaktivasyonudur.
Otoreaktif T hiicreleri MSS’ de antijen sunucu hiicrenin (ASH’nin) MHC Smif-Il
molekiiliinde yerlesmis olan otoantijenlerini tanir ve reaktive olurlar. Tiim olaylarin basinda
immiin tetiklenmeyi MSS’ ne giren otoreaktif T hiicreleri baglatirken zamanla diger
enflamatuvar hiicreler ve aktif glia hiicreleri de rol alir. Tetiklenme esnasinda lenfotoksin,
IFN-y, TNF-0. ya biiyiik rol diismektedir. Ozetle, fizyolojik doniisiim esnasinda komsu OG ve
miyelin kiliftan salinan yeterli miktarda miyelin bulundugu zaman otoreaktif T hiicreleri lokal
olarak bulunan ASH’lerce reaktive olabilirler. Reaktive olan T hiicrelerden salinan
proenflamatuvar sitokinlerle diger lokal hiicreler, MHC Siif-II ve kostimiilator molekiilleri
tiretebilecek bir farklilasmaya girerler ve hiyerarsik bir diizenle MSS de ASH fonksiyon
gosterimi tetiklenmis olur. Miyelin kilifina ait hasarin antikor, makrofaj, mikroglia, TNF-a,

sitotoksik T hiicre aracili ve direkt OG zedelenmesi sonucu olustugu bilinir.

Miyelin ylizeyine baglanan antikorlar kompleman1 aktive eder, makrofa; ve
mikroglialar1 ortama ¢ekerler. Makrofajlar fiziksel olarak miyelini harap eder ve firettikleri
reaktif O, radikalleri, TNF-a gibi enflamatuvar medyatorler ve komplemani uyararak
demiyelinizasyona neden olurlar. Inflamatuar sitokinlerle iiretimi tetiklenen NO de bu

patogenezde rol alir.



Makrofaj, mikroglia aracili demiyelinizasyon ise miyelin spesifik antikor ve T hiicreleri
yoklugunda bile olur. Makrofajlar iirettikleri proteolitik enzimler, sitokinler, kemokinler, aktif
O, molekiilleri, serbest radikaller, ¢ok sayida sitotoksik, proenflamatuvar maddelerle ve
kompleman komponentlerini de uyararak demiyelinizasyon patogenezinde rol alirlar. Ayrica
aktive makrofajlar KBB’ yi bozarak ve irettikleri sitokinler ile enflamatuvar hiicreleri
artirarak enflamasyon aracili demiyelinizasyonun daha da agirlasmasini  saglarlar.
Makrofajlar, MS lezyon olusumunun baslangi¢ fazinda lokal olusan ROS, KBB hasarini

indiikleyebilir ve 16kosit migrasyonunu arttirir.

Inflamatuar demiyelinizasyonla birlikte MSS mikrogevresindeki degisiklikler, immiin
molekiiller ve enflamatuvar aracilar akson zedelenmesine, akson zedelenmesi ise klinik

bulgularin ortaya ¢ikmasina neden olur (17-19).

2. 1. 3. Histopatoloji

MS’ de lezyonlarin histopatolojisi; fokal enflamasyon, demiyelinizasyon, oligodendrosit
kaybi, remiyelinizasyon ve reaktif astrogliozdur. Aksonlar gérece korunmus ve sinir hiicre

govdesi saglamdir.

Skleroz ve enflamatuvar aktivite temel alinarak MS plaklar1 kronik plak, kronik aktif

plak, akut plak, golge(shadow) plak olarak dort grupta incelenir (20).

Aktif demiyelinizan MS lezyonlarinin patolojik olarak incelenmesi, demiyelinizasyon
gelisiminde farkli mekanizmlarin varligin1 ortaya koymustur. Lezyonlarin biiyiik kisminda T
lenfosit ve makrofajlardan olusan enflamatuvar reaksiyon saptanmasina ragmen, oldukga farkli

miyelin paternleri gozlenmistir. Bu bulgulara gére MS’ de dort farkli patern tanimlanmustir (21).
Buna gore;
Patern I: Makrofajla iliskili demiyelinizasyon,

Patern I1: Makrofajla iligkili demiyelinizasyon ve aktif miyelin yikim alanlarinda gozlenen

immiinoglobulin ve kompleman birikimi,



Patern I11: Makrofajla iligkili demiyelinizasyon, miyelin iliskili glikoprotein (MAG) kayb1

ve oligodendrosit apoptozu,

Patern IV: Makrofajla iliskili demiyelinizasyon ve beraberinde peri-plak ak maddede

oligodendrosit dejenerasyonu ile karakterizedir.

2. 1. 4. Klinik bulgular ve tam

Hastaligin iki karakteristik 6zelligi vardir; ataklar ve diizelmelerle seyretmesi, MSS'de
birden fazla lezyona ait klinik belirti ve bulgularin ortaya ¢ikmasidir. Semptom ve bulgular
cesitlidir ve spinal kordtan serebral kortekse kadar noroaksisin herhangi bir boliimiiniin hasari

sonucu gelisen tiim semptomlari icerdigi gortliir (1).

-Duyusal belirtiler: Multipl skleroz hastaliginda en sik karsilasilan ilk belirti duyusal

belirtilerdir. Duyu kaybu, paresteziler, dizesteziler ve hiperesteziler siktir.

-Motor belirti ve bulgular: Paraparezi, kuadriparezi, hemiparezi,, bir ekstremitede zaaf sik
karsilagilan motor belirti ve bulgulardandir. Piramidal yol islev bozukluguna sik rastlanir;

spastisite ve refleks artisina neden olur.

-Gorme ile ilgili belirtiler: Hastalarin %17’ sinde optik néropati MS’ in baglangig belirtisidir;
ve % 50’ den fazla hasta yasam sirasinda bir optik noropati atagi gecirebilir. En sik

karsilasilan belirti bir gézde birkag giin icerisinde gelisen gorme azalmasidir.

-Serebellar bulgular: Serebellar yollar sik etkilenir. Belirtiler dismetri, disdiadokinezi,

aksiyon tremoru, kompleks motor hareketlerin bozulmasi ve denge kaybidir.

-Duygulamim bozukluklari: Duygulanim bozukluklar1 MS’de normal populasyondan daha sik

gortliir. Anksiyete ve depresyonu igerir.

-Otonomik bulgular: Hastalarda biiyiik oranda mesane, barsak fonksiyonlarinin etkilendigi
bildirilmektedir. Mesane fonksiyon bozuklugu sik idrara gitme, yetistirememe ile kendini
gosterir. Genellikle kalicidir. Barsak fonksiyon bozuklugu ise siklikla kabizlik olarak

karsimiza cikar. Hastalarin 2/3’iinde cinsel islev bozuklugu tariflenmektedir. Cinsel islev
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bozuklugu erkeklerde ereksiyon saglamada ve siirdiirmede giigliikk, kadinlarda vajinal his

azalmasi seklinde ortaya cikar.

Bu bulgular disinda hastaligin seyrinde yorgunluk, epileptik nobetler, hemiataksi,
Lhermitte bulgusu, trigeminal nevralji, tonik spazmlar ve hemifasial spazm gibi belirtiler

goriilebilir.

Hastaligin klinik gidisinde temel olarak 4 degisik form belirlenmistir: (1,11)
1. Relapsing-remitting (RR); tekrarlayan diizelen,

2. Progresif relapsing (PR); ilerleyen tekrarlayan,

3. Primer Progresif (PP); birincil ilerleyen,

4. Sekonder Progresif (SP) ; ikincil ilerleyen.

MS tanis1 diger tiim nedenler dislandiginda, klinik veriler esliginde , zaman ve mekan
icerisinde dagilmis ak madde lezyonlarinin goriilmesine dayanir. MRG, uyarilmis
potansiyeller ve beyin omurilik sivist (BOS) incelenmesi klinik tanisi kesin olmayan

olgularda taniy1 desteklemeye yardime1 olabilir (11).



2.2. OKSIDATIF STRES VE SERBEST RADIKALLER

Oksidatif stres, oksidan (ROS ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS)) ile antioksidan savunma
sistemi arasindaki hassas dengenin, oksidan maddelerin lehine kaymas: olarak

tanimlanmaktadir (22).

2.2.1. Serbest radikaller

Serbest radikaller; dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren
atom veya molekiillerdir. Serbest radikaller pozitif yiiklii (katyon), negatif yiiklii (anyon) veya
elektriksel olarak nétral olabilirler (23). Eslesmemis elektronlar1 nedeniyle son derece reaktif
bir yapiya sahip olabilen serbest radikaller, diger molekiillerle hizla reaksiyona girerek
elektron kaybetmelerine neden olurlar (3).

Serbest radikaller baslica ti¢ yolla olusur (24):

-Radikal 6zelligi olmayan bir atom veya molekiiliin, bir elektron kaybetmesi ile
X >e + X7
-Radikal 6zelligi olmayan bir atom veya molekiil yapisina tek bir elektron transferi ile

Y +e Y

-Kovalent bagin kirilmasi sonucunda, bag yapisindaki eslenmis elektronlardan her birinin

molekiiliin her bir par¢asinda kalmasi ile ( homolitik fisyon).

XY -X+Y

2.2.2. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Aerobik organizmalar yasamlar1 icin gerekli enerjiyi saglamak amaciyla karbon ve

hidrojenden zengin molekiilleri okside etmek i¢in oksijene mutlak gereksinim duyar.
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Hiicre kendisi i¢in enerji saglarken oksijen hiicrede bir dizi reaksiyon ile indirgenerek
suya doniisiir. Fakat bu siirecte oksijenin % 2-3 kadar1 suya donligmeyip oksijen kaynakli
radikaller olusur. Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile siiperoksit radikali, iki
elektron alarak indirgenmesi ile hidrojen peroksit olusur. Ugiincii elektronun eklenmesi ile

yiiksek derecede reaktif hidroksil radikali, dérdiincii elektron eklenmesi ile su olusur (25).

O+ H "+ e — HO,”  Perhidroksil radikali
HO,” - H™ + O Siiperoksit radikali
2H" + 0,”+ e — H,0, Hidrojen peroksit
H,O, + e —OH +OH  Hidroksil radikali
OH +e +H"— H,0

Insan viicudunda serbest radikallerin fizyolojik kosullarda olusturuldugu bircok

mekanizma ve metabolik yol vardir. Bu endojen kaynaklar;

e Mitokondriyal elektron transport zinciri,

e Mikrozomal elektron transport zinciri,

e Karisik fonksiyonlu oksidazlar (ksantin oksidaz gibi),
e Solunum patlamasi,

e Prostaglandin sentezi,

e Otooksidasyon olarak sayilabilir.

Insan viicudunda maruz kalman anarmol kosullara bagli olarak da serbest radikaller

tiretilebilir. Bu ekzojen kaynaklar;

e Diyet faktorleri,
e C(Cevresel faktorler,

e Ilaclar olarak sayilabilir (26).
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Oksijenli ortamda, gesitli fiziksel ve kimyasal etkenlerle olugan ROS; hiicresel protein,
karbonhidrat, niikleotid ve lipidler ile reaksiyona girerek yapt ve fonksiyonlarinda
modifikasyona neden olur. Olusan zarar verici biyokimyasal reaksiyonlar kanser,
ateroskleroz, enflamasyon, nérodejenerasyon gibi bir ¢ok kronik hastaligin, hatta yaslanmanin

patogenezine katkida bulunan 6nemli faktorlerdir (27).

ROS’ lar tablo 2.1.de gosterilmistir (24).

Tablo 2.1: Reaktif oksijen tiirleri

Radikaller Non-Radikaller
Stiperoksit radikali (O2™) Hidrojen peroksit (H ,0,)
Hidroksil radikali (OH") Hipokloroz asit (HOC1)
Alkoksil radikali (RO") Ozon (O3)
Peroksil radikali (ROO") Singlet oksijen (O,* 1)

Perhidroksil radikali (HO;")

Siiperoksit Radikali (O;")

Stiperoksit radikali (O, ) aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O,) bir elektron

alarak indirgenmesi sonucu olusur.

0O, +e — 0O

Siiperoksit  radikalinin  aerobik canli  organizmalarda en  6nemli  kaynagi
mitokondriyal elektron transport sistemidir. O, varhginda ksantin oksidaz’ 1n ksantini veya
hipoksantini indirgemesiyle, NADPH’ nin NADPH oksidaz ile oksidasyonuyla da

olusabilir. Siiperoksit radikali hidrojen peroksit olusumu igin de doncii molekiil olarak
gorev alir (24, 25, 27).
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Hidroksil radikali (OH")

Bilinen en reaktif oksijen radikali hidroksil radikalidir. Hidroksil radikali (OH),

canlilarda ¢esitli mekanizmalarla olusabilir (24):

- Fenton reaksiyonu ile,

Hidrojen peroksit, Fe?* ve diger gecis elementleri (Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo)

varliginda indirgenerek hidroksil radikalini olusturur.

Fe?* + H,0, —Fe®" + OH" + OH"

- Haber — Weiss reaksiyonu ile,

Hidrojen peroksit, siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek hidroksil radikalini

olusturur. Bu reaksiyon bakir ve demir iyonlar1 tarafindan katalizlenir.

0, + HO, — O, + OH +O0OH

- Hidrojen peroksitlerin oksijen baglarmin ultraviyole etkisiyle homolitik yarilmasi sonucu

hidroksil radikali olusabilir.
H.0, — 20H

- Hidroksil radikalleri ayrica suyun yiiksek enerjili iyonizasyonu (iyonizan radyasyon) sonucu

da olusabilmektedir.
H20 — H' + OH.

Hidrojen Peroksit (H,O,)

Hidrojen peroksit (H,O;) yapisinda eslesmemis elektron icermediginden radikal

degildir.
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Hidrojen peroksit; oksijenin, enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesiyle ya da
stiperoksit radikallerinin, enzimatik veya non-enzimatik dismutasyon tepkimeleri sonucu
olusur. Biyolojik énemi hidroksil radikali i¢in kaynak olusturmasidir. Fe?* ile hidrojen

peroksit reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturur ( Fenton reaksiyonu) (24, 25, 28).

Hipokloroz asit (HOC1)

Hipokloroz asit de (HOC1) radikal olmayan ROS’lar arasinda yer alir. Aktive olmus
notrofillerde miyeloperoksidaz enzimi tarafindan tretilir. Miyeloperoksidaz hem igeren ,
sitoplazmik bir enzimdir. Hidrojen peroksit ve klor iyonlarindan hipokloroz asit olusumunu

katalizler.

Miyeloperoksidaz
H,0,+ CIT ———  HOCI +OH

Fagositozla bakterilerin 6ldiiriilmesinde 6nem tasir. Ancak yiiksek reaktivitesi ve direk

veya klorin salinimiyla biyomolekiillere zarar verebilmesi agisindan dikkat gekmektedir (24, 25).

Singlet Oksijen (O,* 1)

Singlet oksijen eslenmemis elektronu olmamasi nedeniyle bir radikal degildir. Bununla
birlikte ¢ok reaktif olmasi nedeniyle serbest radikal sayilmaktadir. Singlet oksijen olusumu

fotokimyasal reajksiyonlarda olduk¢a 6nemlidir (25).

Singlet oksijen siiperoksit radikalinden ve hidroksil radikalinden iiretilebilir. Delta ve
sigma olarak iki tipi mevcuttur. Delta tipi termodinamik olarak daha stabil oldugundan daha
yaygindir. Sigma tipi ise hizla delta tipine donme egilimindedir. Singlet oksijen membran

lipidlerini de igeren bir¢ok molekiilii oksitleyebilir (23).
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2.2.3 Nitrik Oksit (NO)

NO; nitrojen monoksit olarak da adlandirilan renksiz bir gazdir. Suda ve daha kolay

bir sekilde organik c¢oziicliilerde c¢oziinebildiginden hiicre zarlarindan kolaylikla

gecebilmektedir (24).

NO’ un sinir sistemi ve vaskiiler sistemde 6nemli bir ¢ok fizyolojik rolii vardir. Sinir
sisteminde ndrotransmisyon ve noromodiilasyonda; vaskiiler sistemde kan basincinin
kontroliinde, trombosit agregasyonunu ve adezyonunu onlemede rol almaktadir. Immiin
sistem hiicrelerinde spesifik olmayan savunma mekanizmalarina ve makrofaj aracili hiicre
Olimiine katilir (24). NO antitiimor, sitotoksik ve antimikrobiyal etkilerini yiiksek
konsantrasyonda gosterir. Diisiik konsantrasyonlarda guanilat siklazi sitimiile eder ki; bu
mekanizma ile kan akimindaki ve kan basincindaki etkiden, noronal sinyal iletiminden ve
noroendokrin aktiviteden sorumludur. NO sepsis, artrit, vaskiilit, bazi otoimmun hadiseler

astim, esansiyel hipertansiyon gibi bazi patolojik mekanizmalara da katilir (23).

NO, dis yoriingesinde eslesmemis elektronu bulunmasi nedeniyle radikal 6zelligi tasir
(24). Nitrik oksit radikalinde (NO’) paylasilmamis elektron nitrojen atomu iizerinde yerlesik
degil; nitrojen ve oksijen atomlari iizerinde delokalize bir halde bulunur. NO radikalinin bu
ozelligi kendi reaktivitesini baskilar, stabilitesini arttirir ve biyolojik kosullarda sentezlendigi
yerden daha uzak mesafeye diflizyonunu saglar. Oksi radikallerde paylasilmamis elektron tek
atom tizerinde lokalize oldugundan, bu radikaller son derece reaktif, kisa omiirlii ve kisith
difiizyona sahiptirler (29). NO’ nun eslenmemis elektronu bir elektron oksidasyonu araciligi
ile kalkarsa nitrosonyum katyonu (NO™) olusur. NO bir elektron ile indirgenirse nitroksil
anyonu (NO") olusur (29). Nitrik oksit radikali diger ROS gibi unstabil bir molekiildiir ve

hemoglobin, miyoglobin, oksijen veya siiperoksitle cabukc¢a reaksiyona girer (23).

NO, nitrik oksit sentaz enzim ailesi tarafindan (NOS) bir aminoasit olan
L- arginin’ in L- sitriilin’e doniisiimii sirasinda meydana gelir. NO’nun arjininden sentezi iki
basamakta gergeklesir. Tepkimenin ilk basamaginda arjinini guanido nitrojeni (N®)
hidroksillenerek oldukga stabil N® -Hidroksi arjinin olusur. Enzime siki bagli ara iiriin ikinci
asamada  sitrulin ve nitrik okside g¢evrilir (29). Sentez i¢in oksijen gerekir ve flavin adenin
dintikleotid (FAD), flavin mononiikleotid (FMN), tetrahidrobiopiterin (BH4) ve hem kofaktor
olarak tepkimeye katilir (24).
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Sekil 2.1: Nitrik oksit sentaz tarafindan katalizlenen arjinin amino asidinden

nitrik oksit sentezi (29).

NOS’ un indiiklenebilir form, endotelyal form ve ndronal form olmak iizere iig

izoenzimi vardir. Isimlendirmeler NOS* un ilk tanimlandig1 hiicreye gore yapilmistir.

Basitge iki temel gruba ayrilir:
1.Konstittif NOS (cNOS)

a. Noronal NOS (nNOS; tip I)

b. Endotelyal NOS (eNOS; tip 1l1)
2.Indiiklenebilir NOS (iNOS; tip II)

Her izoform ayri bir genin triiniiriidiir; insan eNOS geni 7. kromozoma, nNOS geni 12.
kromozoma, iINOS geni 17. kromozoma lokalizedir. NOS formlar1 genis bir dagilim gosterir

ve ekspresyonu lokal faktorlere gore up veya down regule edilir.

¢NOS formlari kalsiyum ve kalmoduline mutlak bagimhdir. Hiicre iginde artan Ca®';
kalmodulinle bir kompleks olusturarak eNOS’1 aktive eder. Endotel hiicresi tarafindan
sentezlenen NO, guanilat siklezi aktive ederek diiz kaslarda gevsemeye neden olur. NNOS ise
beyin ve periferik noronlarda salinan izoenzimdir. Norotransmitter veya ndéromodiilator
olarak etki eder. ctNOS enzimi diisiik miktarlarda (pikomol diizeyinde) ve kisa siireli NO

sentezine yol agar (29, 30).
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iINOS; ilk olarak murin makrofajlarinda tespit edilmistir. Enzim indiiksiyonu ¢esitli
bakteriyel friinlere ve proenflamatuvar sitokinlere bagimlidir. Enzim aktivitesi
transkripsiyonel olarak regiile edilir. iINOS alt birim olarak kalmoduline ihtiya¢ duyarken,

aktivitesi i¢in hiicre i¢i kalsiyum derisimini arttirmasi gerekli degildir (29).

INOS’ un, ¢esitli uyaranlara cevap olarak MSS’ nin astrosit ve mikroglialarini da i¢eren
degisik hiicrelerden salindigi gosterilmistir. Astroglialar ve mikroglialar saglikli beyinde
iNOS eksprese etmezler. Fakat iskemik, travmatik, norotoksik veya enflamatuvar hasardan

sonra iNOS ekspresyonu goriiliir (31).

NO’ un par¢alanma driinleri nitrit (NO2 ) ve nitrattir (NO3 ). Nitrit kanda oksi-
hemoglobin tarafindan hizlica plazmada baskin bulunan form olan nitrata okside edilir. in
vitro; NO’ un Kkararli metabolitleri olan nitrit ve nitrat NO varhigin1 indirekt olarak

gostermede kullanilir (29).

Nitrik oksit ve nitrozatif stres

Reaktif nitrojen tiirlerinin fazla iiretilmesi nitrozatif stres olarak adlandirilir.

Nitrozatif stres nitrozilasyon reaksiyonlarina neden olur ve proteinlerle etkileserek yapi

ve fonksiyon bozukluguna neden olabilir (32).

Immun sistem hiicreleri, enflamatuvar siireclerde siiperoksit anyonu ve nitrik oksidi
solunum patlamasi sirasinda birlikte iiretir. Bu sartlar altinda NO ve siiperoksit anyonu
birbirini etkileyerek daha aktif peroksinitrit anyonunun anlamli miktarda iiretimine neden
olabilir (32).

0O,;” + NO° - ONOO

Biyolojik kosullarda iiretilen siiperoksit radikalleri siiperoksit dismutaz enzimi
tarafindan hidrojen perokside cevrilir. Fakat yukaridaki tepkimenin hizi, SOD enziminin
katalizledigi dismutasyon tepkimesinden daha hizlidir. Bu nedenle ortamdaki peroksinitrit
miktar1 biyolojik sonuglara neden olabilecek miktardadir. Oldukg¢a toksik peroksinitrit

lipidleri, proteinleri, DNA ve karbonhidratlar1 oksitleyebilir ve nitratlayabilir (29).
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Peroksinitrit NO ile tepkimeye girerek nitrojen dioksit (NO;) ve dinitrojen

trioksit(N,O3) gibi molekiillerin olusumuna da neden olur (29).

Peroksinitrit tirozin kalintilarin1 nitratlayarak nitrotirozin(NT) olusumuna neden
olabilir. Nitrotirozin immunohistokimyasal yontemlerle peroksinitrit toksitesinin spesifik

isaretleyicisi olarak Olgiilebilir (33).

o, Arginin
NADH + H” K=antin .
':FJ‘LDHE] bt _ NADPH + H
Mitohandrial ETS ) Ksantin BH, | NO Sentaz
H.O |H_ Oksidaz
NAD* e Orik asit St NADP*
{FAD)
0 HAI:IF"H Oksidaz ND Elntaz
2 BH, * __— NO'=—NO
MADPH + H*
H'DCI 0,
Hy EI' H*+ CI Okside DND{J'
wt c \m c j
0, +0H NO f Gly + CH.O
ONOOH - GH - = Bm n " H,0, o Chald Sarkozin
H + Hﬂ; )
|-| LOH Agetll CoA Oksidaz

Otoksi-| 05 Drik Asit Oksidaz

WK LOOH—=LO  dasyon O-Ad Okzidaz
Monaminler
0,+H,0 Py 0z + H0

el Hemoglobin

Sekil 2.2: Oksijen ve azot serbest radikalleri ve etkilesimleri (34).

2.2.4 Antioksidan savunma sistemleri

Antioksidanlar serbest radikallere karst koyan ve sebep olduklari hasar1 Onleyen

molekullerdir.

- Radikal olusumunu 6nleyerek

- Olusan radikalli yakalayarak

- Radikalin verdigi oksidatif hasar1 onararak

- Hasarli molekiilun eliminasyonunu arttirarak

- Onarilamayacak kadar hasarli olan molekiiliin mutasyona neden olmasini azaltarak

islev yapabilirler (25).
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Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak baslica iki gruba ayrilirlar. Bu
antioksidanlardan enzimler, diisiik molekiiler agirlikli molekiiller ve enzim kofaktorlerini
iceren kismi1 endojen olarak iiretilir. Non enzimatik antioksidanlar ise ¢ogunlukla diyet
kaynaklidir. Antioksidan enzimler oksidatif stresin neden oldugu siddetli akut hasara karsi

koymada daha kuvvetli ajanlardir (35).

Antioksidanlar:
1. Enzimatik antioksidanlar;

Temel enzimler; SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz

Yardimc1 enzimler; glutatyon reduktaz, glukoz 6-fosfat dehidrogenaz

2. Enzimatik olmayan antioksidanlar;
Mineraller; ¢inko, selenyum
Vitaminler; vitamin A, vitamin C, vitamin E, vitamin K
Karotenoidler; B-karoten, likopen, lutein

Diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar; glutatyon, {irik asit

Antioksidan kofaktorler; koenzim Q

Polifenoller
Flavonoidler; kuarsetin, katesin

Fenolik asitler; gallik asit, ellagik asit olarak siniflandirilabilir (35).

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Serbest radikallere karsi ilk savunma siiperoksit dismutaz enzimleri ile gerceklesir.

Dogada bulunan en kuvvetli antioksidandir (35).
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SOD siiperoksit anyonunun hidrojen peroksid ve molekiiler oksijene dismutasyonunu

katalizleyen metalloenzimler ailesindendir (10).

SOD
20, + 2H' ——— H,0, + O,

SOD’ un sitozolik CuZn-SOD, mitokondrial Mn-SOD ve ekstraselliler SOD olmak

lizere ii¢ izoenzimi vardir.

Serbest radikallerin ana kaynagi ve ana hedefi olan mitokondride Mn-SOD enzim
ekspresyonunun arttigi belirtilmistir (35).

2.2.5. Serbest radikallerin lipitlere etkileri

Lipid peroksidlerinin olusum kaskadindaki ilk zincir reaktif serbest radikalin, membran
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asidi zincirindeki metilen (-CH, -) grubundan hidrojen
atomunu koparmasi ile baglar. Tek elektron igeren hidrojen atomunun koparilmastyla,
ciftlesmemis elektron igeren karbon merkezli lipid radikali (L") geride kalir. Yag asidinde ¢ift

bag varligi, C-H bagimi zayiflatarak H" atomunun kopartilmasini kolaylastirir.

Ik hidrojen atomunu kopartacak reaktivitedeki radikaller, hidroksil (OH"), alkoksil
(RO"), peroksil (ROO") ve hidroperoksil (HO;") dir. Siiperoksit anyonu ve hidrojen
peroksit bu reaksiyonu baslatamaz. Ilk hidrojen atomunun koparildigi basamak baslangig

basamag olarak adlandirilir.

Karbon merkezli lipid radikali molekiiler yeniden diizenleme ile konjuge dien formuna
doniisiir. Konjuge dien molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek lipid peroksil radikalini
(LOO") olusturur. Lipid peroksil radikalinin kendisi bir bagka yag asidinden hidrojen atomunu
kopararak lipid hidroperoksidi ve yeni bir lipid alkil radikalini olusturarak yeni bir zincir
reaksiyonu baglatabilmektedir. Lipid peroksitleri, fizyolojik kosullarda nispeten kararli
molekiillerdir fakat gecis metalleri veya metal komplekslerinin katalizorliigiinde
parcalanabilirler. Indirgenmis metal iyonlar: (Fe®* ve Cu®), lipid hidroperoksidi ile reaksiyona

girerek alkoksil radikalini, okside metal iyonlari ise (Fe** ve Cu?*) daha yavas bir reaksiyonla
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alkoksil ve peroksil radikallerini olugturmaktadir. Her iki radikal de, baska yag asitlerinden

hidrojen atomu kopartarak lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonunu siirdiirebilir (23,25,32) .

LH A="="\=—/ Doymamis yag asidi
‘ -H* (hidrojen kopanimasi)

L /\:’W Lipid alkil radikal (izole gift bag formu)
l (Molekiller dizenleme)

L' NT\=/\="Lipid akkol radikali (konjuge dien formu)

|/" O, girigi
LOO' \ A=/

o

Q
\=/\=/m H
Dogmamig yad asidi \':A:/ L

LH Lipid alkil radikali

—\, — ~ LOOH

Lipidhidro peroksid

.00

Sekil 2.3: Coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu (25).

Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonu, iki lipid peroksit radikalinin etkilesmesi sonucu

siklik peroksidi (LOOL) ve aldehit tiriinleri olusturmast ile son bulur (23,25).

Biyolojik membranlardaki lipit peroksidasyonu; memran akicilifinda azalmaya,
membran potansiyelinde azalmaya, H* ve diger iyonlara gegirgenlikte artisa ve sonug olarak

hiicre ve organel yapisinda bozulmaya yol agar.
Lipid peroksidasyon varliginin belirlenmesi ve 6l¢iimii, hastaliklarin serbest radikaller

ile olan iliskisini desteklemek i¢in en sik basvurulan kanittir. Lipid peroksitlerini, konjuge

dienleri, aldehitleri tayin eden bir¢ok metod ile lipid peroksidasyon diizeyi 6lgiilebilir (25).
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2.3. BEYIN VE OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres ve antioksidan sistem hemen hemen viicutta her hastaligin
patofizyolojisinde c¢alisildigr gibi sinir sistemi hastaliklarinda da klinik ve deneysel
caligmalarla incelenmistir. Beyin ve sinir dokusu oksidatif stres aracili hasara dogal yatkinlik

gostermektedir. Bu yatkinligin baslica nedenleri sunlardir:

- Beyinin yiliksek miktarda oksijen tiiketmesi. Beyin, viicut agirhiinin yalmizea % 2 si
olmasina ragmen, solunan toplam oksijenin %20’ sini tiiketir ve yiiksek hizda fazla miktarda
ATP iiretir. Hiicreler tarafindan tiiketilen oksijenin yaklasik % 5’ inin ROS’a indirgendigi
disiiniiliirse; daha az oksijen kullanan diger dokularla karsilastirilidiginda, beyinde goreceli

olarak yiiksek miktarlarda ROS iiretildigi tahmin edilebilir (36).

- Néronal membranlar arasinda Ca®* trafiginin hizli olmasi. Normalde hiicre i¢inde serbest
Ca?* seviyesi ok azdir, Ca** mitokondri iginde, endoplazmik retikulumda veya kalmoduline
bagli olarak bulunmaktadir. Organizmada ROS orani artarsa mitokondri hasar gorebilir ve
kalsiyum agi8a ¢ikarak serbest hale geger. Serbest kalsiyum oraninin artmasi hiicrede iki
yonde etki yapar. Birincisi; membran yapisini bozulabilir, ikincisi; kendisine bagimli enzimler
olan NOSs ve fosfolipaz A, enzimlerinin aktiviteleri artar. Sonug olarak NO radikali olusumu

artar ve hiicre hasar goriir (24).

- Uyaric1 ndrotransmitterlerin bulunmasi: Bu postsinaptik membranda ROS olusumuyla
sonuclanan bir dizi reaksiyonu kaskadini baslatir (37). Oksidan stres noronlardan uyarici
aminoasitlerin salinmasini arttirarak bir kisir dongiliye yol acgabilir. Diger bir olasilik da
ROS’larin glial hiicreler araciligr ile glutamat geri alinimini azaltmasi ve glutamin sentaz

enzimini inaktive etmesi olabilir (24).

Bazi nérotransmitterler (Dopamn, L-DOPA, noradrenalin) O, ile reaksiyona girerek O,"
H.O, ve reaktif kinonlar/semikinonlar olusturabilir.Bunlar antioksidan enzimlerden GSH’1

azaltir ve proteinlerin —SH gruplarina baglanabilir (24).

- Beyin metabolizmasinin H,O, olusturmasi: Ornegin, dopaminin monoaminoksidaz (MAO)

ile oksidasyonu sirasinda H,O; olusur (24).
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- Mikroglialarin varligi: Mikroglialar sinir sisteminin makrofajlaridir ve diger makrofajlar gibi
aktive olduklarinda O," , H,O, olusturabilir, sitokinleri (IL1, IL6, TNFa) salgiliyabilirler.

TNFa aktivasyonu ile ROS olusumu artabilir ve hiicre hasariyla sonuglanabilir (24).

- Noron zarlarinda bulunan lipitlerin, yiiksek oranda kolayca okside olabilen ¢oklu doymamis

yag asidi icermesi (24).

- BOS’ un yiiksek derecede reaktif OH formasyonunu katalizleyen diisiik molekiiler agirlikl

demir ve bakir kompleksilerini igermesi (37).

- Antioksidan enzimlerin diisiik seviyede olmasi: Ozellikle katalaz ve glutatyon peroksidaz

diger dokularla karsilastirildiginda beyinde daha az seviyede bulunur (38).

- Pineal bezde firetilen, iyi bir radikal temizleyici, endojen bir antioksidan olan melatonin

konsantrasyonu yasla birlikte azalmasi (37).

- Noronlarin yenilenemeyen hiicreler olup, ROS tiirleri tarafindan beyin dokusuna olan

herhangi bir hasarin kiimiilatif olma egilimde olmas1 ( 37).

- Diger bir sebepte MSS fizyolojisinde dnemli rol oynayan, 6nemli bir mesajc1 RNS olan

nitrik oksittir. NO, O ile hizlica reaksiyona girerek peroksit radikalini olusturur (39).

MSS’ nin Alzheimer, Parkinson hastalig1 gibi nérodejeneratif hastaliklarinda oksidatif
stresin arttig1 ¢alismalarla gosterilmistir. Parkinson hastalarimin caudatum ve substantia
nigrada 8-hidroksideoksiguanosinde (8-OHdG) belirgin bir artigla DNA’ ya artmis oksidatif
stresle iliskili oldugu bulunmustur parkinsonlu beyinde artmus lipit peroksidasyonuna iliskin
kanitlar da mevcuttur Parkinsonlu substantia nigrada diger parkinsonlu beyin bdélgelerine ve
kontrol dokuya kiyasla MDA diizeyleri artmistir Alzheimer hastalarinda ii¢ kortikal alan ve
serebellumdan izole edilen niikleer DNA ve mitokondriyal DNA’da kontrollere kiyasla
Ozellikle de parietal kortekste 8-OHdG’ ne ait anlamli bir artis bulunmustur. Ayrica Alzheimer
donorlerinden elde edilen lenfosit DNA’sinda artmis 8-OHAG diizeyleri tespit edilmistir (38).

23



2.4. MULTIPL SKLEROZ VE OKSIDATIF STRES

Makrofajlar tarafindan tiretilen oksijen ve nitrojen serbest radikallerinin MS ve deneysel
allerjik ensefalomiyelitte (DAE) demiyelinizasyon ve aksonal hasara mediatér olarak
karistig1 kabul edilmistir (3).

MS lezyonlarinda oksidatif hasarin birgok belirteci bulunur ve ek olarak
antioksidanlarin ~ azalmis  konsantrasyonlart MS  hastalariin =~ serumlarinda  ve

MS plaklarinda 6l¢tilmiistiir (2,3).

Yapilan ¢alismalarda MS hastalarinin BOS ve plazmalarinda oksidan hasarin gostergesi
olan lipid peroksidasyonuna dair kamtlar bulunmustur (40). Yine MS hastalarinda yapilan birgok
caligmada kontrol grubuna gore artmis serbest radikal aktivitesi ve veya Onemli antioksidan
enzimlerde eksiklik gosterilmistir (41). Karg ve ark. MS in aktif fazinda (42) lipid
peroksidasyonunda % 38 artis, okside glutatyon seviyelerinde anlamli artis ve plazma vitamin E:
lipid oraninda azalma tespit etmislerdir. BOS nin analizinde arasidonik asit gibi poliansatiire yag
asitlerinin  nonenzimatik  peroksidasyonu ile olusan iriinler olan isoprostanlarin
konsantrasyonunda artis (43), MDA seviyelerinde ve glutatyon reduktaz aktivitesinde artis ve
glutatyon peroksidaz aktivitesinde azalma (44) gdsterilmistir. Bununla birlikte MS plaklarinda
yapilan direk Olgiimlerde artmis serbest radikal ektivitesi, bunun yaninda glutatyon, alfa

tokoferol, tirik asit gibi 6nemli antioksidanlarda azalma ortaya ¢ikarilmigtir (45).

Hidroksil radikalini giiglii bir sekilde azaltarak serbest radikal temizleyici ozellik
gosteren edaravonun etkisi DAE de ¢alisilmis, histolojik analizlerde MSS’ ne enflamatuvar
hiicre infiltrasyonuda azalmaya neden oldugu, makrofaj mikroglia aktivasyonunu azalttig1 ve

tedavinin DAE’nin klinik ciddiyetini belirgin iyilestirdigi tespit edilmistir (46).

NO iretiminin MS lezyonlarinda arttifim gosteren c¢ok miktarda kamit vardir,
sadece  lezyonlarda  degil hastalarin BOS, kan ve idrar  Orneklerindeki

calismalarda da artis gosterilmistir.

NO o6nemli bir biyolojik habercidir ve nérofizyolojide énemli rol alir. Nitrik oksidin
asir1 Uretimi peroksinitrit formasyonu i¢in itici bir giictiir. MS lesyonlarinda peroksinitrit
varligr gosterilmistir  (47). Oldukca toksik peroksinitrit lipit, protein, DNA ve
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karbonhidratlar1 oksitleyebilir ve nitratlayabilir. Ozellikle, peroksinitrit tirozin kalmtilarmni
nitratlar ve nitrotirozin (NT) olusumuna neden olur. NT peroksinitrit toksisitesinin belirteci
olarak oOl¢iilebilir. Perivaskiiler ve parankimal infiltrasyonun siddetli oldugu akut lezyonlarda
NT pozitif hiicreler mononiikleer enflamatuvar hiicrelerdir. Perivaskiiler infiltrasyonlar: olan
ve demiyelinizasyona giden kronik aktif lezyonlarda NT pozitifligi olan hiicreler baskin
olarak lipid dolu makrofajlardir. Baskin miktarlar yiiksek enflamasyonun oldugu plaklarda
goriilmektedir. Ters olarak enflamatuvar bileseni olmayan kronik sessiz plaklarda NT pozitif
hiicreler goriilmemektedir (48). Deneysel MS modeli olan DAE’ de peroksinitrit formasyonu
erken donemde hastalik aktivitesiyle uyumlu olarak tespit edilmis, remisyonda ve kronik
sessiz donemde tespit edilememistir (49). Bu bilgiler 1s18inda MS ve DAE de 1s18inda

enflamatuvar siireg ile peroksinitrit olusumu arasinda belirgin bir uyum vardir.

Peroksinitrit ile indiiklenen myelin ve akson hasar1 ratlarda gOsterilmistir.
Peroksinitritin spontan dondrii corpus callosuma enjekte edildiginde MS lesyonlarina benzer

vakuolizasyon ve myelin hasari gosterilmistir (50).

DAE’ de mitokondriyal proteinlerin peroksinitrit tarafindan nitrolanmasi erken
hadisedir; bunu solunum zincirinde baskilanma, ATP sentezinde azalma, kalsiyum
hemoastazinda bozulma, ROS’ da artma, gegirgen porlarda agilma ve DNA’ da tek bag
kiriklar1 gibi bir¢ok mitokondriyal disfonksiyon takip eder. Bu peroksinitrit aracili
mitokondriyal bozukluklar hem noéronlarin oligodendrositlerin apoptozunda hem akson
dejenerasyonunda asildir. Tirozinin peroksinitrit tarafindan nitrasyonu Ozellikle motor
noronlarda eksprese edilen ve sagkalim igin gerekli olan noérofilament-L gibi proteinlerin

fonksiyonlarindaki inaktivasyon ile iliskilidir (33).

Peroksinitrit fizyolojik konsantrasyonlarda sinir biiylime faktoriinii motor noronlar igin

apoptotik faktore doniistiirebilir (51).

MS hastalarmin  aktif demiyelinize lezyonlarinda enzimatik antioksidanlardan
sitozolik Zn—Cu baglhi SOD’ un gen ekspresyonunda belirgin artis (52) gosterilmistir. H,0O-
temizleyicisi olan katalaz enzimi uygulanan DAE’ de hastalik belirgin derecede
baskilanmistir (53). Insandaki dogal bir antioksidan olan iirik asidin MS te rol oynadig
diisiiniilmektedir. MS hastalarinin serumlarinda iirik asit seviyeleri diisiik bulunmustur (54).
Immunmodulatér glatiramer asetat ile tedavi edilen MS hastalarinda ise {irik asit

seviyelerinde artig gdzlenmistir (55).
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2.5. LIKOPEN (Lycopersicon esculentum)

Likopen sebze ve meyvelerde dogal alarak bulunan ve bitkiler ve mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenebilen ama hayvanlar tarafindan sentezlenemeyen Karoten familyasina ait
bir pigmenttir (56). Kirmizi meyve sebzeler; domates, karpuz, pembe greyfurt, kayis1 en
yaygin likopen kaynaklaridir. Diyet igerisindeki likopenin baslica kaynaklar1 domates ve bu
sebzeden elde edilen ketcap, sos ve domates suyu gibi iiriinler olup diyetsel likopenin %85’

ini igerirler(5).

Likopen; B-karotenin akrilik izomeri olup, B-karotenden farkli olarak provitamin A
aktivitesi gostermez . Insan plazmasinda en yiiksek diizeylerde bulunan karotenoidlerden olan

likopenin yar1 6mrii 2—3 giindiir (5,57).

Sekil 2.5: Likopenin yapisi

Likopen molekiiler formulii (C4oHsg) olan , yiiksek derecede doymamis, 40 karbon
atomlu, 11 konjuge ve 2 konjuge olmayan, cift bagl, acik zincirli bir hidrokarbondur. Dogal
bitki kaynaklarinda likopen agirlikli olarak all-trans konfigurasyonunda bulunurken insan
plazmasinda %50 oraninda cis-isomeriyle karigim halinde bulunur. All-trans konfigurasyonu

termodinamik olarak en stabil formdur (5, 56, 57).

Karotenden zengin besinlerin tliketilmesi ¢ok kez birtakim saghk faydalariyla
iliskilendirilmistir. Onemli saglik faydalarmin c¢ogunun oksidatif hasara karsi koruma
becerileri iizerinden olustugu varsayilmistir (5). Kanserden korumanin  yami sira
karotenoidlerin potansiyel antioksidan 6zellikleri serbest radikaller tarafindan baslatildigina
inanilan ateroskleroz, katarakt, yasa bagli makula dejenerasyonu ve multipl sklerozu gibi

hastaliklarin baslangicin1 engellemeye yardimer olabilir (58).
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Birgok c¢aligma gostermistir ki, likopen efektif bir antioksidandir ve serbest radikal
temizleyicidir. Hayvan ve insanlarda karotenler 6zellikle 3-karoten ve likopen, fotooksidatif
stireclere kars1 korumada singlet oksijeni etkisiz kilan gii¢lii bilesiklerdir. Peroksil radikal
temizleyicisi olarak rol oynarlar ve diger antioksidanlarla sinerjistik olarak etkilesebilirler
(57,58). Likopen, yiiksek sayida konjuge c¢ift bagindan dolayi, B-karoten ve a-tokoferol ile
karsilastirildiginda daha yiiksek singlet oksijen yakalama 6zelligi gosterir (5,56).

in vitro sistemlerde, likopenin hidrojen peroksit ve nitrojen dioksidi inaktive ettigi
bulunmustur. Serbest nitrojen dioksidi (NOy), tiyil (RS) ve siilfonil (RSO,) radikallerini
temizleyebildigi de calismalarda gosterilmistir. Son ¢aligmalarda, likopenin lenfositleri NO
radikali ile indiiklenen membran hasarina ve hiicre 6liimiine kars1 B -karotenden en az iki kat
daha fazla korudugu gosterilmistir. Likopen son derece lipofilik oldugundan en yaygin hiicre
membranlarinda ve diger lipoprotein bilesiklerinde yer alir. Bu nedenle likopenin lipofilik

cevrede maksimum ROS temizleyici etki gosterecegi tahmin edilmektedir (5).

Karotenoidlerin oksidatif olmayan mekanizmalarla hiicreler arasi gap baglantil iletisimi
indiikleyebildigi, boylece kanser gelisimini Onlemekteki potansiyel temeli olusturdugu
onerilmistir. Likopenin ayrica orta derecede hipokolesterolemik ajan olarak hareket ettigi ve
bu etkisi kolesterol sentezindeki hiz kisitlayici enzim olan HMG-CoA rediiktazi inhibe

etmesiyle iliskilendirilmistir (5).

Likopenin yiiksek kan degerleri; azalmis prostat kanseri, sindirim kanali kanseri,
pankreas kanseri, servikal intraepitelial neoplazi, ve miyokart infarktiisii riski ile korelasyon

gostermektedir (57).

2.6. ELLAGIK ASIT (EA)

Nar (Punica granatum L.) biyolojik aktiviteleri nedeniyle son zamanlarda oldukga
popliler olan ve 6zellikle meyve suyu seklinde bolca tiiketilmeye baslanan bir bitkidir. Nar,
Lythraceae familyasindan iginde kiiciik ¢ekirdekler ve meyve govdesini olusturan yiizlerce

tanecikten olusmus, hafif eksi-tatli tad1 olan, 1liman iklimlerde yetisen bir bitkidir (59).

Nar bilesenlerinin antioksidan, antikanserojenik, antienflamatuvar 6zelliklerinden yola

cikarak kalp-damar hastaliklarini, diabeti, dis hastaliklarini, erektil disfonksiyonu, ultraviyole
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radyasyona kars1t korumay1 igeren giiclii tedavi edici 6zellikleri {izerine odaklanan bir ¢ok
caligma yapilmistir. Diger potansiyel uygulamalar infant beyin iskemisi, Alzheimer hastaligi,

artrit ve obesiteyi igerir (59).

EA, narin giiclii antioksidan, antikanserojenik, antienflamatuvar etkilerinden sorumlu
bilesenlerinden biridir. EA, polifenolik yapida bir bilesendir. EA, ahu dutu, bogiirtlen, cilek,
kizilcik, nar gibi kirmizi meyvelerin ¢ogunda ve cevizde bulunur. En yiiksek seviyede ahu
dutunda bulunur. EA bitkilerde sekere baglanmis olarak ellagitanin formunda bulunur. EA
bitkiye karakteristik buruk tadin1 verir (60,61).

Sekil 2.5: EA’ nin yapisi

EA’ in antioksidan O6zelligi bir¢ok g¢alismada gosterilmistir. EA; anti-mutojen, anti-
kanser, anti-enflamatuvar, anti-hepatotoksik, anti-bakteriyel ve HIV replikasyonunu 6nleyici
ozellikler gosterir (60,61,62).

Antioksidan 6zelliginden dolay1 Japonya’da gidalara ilave edilebilmektedir (63).

Antioksidan etiklerini hidroksil radikali, peroksil radikali, nitrit radikali, peroksinitrit
radikali gibi ROS ve RNS’ yi temizleme 6zelligi ile gosterdigi disiiniilmektedir. Aktivitesi
icin yapisindaki fenolik hidroksil gruplarinin ve lakton grubunun gerekli oldugu
diistiniilmektedir. (60,64)

EA’ nin, sican karacigerinde hidroksil radikali aracili lipit peroksidasyonunu doz ve
konsantrasyona bagli olarak inhibe ettigi gosterilmistir. Peroksinitrit radikalininde iyi bir
temizleyicisi oldugu bulunmustur (60). /n vitro’ da da EA’ nin peroksitnitritin indiikledigi
diklordihidroflorosein oksidasyonunu, yine peroksinitritin indiikledigi DNA kiriklarina,
proteinlerin tirozin nitrasyonunu Onledigi gosterilmistir (65). Yine si¢anlarda yapilan bir

caligmada alkol aracili karaciger hasar modelinde EA’ nin karaciger enzimlerini azalttidi,
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antioksidan statiiyii arttirdig1, Zn ve Cu diizeylerini diizenledigi, dolasimdaki lipid seviyelerini

diizenledigi gosterilmistir (64).

EA igeren Pomagranate ekstraktinin serbest radikalleri temizledigi, makrofaj oksidatif
stresi ve lipid peroksidasyonunu azalttigi hayvanlarda (66), total plazma antioksidan

kapasitesini arttirdigi, plazma protein karbonil diizeyini azalttigi insanlarda gosterilmistir (67).

21.6 mg EA igeren, nar ekstrat1 kapsiilii verilen bireylerde plazma antioksidan kapasitesinin

ekstrakt eklenmesinin 30 dakika ardindan anlamli derecede arttig1 gosterimistir (67).

EA’ nimn in vitro insan oral, prostat ve kolon tiimér hiicre serilerinde antiproliferatif,
antiapoptotik ve antioksidan etkileri degerlendirilmis ve yasayan hiicre sayisini azalttigi
gosterilmistir (61). Ayrica prostat kanser hiicrelerinin biiylimesini, hiicre siklusunu durdurarak
ve apoptozu stiiimle ederek inhibe eder. Prostat kanserinde anjiogenezi inhibe ettigi de in vivo

ve in vitro olarak gosterilmistir (68).

2.7. CUPRIZON (CPZ)

MS sadece insanlar1 etkileyen bir hastalik olmasina ragmen; hastalik i¢in bir ¢ok hayvan
modeli kabul edilmistir. CPZ modeli toksik demiyelinizasyon modelidir. Diger uygulanan

modeller DAE, Theiler virtisii ile indiiklenmis ensefalomiyelittir (69).

CPZ, bakir kelatortidiir, 1950 lerde Nilsson tarafindan kesfedilip tanimlanmugtir (70).

Sekil 2.6: Cuprizonun kimyasal yapisi

CPZ ile beslenme bakir eksikligine ve MSS demiyelinizasyonuna neden olur. Bu

demiyelinizasyon erken gbze ¢arpan bir hadisedir, oligodendrositlerden bagka MSS’ nin diger
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hiicre tiplerine hasar vermeksizin meydana gelir. Neden oligodendrositlerin bakir eksikligine

tercihen duyarli oldugu bilinmemektedir (71) .

CPZ uygulamasi beyinde bakir bagimli mitokondriyal enzimler olan hem sitokrom
oksidazin hem de monoamin oksidazin aktivitesinde azalmaya neden olur (71,72). CPZ ile
indiiklenmis bakir eksikliginin beyin mitokondri fonksiyonuna zarar veriyor olabilecegi ve
bunun oligodendrositlerde enerji metabolizmasinda ve hiicre fonksiyonunda bozukluga yol
acarak demiyelinizasyona neden oldugu varsayilmaktadir. Yiiksek doz cuprizona maruz kalan
farelerin karacigerinde megamitokondri goriilmesi bu hipotezi desteklemektedir (69).
Pasquini ve ark. CPZ ile muamele edilen OG hiicre kiiltiirlerinde CPZ nin mitokondriye hasar
verdigini belirten solunum zincirinin kompleks 1,2, ve 3 bilesenlerinin aktivitesinde belirgin
bir azalma gostermislerdir. Mitokondri disfonksiyonu artmis miktarda oksidan tiirlerinin
tiretimi ile sonuglanir. Yine ayni ¢alismada CPZ uygulanan oligodendrosit hiicre kiiltiiriinde

oksidan iiriinlerin artmis oldugu bulunmustur (73).

Onceleri CPZ’ nin olusturdugu demiyelinizasyonun corpus callosum ve superior
cerebellar pedunkiilii baskin olarak etikledigine inanilmasina ragmen, yeni caligmalarda
kortikal demiyelinizasyon yaptigi da gosterilmistir. Ek olarak akson kayb1 MS ve cuprizon
modelinin her ikisinde de gosterilmistir. Toksik demiyelinizasyonun modeli olarak CPZ,
biricil olarak oligodendrosit kaybina yol agar, patolojik patern Lucchinetti ve arkadaslarinin

tarif ettigi tip3 veya tip4 MS lezyonlarina benzeyebilir (21).

CPZ uygulamasi ayrica mikroglia ve makrofajlarin cuprizonun ana hedeflerinden biri
olan corpus callosumda hizli proliferasyonuna ve birikmesine neden olur (74). Bu hiicreler
MSS demiyelinizan hastaliklarinin patogenezi ile iliskilendirilmis tumor nekroz faktor (TNF)
ailesinden sitokinleri salgilar (73). Bununla birlikte CPZ modeli kan beyin bariyerinin
degismeden kalmasiyla MS ve DAE den farklilik gosterir. MS ve DAE kompleks
immunolojik stirecleri ve T hiicre aktivasyonunu igerirken CPZ ile indiiklenmis
demiyeinizasyonda T hiicreleri hemen hemen tamamen yoktur. Kan beyin bariyerinin

bozulmamis olmasi bu durumu agiklayabilir (74).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1.KULLANILAN ALETLER VE KIMYASAL MADDELER

3.1.1. Aletler ve cam malzemeler

e Spektrofotometre (Hitachi U-1900)

e ELISA okuyucu (Bio-tek 800)

e Otomatik yikayici (Bio-tek ELX 50)

e Derin dondurucu (-80 °C) (Rua Instruments)

o Elektronik tart1 (Shimadzu Libror)

e El homojenizatorii (Braun Melsulgen AG 5449)

e Sonikasyon cihazi (MSE)

¢ Diisiik devirli santrifiij (Hetitch, sogutmali )

o Yiiksek devirli santrifiij (Heracus Biofuge Stratus )

e Vorteks (Elektromag)

e pH metre (Shott CG 840)

e Mikrotom bigagi (Sakura, Accu Cut SRM)
Otomatik pipetler ve pipet uglari, pastdr pipetler, santrifiij tiipleri, deney

tiipleri,kapakli tiipler, balon joje, cam kapsiil, ependorf, vb. malzemeler.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

e Likopen (Mikro —Gen)

e Punica Granatum ekstrakt1 (%40 ellagik asit) (GNC)
e Cuprizon (Sigma)

¢ iNOS ELISA kiti( R&D Systems, Quantikine®)

e MPO ELISA kiti (Hycult Hbt biotechnology)

¢ Nitrotirozin ELISA kiti (Hycult Hbt biotechnology)
o Nitrit-Nitrat kolorimetrik metot Kkiti (Roche)

o Trikloroasetikasit (Merck)

e Tiyobarbitiirik asit (Sigma)

¢ Hidroklorik asit (Carlo-Erba)

e Ksantin oksidaz (Sigma)
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Ksantin (Sigma)
Bakar kloriir (Sigma)
Kloroform (Merck)
Etanol (Merck)
Disodyum EDTA (Carlo-Erba)
Nitroblue tetrazolium (Sigma)
Sodyum karbonat ( Merck)
Albumin (Sigma)
Potasyum ferrosiyaniir ( Carlo Erba)
Potasyum siyaniir (Merck)
Bakair siilfat (Merck)
Sodyum hidroksit (Merck)
Luksol fast blue- cresy fast violet boya ¢ozeltisi;
Luksol fast blue (Sigma)
% 95 alkol
% 10 asetik asit (Sigma)
% 0,05 lityum karbonat (Merck)
% 0,01 cresyl fast violet (Sigma)
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3.2. DENEY HAYVANLARINA UYGULANAN iSLEMLER

3.2.1. Deney hayvanlarimin genel ozellikleri

Calismamizda 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uretim
Laboratuvar1’ ndan temin edilen Wistar Albino soyu 33 adet erkek sican kullanilmistir. Bu
calismaya ait etik kurul raporu Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’ nden
almmisti. Sicanlar 150 + 50 g agirliga ulasincaya kadar, standart pellet sican yemiyle
beslenen hayvanlara musluk suyu verildi. Siganlar istenilen agirliga ulastiktan sonra deneysel

islemlere baslanmustir.

Siganlar rastgele olarak 4 gruba ayrildi:

I. Grup, kontrol grubu (Kontrol, n=9)

e |l. Grup, MS modeli olusturulan grup (MS, n=8)

e III. grup MS modeli olusturulan ve ellagik asit (Punica granatum ekstrakti) uygulanan
grup (MS + EA, n=8)

e V. grup; MS modeli olusturulan ve likopen (Lycopersicon esculentum) uygulanan

grup (MS + L, n=8) olarak belirlenmistir.

Sicanlarda MS modeli olusturmak amaciyla; 15 giin siire ile toz haline getirilen

yemlerine % 0,6 (w/w) oraninda cuprizon ilave edilmistir (9).

Calismada kullandigimiz maddelerden likopenin uygulama dozu 4/mg/kg/giin (6),
ellagik asitin 10 mg/kg/giin (8) olarak belirlenmistir. Likopen ve ellagik asit distile suda
stispanse edilerek intragastrik gavaj yoluyla verilmistir. MS modeli olusturulmas sirasinda ve
model olusturulduktan bir hafta sonrasina kadar maddelerin uygulanmasi siirdiiriilmistiir.

Maddeler sicanlara daima taze hazirlanarak giinliik verilmistir.

3.2.2. Deney hayvanlarindan ¢ahsilacak 6rneklerin alinmasi

Deneyin sonlanacagi 21. giinde, eter anestezisi altinda tiim siganlarin kalplerinden
alinan kanlar EDTA’ 11 tiiplere aktarildi. Beyin dokusu ¢ikarildi. Histo-patolojik
degerlendirme i¢in tiim sicanlarin sol beyin hemisferleri notral tamponlu formalinde, sag

beyin hemisferleri homojenat 6rneklerinin hazirlanmasi igin -80 °C saklandi.
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3.2.3. Beyin Dokusundan Histopatoloji Preparatlarinin Hazirlanmasi

Cikartilan beyin doku oOrnekleri oda sicakliginda formalin ¢ozeltisi iginde tespit
edildikten sonra artan oranda (%60, %70, %80, %90, %99.9 ) alkol serilerinden gegirildi.
Dokular seffaflastirma amaciyla iki kere ksilene maruz tutulduktan sonra sivi parafin i¢inde
infiltrasyon islemi yapildi. Ardindan dokular parafin igine gomiildii. Bloklardan mikrotom
bicagi ile 9 mikronluk koronal  kesitler alinarak miyelin durumunu incelemek igin
deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerinden sonra Luksol Fast Blue (LFB) boyasi ile
boyandi. %80 ve %95 lik alkollerde dehidratasyon ve 30 dk ksilen ile seffaflagtirma
isleminden sonra entellan ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar 151tk mikroskobu altinda

degerlendirildi.

3.2.4. Doku homojenizasyonu

Kontrol ve deney gruplarina ait beyin doku 6rnekleri yas olarak tartildiktan sonra, fosfat
tamponlu serum fizyolojik igerisinde (pH 7.4) homojenize edilip, %20’ lik (w/v)
homojenatlar hazirlandi. Elde edilen doku homojenatlar1 30 saniye siireyle, orta siddette iki
kez sonike edildi. Homojenizasyon ve sonikasyon islemleri yaklasik olarak 4 °C de soguk
ortamda yapildi. Sonikasyon isleminden sonra lipid peroksidasyonu tayini i¢in hazirlanmis
homojenatlar 2000 rpm’de 5 dakika, diger tayinler ig¢in ise sogutmali eppendorf santrifiijii
ile 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Calismalar siipernatantlardan alinan o6rneklerle

yapildi.
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3.3. YONTEMLER

3.3.1. INOS enzim aktivitesi tayini

Plazma ve homojenat iNOS enzim aktivitesinin belirlenmesinde iNOS ELISA test Kiti
(R&D Systems, Quantikine®) kullanildi. Kullanilan ELISA testi sandvi¢ prensibine dayali

solid faz enzim bagli immunosorbent Glglim yontemidir.

Prensip

Kuyucuklar iNOS igin spesifik monoklonal antikorlar ile kapli haldedir. Ornek ve
standartlar bu kuyucuklara pipetlenir ve o6rneklerdeki INOS’lar hareketsiz antikorlara
baglanir. Yikama yapilarak bagli olmayan materyal uzaklastirilir. Ardindan iNOS igin
spesifik enzim bagli monoklonal antikor (iNOS konjugati) kuyucuklara eklenir. Yikama
yapilarak bagli olmayan enzim-antikor belirteci uzaklastirilir. Kuyucuklara substrat ¢ozeltisi
eklenir; ilk adimda baglanan INOS enzim aktivitesi ile orantili olarak renk geligir. Renk

olusumu stabilize edilir ve yogunlugu 6l¢iiliir.

Kullanilan Cozeltiler

*

iINOS konjugati

Seyreltici RD1-34

Kalibrator seyreltici RD5-10

Liyofilize INOS standarti; 2 ml kalibrator seyreltici RD5-10 eklenerek sulandirildi.

*

*

)(.

*

Hiicre eritici tampon

*

Yikama tamponu 25 kat seyreltildi.

*

Renk belirteci A; hidrojen peroksit icermektedir.
* Renk belirteci B; kromojen tetrametilbenzidin igermektedir.
Renk belirteci A ve B esit hacimlerde birbirine karistirilarak substrat ¢6zeltisi elde edildi.

* Durdurma ¢ozeltisi; 2 N siilflirik asit icermektedir.

iNOS Standartlarinin Hazirlanmasi
Stok ¢ozeltisi konsantrasyonu 80 U/ml idi.
I. Tip 1 de 80 U/ml standart yiiksek standart olarak gorev aldu.
Il. 2. tiipten 8. tiip dahil 300 pl kalibrator seyreltici konuldu,
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[11. 300 pl 1. tiipten alinip 2. tiipe kondu ve karistirildi,
V. 300ul 2. tiipten alinip 3. tiipe kondu ve karistirildi,
V. 3. tiipten 7. tlipe kadar ayni1 transfer islemi tekrarlandi.

V1. 8. tiipe 300 ul kalibrator seyreltici konuldu. Bu tiip 0 U/ml lik standarttir.

Tiip no 1 2 3 4 5 6 7 8

Konsantrasyon U/ml iNOS 80 40 20 10 5 25 125 |0

Uygulama

Ornekler ve kitler kullanmadan énce oda sicakligma getirildi. Doku homojenatlar1 hiicre
eritici tampon ile on isleme tabi tutuldu. 1:2 oraninda kalibratoér seyreltici RD5-10 ile

seyreltildi.

Her bir kuyucuga seyreltici RD1-34” ten 100 ul eklendi. Her bir standarttan ve
numuneden kuyucuklara 100’er ul kondu. Mikroplate galkalayici iizerinde, oda sicakliginda 2
saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra her kuyucuk 400 pl seyreltik ytkama tamponu ile
dort kez yikandr ve en son kalan yikama tamponu uzaklastirildi. Her kuyucuga 200 ul iNOS
konjugati konuldu ve tekrar mikroplate galkalayici tizerinde, oda sicakliginda 2 saat inkiibe
edildi. Yikama islemi daha onceki gibi tekrarlandi. Her kuyucuga 200 pl substrat ¢ozeltisi
eklendi. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
kuyucuklara 50’ser ul durdurma ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon durduruldu ve yarim saat i¢inde

450 nm de absorbans 6l¢iildii. Sonuclar standart egri grafiine gére degerlendirildi.

1,4
=

1,2

0,8

0,6 )/
0,4 /
0,2

o #*5

0] 20 40 60 80 100

Absorbans

Konsantrasyon (U/ml)

Sekil 3.1: iNOS standart egrisi
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3.3.2. Nitrotirozin (NT) miktar tayini

Plazma ve homojenat nitrotirozin diizeylerinin belirlenmesinde Nitrotirozin ELISA test
kiti (Hycult Hbt) kullanildi. Kullanilan ELISA testi sandvi¢ prensibine dayali solid faz enzim

bagli immunosorbent bir 6l¢timdiir.

Prensip

Ornek ve standartlar nitrotirozini taniyan antikor kapli kuyucuklarda inkiibe edilir. Bu
inkiibasyon sirasinda nitrotirozin solid faza bagli antikorlar tarafindan yakalanir. Ornekteki
bagli olmayan materyal yikama ile uzaklastirilir. Biotinlenmis ikinci antikor (tracer)
kuyucuklara eklenir. Isaretli antikorlar yakalanmus nitrotirozine baglanir. Isaretin fazlasi
yikama ile uzaklastirilir. Streptavidin-peroksidaz konjugatt kuyucuklara uygulanir. Bu
konjugat, spesifik olarak yakalanmig nitrotirozin iizerine bagli biotinle isaretli antikor ile
reaksiyona girer. Fazla streptavidin-peroksidaz konjugati yikama ile uzaklastirilir ve substrat,
tetrametil benzidin (TMB), kuyucuklara eklenir. Ornekteki mevcut nitrotirozin miktar1 ile
orantili olarak renk olusur. Reaksiyon sitrik asit ile durdurulur ve 450 nm de absorbans
Olgiilir. Standart konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri belirlenerek standart egrisi
cizilir. Nitrotirozin konsantrasyonu bilinmeyen Ornekler, standart gibi ¢alisilir ve sonuglar

standart egrisinden hesaplanir.

Kullanilan Cozeltiler

* Yikama tamponu; Tween 20 igermektedir. 40 kat seyreltildi.

* Konsantre seyreltme tamponu; fosfat tamponu igermektedir. 10 kat seyreltildi.

*

Liyofilize nitrotirozin (7.8 uM) standard1

*

Liyofilize tracer

*

Liyofilize streptavidin peroksidaz konjugati

Standart, tracer ve streptavidin peroksidaz konjugati 1 ml distile su ile sulandirildi. Daha
sonra tracer’a 11 ml seyreltme tamponu, streptavidin peroksidaz konjugata da 23 ml seyreltme
tamponu eklenerek hazirlandi.

* TMB substrati

* Durdurma ¢ozrltisi; 2 M sitrik asit igermektedir.
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Nitrotirozin Standartlarinin Hazirlanmasi

Stok ¢6zeltisi konsantrasyonu 7.8 uM’du.
l. Tip 1’e 525 pl seyreltme tamponu kondu,
Il. 2. tiipten itibaren 7. tiip dahil 250 pl seyreltme tamponu konuldu,
[1l.  Tip 1’e 125 pl hazirlanan stok standarttan ilave edildi,
V. 125 ul 1. tiipten alinip 2. tiipe kondu ve karistirilds,
V. 2. tiipten 7. tlipe kadar ayni transfer islemi tekrarlandi.

VI. 8. tlipe 500 pl seyreltme tamponu ilave edildi. Bu tiip 0 nM’ lik standarttir.

Tiip no 1 2 3 4 5 6 7 8
Konsantrasyon nM NT 1500 | 500 | 167.7 556 [185 |[6.2 |21 |O
Uygulama

Ornekler ve kitler kullanmadan &nce oda sicakligma getirildi. Plazma ornekleri 10 Kat,

homojenatlar 20 kat seyreltme tamponu ile seyreltildi.

Onceden belirlenmis kuyucuklara her bir standarttan ve numuneden 100’er pl kondu.
Mikroplate yapiskan bir tabaka kapatilarak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra her kuyucuk 200 pl seyreltik ytkama tamponu ile dort kez yikand: ve en
son kalan yikama tamponu uzaklastirildi. Her kuyucuga 100 pl seyreltik tracer konuldu ve
tekrar oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Yikama islemi daha onceki gibi tekrarlandi. Her
kuyucuga 100 pl seyreltik streptavidin-peroksidaz konjugati eklendi ve tekrar oda
sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. Yikama iglemi daha 6nceki gibi tekrarlandi. TMB
substrat ¢ozeltisinden her kuyucuga 100 pl kondu ve oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kuyucuklara 100’er pl durdurma ¢ozeltisi eklenerek
reaksiyon durduruldu ve 450 nm de absorbans 6l¢iildii. Sonuglar standart egri grafigine gore

degerlendirildi.
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Sekil 3.2: Nitrotirozin standart egrisi

3.3.3. Miyeloperoksidaz (MPO) miktar tayini

Plazma ve homojenat miyeloperoksidaz diizeylerinin belirlenmesinde Miyeloperoksidaz
ELISA test kiti (Hycult Hbt) kullanildi. Kullanilan ELISA testi sandvi¢ prensibine dayali

solid faz enzim bagli immunosorbent bir dl¢iimdiir.

Prensip

Ornek ve standartlar miyeloperoksidazi taniyan antikor kapli kuyucuklarda inkiibe
edilir. Bu inkiibasyon sirasinda miyeloperoksidaz solid faza bagli antikorlar tarafindan
yakalanir. Ornekteki bagli olmayan materyal yikama ile uzaklastirilir. Biotinlenmis ikinci
antikor (tracer) kuyucuklara eklenir. Isaretli antikorlar yakalanmis miyeloperoksidaza
baglanir. Isaretin fazlasi yikama ile uzaklastirilir. Streptavidin-peroksidaz konjugati
kuyucuklara uygulanir. Bu konjugat, spesifik olarak yakalanmis miyeloperoksidaz iizerine
bagli biotinle isaretli antikor ile reaksiyona girer. Fazla streptavidin-peroksidaz konjugati
yikama ile uzaklastirilir ve substrat, tetrametil benzidin (TMB), kuyucuklara eklenir.
Ornekteki mevcut miyeloperoksidaz miktar1 ile orantili olarak renk olusur. Reaksiyon sitrik
asit (durdurma ¢ozeltisi) ile durdurulur ve 450 nm de absorbans oOlgiiliir. Standart
konsantrasyonlarina karst absorbans degerleri belirlenerek standart egrisi ¢izilir.
Miyeloperoksidaz konsantrasyonu bilinmeyen ornekler, standart gibi ¢alisilir ve sonuglar

standart egrisinden hesaplanir.
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Kullanilan Cozeltiler

* Yikama tamponu; tween 20 igeren tris tamponlu serum fizyolojik icermektedir. 20 kat
seyreltildi.

* Seyreltme tamponu A; tween 20 i¢eren asetat tamponu igermektedir. 5 kat seyreltildi.

* Seyreltme tamponu B; serum fizyolojik igermektedir. 5 kat seyreltildi.

Seyreltme tamponu A ve B 1:1 oraninda karistirilarak seyreltme tamponu elde edildi.

* Liyofilize miyeloperoksidaz (1.8 ug/ml) standardi

* Liyofilize tracer

* Liyofilize streptavidin peroksidaz konjugati

Standart 0,5 ml, tracer ve streptavidin peroksidaz konjugati 1 ml distile su ile seyreltildi.
Daha sonra tracer’a 11 ml seyreltme tamponu, streptavidin peroksidaz konjugata da 23 ml
seyreltme tamponu eklenerek hazirlandi.

* TMB substrati

Durdurma ¢ozeltisi 2 M sitrik asit icermektedir.

Miyeloperoksidaz Standart Serilerinin Hazirlanmasi

Stok ¢ozeltisinin konsantrasyonu 1.8 pg/ml idi.
l. Tiip 1’e 930 pl seyreltme tamponu kondu,
1. 2. tiipten 7. tlip dahil 225ul seyreltme tamponu konuldu,
1. Tiip 1’e 150 pl hazirlanan stok standarttan ilave edildi,
V. 150ul 1. tiipten aliip 2. tiipe kondu ve karistirildi,
V. 150 pl 2. tiipten alinip 7. tiipe kadar ayni transfer islemi tekrarlandi.
VI. 8. tiipe 500 pl seyreltme tamponu ilave edildi. Bu tiip 0 uM lik standarttir.

Tiip no 1 2 3 4 5 6 7 8
Konsantrasyon ng/ml MPO 250 | 100 |40 16 6,4 |26 10 |0

Uygulama

Ornekler ve kitler kullanmadan &nce oda sicakligina getirildi. Plazma drnekleri 4 kat,

homojenatlar 8 kat seyreltme ile seyreltildi.
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Onceden belirlenmis kuyucuklara her bir standarttan ve numuneden 100’er ul kondu.
ELISA tablas1 yapiskan bir tabakayla kapatilarak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra her kuyucuk 200 ul seyreltik yitkama tamponu ile dort kere yikandi. Her
kuyucuga 100 pl seyreltik tracer konuldu ve tekrar oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
Yikama islemi daha Onceki tekrarlandi. Her kuyucuga 100 pl seyreltik streptavidin-
peroksidaz bilesigi eklendi ve tekrar oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. Yikama
islemi daha onceki gibi tekrarlandi. Konjugat ile inkiibasyon periyodu bitmeden hemen 6nce
hazirlanan TMB substrat ¢ozeltisinden her kuyucuga 100 pl kondu ve oda sicakliginda ve
karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra kuyucuklara 100’er ul durdurma
cozeltisi eklenerek reaksiyon durduruldu ve 450 nm de absorbans 6l¢iildii. Sonuglar standart

egri grafigine gore degerlendirildi.

1,6
1,4 /
1,2

1 /
0,8 /
0,6 L

Absorbans

0,4 *
0,2
. r_'4.?_/—/“./
1 10 100 1000

Konsantrasyon {ng/ml)

Sekil 3.3: MPO standart egrisi

3.3.4. Total nitrit + nitrat tayini

Plazma ve homojenat total nitrit-nitrat diizeylerinin &lgiilmesinde Griess reaksiyon

prensibine dayali ‘Roche Nitrit +Nitrat , kolorimetrik metod’ kiti kullanildi (75).
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Prensip

NO kisa yar1 Oomrii ve kararsiz yapisindan dolay1 biyolojik sistemlerde oksijenle
reaksiyona girerek hizlica nitrit (NO;") ve nitrata (NO3 ) okside olur. Bu nedenle NO
diizeyleri, kararli son fiiriinleri olan nitrit ve nitrat diizeylerinin 6l¢timii ile dolayli olarak
yapilir. Nitrat, nitrat rediiktaz isimli enzim tarafindan indirgenmis nikotin amid dintikleotid

(NADPH) varliginda nitrite indirgenir.

Nitrat rediiktaz
Nitrat + NADPH + H* > Nitrit + NADP" + H,0

Olusan nitrit, siilfanilamid ve N-(1-naftil)-etilen-diamin dihidrokloriir ile reaksiyona

girerek kirmizi mor renkli diazo bilesigini olusturur.

Nitrit + stilfanilamid + N-(1-naftil)-etilendiamin ———— Diazo bilesigi

Diazo bilesiginin 540 nm dalga boyunda absorbansi dlgiilerek, toplam nitrit ve nitrat

Olgiilmiis olur.

Kullanilan Cozeltiler

Reaksiyon karisimi [: Bir NADPH tableti 3 ml fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlandi.

Reaksiyon karisimi II: 4U liyofilize nitrat rediiktaz enzimi 0.7 ml distile su ile ¢oziilerek

hazirlandi.

Renk reaktifi I: Stlfanilamid.

Renk reaktifi 1: N-(1-naftil)-etilendiamin dihidrokloriir

Nitrat standardi: 100 pumol/l nitrat igeren stok standardindan 4, 8, 16, 24, 40 pmol/l

konsantrasyonlarinda nitrat standart ¢ozeltileri hazirlandi.
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Uygulama

Kor Ornek
Ornek - 500
Fosfat tamponu (ul) 500 -
Reaksiyon karismi | (ul) 250 250
Reaksiyon karisimi II (ul) 20 20
Karigtirilip 15-25 °C’de 30 dakika inkiibe edildi, A; absorbansi okundu.
Renk reaktifi | 250 250
Renk reaktifi 11 250 250

Karistirtlip 15-25 °C’de ve karanlikta 10-15 dakika inkiibe edildi, A, absorbansi okundu.

Hesaplama: AAnitit+nitrat = (A2 — Ar)Nitrit+Nitrat — (A2 — A1)Kor Nitrit+ Nitrat

Hesaplamalar standart egri kullanilarak absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar

bulunarak yapildu.

0,35 -

0,25 /
0,2
; B
0,15 -~
0,1 //
0,05 " il

Absorbans

0 10 20 30 40

Konsantrasyon (umol/l)

Sekil 3.4: Nitrat standart egrisi
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3.3.5. Tiyobarbitiirik asitle reaksiyonlasan maddeler (TBARS)’ in tayini

Prensip

Tiyobarbitiirik asitle reaksiyonlasan maddelerin bir molekiilii ile iki molekiil
tiyobarbitiirik asidin kondansasyonu sonucunda olusan renkli kompleksin 535 nm dalga
boyundaki absorbansinin spektrofotometrik olarak tayin edilmesi esasina dayanir (Buege

yontemi) (76). TBARS diizeyleri doku ve plazma orneklerinde tayin edildi.

Kullanilan Cozeltiler
- % 30 triklorasetik asit (TCA)
- % 0.375 tiyobarbiitirik asit (TBA)
- 0.5 N Hidroklorik asit (HCI)

Uygulama
Kor Ornek Plazma Ornek homojenat
Ornek (ml) - 0.250 0.200
%30 TCA (ml) 1 1 1
% 0.375 TBA (ml) 1.5 1.5 15
0.5 N HCL (ml) 0.200 0.200 0,200

Orneklerin pipetlenmesi isleminden sonra kapaklar1 kapatilan tiipler 15 dakika kaynar
su banyosunda tutuldu. Daha sonra sogutulan tiipler 5 dakika 4000 g’de santrifiij edilip,

slipernatantin absorbansi 535 nm’de kore kars1 okundu.

Hesaplama
TBARS i¢in molar ekstinksiyon katsayisi; € = 1.56x10°M 'em ' kullanilarak hesap yapildi.

Toplam Hacim* Adrnek* 10°

TBARS (nmol/ml) =

Ornek Hacmi*1,56*10°
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3.3.6. Siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi tayini
Prensip

Doku ve eritrosit SOD aktivitesi Sun’in modifiye yontemine dayanarak 6l¢iildi (77).
Yontemin esasi ksantin / ksantin oksidaz sistemiyle olusturulan siiperoksit anyonlarinin
nitroblue tetrazoliumu indirgemesinin SOD tarafindan inhibisyonuna dayanir. 1 Unite SOD
aktivitesi nitroblue tetrazoliumun (NBT) indirgenmesini %50 inhibe eden protein

konsantrasyonu olarak ifade edilir. SOD aktivitesi doku ve eritrosit 6rneklerinde tayin edildi.

NBT Formazan ( kirmizi )
Ksantin w
oksidaz

Ksantin + H,0 + O, > Urikasit + 20y + 2H'

SOD

H,O, + O;

Kullanilan Cozeltiler
* Ksantin oksidaz ¢ozeltisi (0.2 U/ml)
* Bakir kloriir (8 mM )
* Kloroform/etanol (3:5, v/v)
* Ksantin ¢ozeltisi (0.3 mM )
* Na,EDTA ¢ozeltisi (0.6 mM )
* Nitroblue tetrazolium ¢ozeltisi ( 150 uM )
* Sodyum karbonat ¢ozeltisi (0.6 mM )
* Albumin ¢ozeltisi (% 100 mg )

Reaksiyvon karisimi

40 ml ksantin ¢ozeltisi, 20 ml Na;EDTA ¢zeltisi , 20 ml nitroblue tetrazolium ¢ozeltisi,

12 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi , 6 ml albumin ¢ozeltisi karistirilarak ¢ozeltinin pH’s1

10.2’ye ayarlanir.
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Uygulama

Eritrositler icin On islem;

Yikanmis eritrosit 50 pl
Soguk distile su ~ 450ul
Kloroform-etanol 400 pl
Vortekslenir, 15.000 rpm de 15 dakika santrifiij edilir, iist faz analiz i¢in kullanilir.

Kor Ornek
Reaksiyon karismma (ml ) 2.850 2.850
Distile su (ml) 0.05 -
Ornek (ml) - 0.05
Ksantin oksidaz (ml) 0.05 0.05
Karistirilip 25 C’de 20 dk inkiibe edilir.
Bakar kloriir 0.05 0.05

Kor ve ornekler tiiplerinde olusan formazanin optik dansitesi 560 nm dalga boyunda

oOlctildii.

Hesaplama

( Akér_ A 6rnek)
% inhibisyon = x 100
Akt')r

Bu reaksiyon karisiminda %350 inhibisyon = 1 U enzim aktivitesine karsilik gelir.
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3.3.10. Hemoglobin tayini
Prensip

Hemoglobin potasyum ferrisiyaniir ile methemoglobine doniisiir. Methemoglobin
potasyum siyaniir ile siyanmethemoglobine doniisiir. Olusan renkli bilesigin absorbansi1 546

nm de spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir (78).

Kullanilan ¢ozelti

Drabkin ayiract; Ks[Fe(CN)g] 0.2 g, KCN 0.5 g NayCOs 1 g tartilir ve distile suyla 1 litreye

tamamlanir.

Uygulama

5 ml Drabkin ¢6zeltisi iizerine 20 ul kan 6rnegi eklenip iyice karistirildi. 5 dakika sonra

absorbanslar 546 nm de Drabkin ayiracina karsi okundu.

Hesaplama

Hemoglobin konsantrasyonu (g/dl) = Absorbans x 36.77

3.3.8. Protein tayini
Prensip

Beyin dokusu protein diizeylerinin belirlenmesinde Folin Lowry yontemi kullanildi(79).
Bu yontemin prensibi; alkali kosullarda bakir (Il) iyonlarmin proteinlerin peptid
baglariyla kompleks olusturup (Biiiret reaksiyonu). daha sonra ortama eklenen Folin-
Ciocalteau ayiracinin bakir peptid bagi, proteinlerde bulunan tirozin ve triptofan ile
indirgenerek siddetli mavi-yesil renk vermesi esasina dayanir. Reaksiyon sonucu olusan mavi

renkli iiriiniin absorbans1 750 nm’de sperktrofotometrik olarak dl¢iiliir.
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Kullanilan Cozeltiler

e Bakur siilfat (% 0,1)

e Alkali tartarat stok ¢ozeltisi (1 litre 0.1 N NaOH i¢inde 20,1 g sodyum karbonat, 0.5 g
sodyum tartarat)

e Alkali tartarat calisma ¢ozeltisi (9 birim alkali tartarat stok ¢ozeltisi, 1 birim bakir
stilfat ¢ozeltisiyle seyreltilerek olusturulur.)

e Folin-Ciocalteau reaktifi ( 1:1 distile su ile seyreltilerek olusturulur.)

Uygulama
Ornek (ml) Standart(ml) Kor (ml)

Doku 0.01 -
Standart - 0.05

Distile su - - 0.01

Alkali tartarat calisma 2.5 2.5 2.5

cozeltisi
Oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilir.

Folin ayiraci 0.25 0.25 0.25

Iyice karistirilip oda sicakliginda 30 dk inkiibe edilir. 750 nm dalga boyunda kére karsi

standart ve ornek tiiplerinin absorbanslar1 okunur.

Hesaplama
A ornek

% mg protein = x 100 x diliisyon faktorii

Astandart
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3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizlerde Unistad 5.1 programi kullanildi. Tanimlayic1 degerler ort=SD
olarak verildi. Gruplarin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi ve Kruskal Wallis testi
kullanildi. Kruskal Wallis testi; nk denek iceren k adet grubun karsilastirilmasinda kullanilir.
Her gruptaki denek sayilari 5 veya fazla ise k-1 serbestlik derecesine uygun bir x* dagilim séz

konusudur. Test ol¢iitii;

12 TG?
: :K(N + DN 210G }3('\] +1)}

N: Calisma toplam denek sayisini
nG: Bir gruptaki denek sayisini
TG: Bir gruptaki sira sayilari toplamini belirtir.

Gruplarin ikili karsilastirmalarinda Bonferroni, Tamhane ve Dunn testi kullanildi.

p<0.05 anlamli, p<0.01 ileri derecede anlamli, p<0.001 ¢ok ileri derecede anlamli olarak

kabul edildi.
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4. BULGULAR
Cuprizon uygulamasi ile deneysel MS modelinin olusup olugsmadigin1 anlamak icin
alinan beyin dokusu koronal kesitleri LFB ile boyanmistir. Kontrol grubunda miyelinizasyon
tam olarak goézlenirken, cuprizon uygulanan MS grubunda beyaz cevherde LFB ile erken
miyelin kaybin1 destekler boyanma elde edilmistir. Miyelin kaybini1 gésteren LFB alanlarinda
histiyosit infiltrasyonu gozlenmistir. MS+L ve MS+EA gruplarinda ise kontrol grubuna

benzer boyanma goriilmiistiir.

R 5 (T :
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o v ’ . .
1 > ' N 4 . 'Y q N ~ i
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. % o ¥ ) AR e L J\ ?;
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Deneysel MS beyaz cevherde fokal demiyelinizasyon,

bu alanda makrofaj infiltrasyonu. X200. LFB
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Tablo 4.1: Deney gruplarmin beyin dokusu TBARS diizeyleri (nmol/mg protein)

Kontrol MS MS+EA | MS+L
n=9 n=8 n=8 n=6
1.32 1.85 1.07 1.08
0.63 1.74 1.06 0.83
0.92 2.15 1.32 1.22
0.45 1.37 1.30 1.39
0.38 2.07 1.47 0.99
0.92 1.75 1.39 1.37
1.14 1.41 1.14
1.17 1.84 1.43
1.12

Ort+sd | 0.89+0.33 | 1.77+0.27 | 1.27+0.16 | 1.15+022

N
o
]

=
a1
1

TBARS
(nmol/mg)
|_\
e

©
a1
1

©
o

Sekil 4.1: Gruplara ait beyin dokusu TBARS diizeylerinin karsilastirilmasi. “p<0.05,
"7p<0.001; Kontrol grubu, **p<0.01, ***p<0.001; MS grubuna gére anlamlilik degeri.

Gruplarin ikili karsilagtirilmasinda;

Kontrol ve MS gruplar1 arasinda (p<0.001)

Kontrol ve MS+EA gruplari arasinda (p<0.05)

MS ve MS+L gruplari arasinda (p<0.001)

MS ve MS+EA gruplar arasinda (p<0.01) istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulundu.
Gruplarmn diger ikili karsilastirilmalarinda anlamli derecede fark bulunmad: (p>0.05) (Tablo
4.1, Sekil 4.1.).
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Tablo 4.2: Deney gruplarinin plazma TBARS diizeyleri (nmol/ml)

Kontrol MS MS+EA | MS+L
n=9 n=8 n=7 n=6
6.91 9.74 14.27 5.27
8.94 10.03 10.41 6.24
9.44 10.48 7.95 5.57
7.88 9.22 8.70 10.44
9.29 7.80 12.34 11.71
6.09 7.51 9.14 9.00
9.14 11.07 8.40
8.55 9.29
8.70

orttsd | 8.33+1.15 | 9.39+1.23 | 10.17+£2.34 | 8.04+2.72

154

[
o
1

TBARS
(nmol/ml)

o1
1

Sekil 4.2: Gruplara ait plazma TBARS diizeylerinin karsilastirilmasi.

Plazma TBARS diizeyleri gruplar arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
derecede fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4.2, Sekil 4.2.).
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Tablo 4.3: Deney gruplarinin beyin dokusu SOD aktiviteleri (U/mg protein )

Kontrol MS MS+EA | MS+L
n=9 n==8 n=8 n=6
3.18 3.68 4.68 4.98
2.47 3.43 4.68 4.18
2.83 3.65 3.94 5.12
2.72 4.01 5.61 4.64
3.25 3.05 3.26 4.37
2.87 3.83 3.13 5.51
3.72 3.09 3.88
3.73 3.14 3.49
3.28
orttsd | 3.11+0.43 | 3.49+0.36 | 4.08+0.84 | 4.80+0.49
6 ++
*k*k
2
Q
3 >
0 T
@&\O\ va

Sekil 4.3: Gruplara ait beyin dokusu SOD aktivitelerinin karsilastirilmasi. ~ p<0.001;
Kontrol grubu, *"p<0.01; MS grubuna gore anlamlilik degeri.

Gruplarin ikili karsilagtirilmasinda;

Kontrol ve MS+L gruplari arasinda (p<0.001)

MS ve MS+L gruplari arasinda (p<0.01) istatistiksel olarak anlaml1 derecede fark bulundu.
Gruplarin diger ikili karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunmadi

(p>0.05) (Tablo 4.3, Sekil 4.3.).
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Tablo 4.4: Gruplarin eritrosit SOD aktiviteleri (U/g Hb)

Kontrol MS MS + EA MS + L
n=9 n=8 n=8 n=6
2207 2031 3178 1701
1005 2539 3564 1974
1139 2430 2706 1163
1142 2496 2745 1908
1385 3005 5103 1112
1458 1948 4708 1770
1431 2456 3706
2294 2358 3248
2233

ort+sd | 1588+514 2408+325 3620+872 1605+375

50001 +
*kk
I
o 3000+ *x
3 +
8 2000+ _—
0p)
10004
0 T T T
AN
& < <V
& ©

Sekil 4.4: Gruplara ait eritrosit SOD aktivitelerinin karsilagtiriimasi. **p<0.01, ***p<0.001;
Kontrol grubu, “p<0.05; MS grubuna gore, ~ p<0.001 MS+L grubuna gore anlamlilik degeri.

Gruplarin ikili karsilastirilmasinda;

Kontrol ve MS gruplar1 arasinda (p<0.01),

Kontrol ve MS+EA gruplart arasinda (p<0.001),

MS+EA ve MS+L gruplari arasinda (p<0.001),

MS ve MS+EA gruplari arasinda (p<0.05),

MS ve MS+L gruplari arasinda (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulundu.
Gruplarin diger ikili karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunmadi
(p>0.05) (Tablo 4.4, Sekil 4.4.).
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Tablo 4.5: Deney gruplarimin beyin dokusu iNOS aktivitesi (U/g yas doku)

Kontrol MS MS+EA | MS+L
n=9 n=38 n=8 n=6
9.93 9.82 7.46 7.46
8.88 7.82 7.82 6.75
10.66 7.82 7.82 5.33
8.88 5.86 7.46 8.17
8.88 6.04 7.46 8.17
7.46 7.82 8.17 6.75
8.17 9.02 7.82
10.66 7.82 8.53
9.24

ortxsd | 9.20+1.07 | 7.75+1.33 | 7.82+0.38 | 7.11+1.07

[EEN
g

[EEN
o
1
*

**

iNOS (U/g yas doku)
(6]

Sekil 4.5: Gruplara ait beyin dokusu iNOS aktivitelerinin karsilastirilmasi *p<0.05,

**p<0.01; kontrol grubuna goére anlamlilik degeri.

Gruplarin ikili kargilagtirilmasinda;

Kontrol ve MS gruplari arasinda (p<0.05)

Kontrol ve MS+L gruplari arasinda (p<0.01) istatistiksel olarak anlamli derecede
fark bulundu.

Gruplarm diger ikili karsilastirilmalarinda anlamli derecede fark bulunmadi (p>0.05).
(Tablo 4.5, Sekil 4.5.).
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Tablo 4.6: Deney gruplarinin plazma iNOS aktiviteleri (U/ml)

Kontrol MS MS+EA | MS+L
n=9 n==8 n=7 n=6
0.89 0.94 0.96 1.03
0.92 1.21 1.08 0.94
0.96 0.92 0.92 0.96
0.92 0.98 1.00 1.01
0.98 0.94 0.98 0.94
1.03 0.96 0.98 1.03
0.96 1.00 1.14
1.08 1.00
1.03

ort+sd | 0.98+0.06 | 0.99+0.09 | 1.01+0.07 | 0.99+0.04

iNOS (U/ml)

o
ol
1

0.0 T

Sekil 4.6. Gruplara ait plazma iNOS aktivitelerinin karsilastirilmasi.

Plazma iNOS diizeyleri gruplar arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak

derecede fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4.6, Sekil 4.6. ).
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Tablo 4.7: Deney gruplarmim beyin dokusu total nitrit+nitrat diizeyleri (umol/g protein)

Kontrol MS MS + EA MS + L
n=9 n=8 n=8 n=6
16.48 25.33 52.52 39.31
15.63 45.55 26.83 16.19
19.44 29.62 27.14 34.89
18.11 29.96 51.98 44.70
20.00 25.64 27.91 41.67
29.53 29.19 26.77 46.95
24.59 42 .54 45.86
11.02 28.25 45.17
11.23

orttsd | 18.45+5.94 | 32.01+7.66 | 38.02+11.89 | 37.29+11.15
501 ok *
S 40- * T T
g
= 304
[V}
% 204 ==
+
o
Z 10'
0 T
(\‘*0\ 9’(\/
«© )

Sekil 4.7: Gruplara ait beyin dokusu total nitrit+nitrat diizeylerinin karsilastirilmasi. “p<0.05,

“p<0.01; Kontrol grubuna gore anlamlilik degeri.

Gruplarin ikili karsilagtirilmasinda;

Kontrol ve MS gruplar arasinda (p<0.05),

Kontrol ve MS+EA gruplart arasinda (p<0.01),

Kontrol ve MS+L gruplar1 arasinda (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli derecede fark
bulundu. Gruplarin diger ikili karsilastirilmalarinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark
bulunmadi (Tablo 4.7, Sekil 4.7.).
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Tablo 4.8: Deney gruplarinin plazma total nitrit+nitrat diizeyleri (umol/ml)

Kontrol MS MS+EA| MS+L
n=9 n=5 n=7 n=6
0.16 0.11 0.15 0.12
0.12 0.09 0.11 0.16
0.13 0.09 0.17 0.13
0.11 0.13 0.12 0.12
0.12 0.09 0.13 0.14
0.12 0.14 0.15
0.17 0.11
0.12
0.15

ortxsd | 0.13+£0.02 | 0.10+0.01 | 0.13+0.00 | 0.14+0.01

0.20+

0.10+

NO3 + NO, (umol/ml)

Sekil 4.8: Gruplara ait plazma total nitrit+nitrat diizeylerinin karsilastirilmasi

Plazma total (nitrit+nitrat) diizeyleri gruplar arasinda karsilastirildiginda isatatistiksel olarak
anlaml1 derecede fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4.8, Sekil 4.8.)
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Tablo 4.9: Deney gruplarinin beyin dokusu nitrotirozin diizeyleri (nmol/g protein)

Kontrol MS MS+EA | MS+L
n=9 n==8 n=8 n=6
11.37 6.21 6.43 6.21
13.311 5.12 4.93 6.58
11.363 7.41 4.36 10.24
6.73 4.348 8.20 6.62
6.377 3.99 3.34 7.57
6.54 4.78 4.08 11.18
14.09 5.60 5.04
4.68 4.55 4.55
13.97
orttsd | 9.82+3.72 | 5.25+1.12 | 5.12+1.53 | 8.07+2.11
154
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Sekil 4.9: Gruplara ait beyin dokusu NT diizeylerinin karsilastirilmasi. “p<0.05; Kontrol

grubuna gore anlamlilik degeri.

Gruplarin ikili karsilagtirilmasinda;
Kontrol ve MS gruplar1 arasinda (p<0.05)
Kontrol ve MS+EA gruplar1 arasinda (p<0.05)

oldugu bulundu.

Gruplarin diger ikili karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunmadi

(p>0.05) (Tablo 4.9, Sekil 4.9.).
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Tablo 4.10: Deney gruplarinin plazma nitrotirozin diizeyleri (nmol/I)

Kontrol MS MS+EA | MS+L

n=9 n==8 n=7 n=6
18 15 24 20
14 13 22 14
16 19 26 25
13 13 16 18
18 14 14 20
12 13 17 19
15 13 18
18 13
19

orttsd | 15.82+2.47 | 14.1242.1 | 19.57+4.46 | 19.3+3.61
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Sekil 4.10: Gruplara ait plazma NT diizeylerinin karsilastiriimasi

Plazma NT diizeyleri gruplar arasinda karsilastirildiginda anlamli derecede fark bulunmadi
(p>0.05) (Tablo 4.10, Sekil 4.10.).
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Tablo 4.11: Deney gruplarinin beyin dokusu MPO miktar1 (ng/mg protein)

Kontrol MS MS + EA MS + L
n=9 n=8 n=8 n=6
15.87 38.98 51.51 30.99
14.37 17.65 24.49 18.96
12.05 23.42 42.40 25.29
14.20 28.57 39.94 29.81
16.40 26.94 29.70 30.23
15.13 19.13 28.38 32.44

22.62 28.62 53.09
17.57 25.77 46.93
21.88
orttsd | 16.68+3.51 | 26.14+6.61 | 39.56+10.94 | 27.95+5.01

50+ *k

*%*

Sekil 4.11: Gruplara ait beyin dokusu MPO miktarlarinin karsilastiriimasi. "p<0.05,

MPO (ng/mg)

“p<0.01; Kontrol grubuna gére anlamlilik degeri.

Gruplarin ikili kargilagtirilmasinda;

Kontrol ve MS gruplari arasinda (p<0.05),

Kontrol ve MS+EA gruplari arasinda (p<0.01)

Kontrol ve MS+L gruplari arasinda  (p<0.01) istatistiksel olarak anlamli derecede fark
oldugu bulunmustur.

Gruplarin diger ikili karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunmadi
(p>0.05) (Tablo 4.11, Sekil 4.11.).
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Tablo 4.12: Deney gruplarinin plazma MPO miktarlart (ng/ml)

Kontrol MS MS + EA MS+ L
n=9 n=8 n=7 n=6
560 292 270 264
400 294 256 228
356 300 252 220
368 284 324 380
336 254 336 300
532 370 340 250
490 366 360
444 332
400

orttsd | 431.77+79.86 | 311.504+40.87 | 305.42+44.73 | 273.66+59.36
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Sekil 4.12: Gruplara ait plazma MPO diizeylerinin karsilastiriimast. ~ p<0.01, ~ p<0.001;

Kontrol grubu grubuna gére anlamlilik degeri.

Gruplarin ikili kargilagtirilmasinda;

Kontrol ve MS gruplari arasinda (p<0.01)

Kontrol ve MS+EA gruplari arasinda (p<0.01)

Kontrol ve MS+L gruplariarasinda (p<0.001),

istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulundu.

Gruplarin diger ikili karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunmadi
(p>0.05) (Tablo 4.12, Sekil 4.12.).
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5.TARTISMA

MS, MSS’ nin beyin parankimine lenfosit ve makrofaj infiltrasyonunun oldugu,
demiyelinizasyonla karakterize kronik enflamatuvar hastaligidir (3). Ozellikle geng bireylerde
baslayarak en verimli olduklar1 donemde goriilmesi, onemli oziirliiliiklere ve is giicii kaybina
neden olmasi, yasam Kkalitesini etkilemesi bu hastalifi inceleme yoniindeki ilgiyi
arttirmaktadir. Hastaligin radikal metabolizmasi ile iliskisi yogun calisilmakta olup,ROS
hiicrede bir¢ok diizenleyici siirecte etkilidir. Serbest radikal iiretimi antioksidan kapasiteyi
astifinda, oksidatif stres s6z konusundur ve lipit, protein ve niikleik asit gibi
makromolekiillerin hasarina neden olur (10). Son yillarda ROS, oksidatif ve nitrozatif
stresin  MS lezyonlarinin olusumuna ve siirmesine katkisi oldugu anlasilmistir (80).
MS lezyonlarinda oksidatif hasarin bir¢ok belirteci gosterilmis, ek olarak MS hastalarinin
serumlarinda ve MS plaklarinda antioksidan diizeyleri azalmis olarak ol¢lilmiistiir (2,3). ROS
temizleyicileri, MS lezyon olusumunun ¢esitli diizeylerini etklileyebileceginden dolayz,

antioksidan uygulamasiin MS tedavisi i¢in faydali olmasi beklenmektedir (10).

Buradan yola ¢ikarak MS modelinde giincel antioksidanlar olan likopen ve EA’ nin

oksidatif ve nitrozatif stres tizerine olan etkilerini inceledik.

Calismamizda cuprizon ile MS modeli olusturulan si¢anlarin beyin dokularinda
histokimyasal olarak erken demiyelinizasyonun gozlenmesi modelin  basariyla
olusturuldugunu gostermistir. Ayn1 dokularin TBARS degerlerinin anlamli yiiksek bulunmasi
MS modeli ile beyin dokusunda lipooksidatif hasarin arttigi anlamli sekilde asikardir. Bu
modele antioksidan uygulamasi ile lipooksidatif hasarin azalmasi her iki antioksidan igin
anlamli bulunmustur. Antioksidanlarin etkinligi kendi aralarinda kiyaslandiginda fark
gozlenmese de kontrol ile kiyaslandiginda likopenin daha etkin bir antioksidan oldugu
gozlenmistir. Plazmada tayin edilen TBARS degerleri tim gruplar kiyaslandiginda anlaml
sonuclarin bulunamamasi cuprizonun daha ¢ok beyin dokusuna etkinliginin bir gostergesi
olarak  diisiiniilebilir. ~ Oksidatif stresle iliskili olarak doku SOD aktiviteleri
degerlendirildiginde MS modeli olusumu ile beyin dokusu SOD aktivitesi anlaml1 bir degisim
gostermese de MS modeli varliginda likopen uygulamasi doku SOD aktivitesini anlamli
arttirmistir.  Bu artis EA i¢in anlamli bulunamamigstir. Buna gore MS modelinde likopen

uygulamast doku TBARS azalmasi1 yaninda doku SOD aktivitesinin etkinligini arttirmada
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yararli goziikmektedir. Buna karsilik eritrosit SOD aktiviteleri karsilastirildiginda MS modeli
olusumu ile eritrosit SOD aktivitesi anlamli indiiklenirken , yalniz antioksidan olarak EA
uygulamasinda SOD aktivite artisi ileri derecede anlamli ve etkili bulunmus olmasi ilgingtir.
Zira likopen uygulamasi ile beyin dokusunda oldugu gibi eritrositlerde SOD aktivite artisinin
anlamli bulunmamis olmasi SOD etkinliini arttirmada likopen EA gibi etkili

goziikmemektedir.

Nitrozatif stres agisindan deney sonuglar1 degerlendirildiginde doku diizeyinde total
nitrit-nitratin artigi istatistiksel olarak tiim deney gruplarinda anlamli bulunmustur. Fakat doku
iINOS enzim aktivitesinin  artmis bulunmamasi NO olusumu artisinin  doku
demyelinizasyonundan da biiyiik oranda sorumlu olan deneysel olarak tayin edemedigimiz
nNOS’tan kaynaklandigmi diisiinmekteyiz. Benzer litaratiir ¢alismalart bu durumu
desteklemektedir (81). Buna karsilik makrofajlarda 6nemli reaksiyondan sorumlu MPO
miktarinin deney gruplarinda anlamli artmis bulunmasi kimyasal bir ajanla reaksiyonun
doku makrofajlarin1 uyarabilecegini gostermistir. Plazmada ise cuprizonun muhtemel bir

birikiminin olmadig: diistintildiigiinde boyle bir etkisi gézlenmemistir.

Doku hasarina neden olabilecek doku nitrotirozin diizeylerinin deney gruplarinda artmis
TBARS ve NO driinlerine ragmen anlamli diisiik bulunmasi ilgingtir. Nitrotirozin
diizeyindeki degisikliklerin peroksinitrit miktariyla korelasyon gosterdigi bilinmektedir (33).
Uyumsuz bir bulgu gibi goziikken bu durum mevcut literatiir bilgileri ile degerlendirildiginde
peroksinitrit dekompozisyonunu destekleyen bilgiler 1s18inda bu azalmayr agiklamak
miimkiindir. Her 1{i¢ deney grubunda da cuprizon uygulamasinin nitrotirozin
dekompozisyonunu hizlandirdigr disiiniilmektedir (82). Ayrica EA’ nin peroksinitritin
indiikledigi oksidatif ve nitrozatif hasara karsi koruyucu rolii oldugu bilinmektedir (65).
Plazma nitrotirozin diizeyleri irdelendiginde kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli fark

gozlenmemistir.

Sonug olarak; norotoksik bir madde olan cuprizon ile demiyelinizasyon basariyla
olusturulmus, deneysel MS modeli gerceklestirilmistir. Bulgularimiz cuprizon ile olusturulan
deneysel MS modelinde TBARS’ nin arttig1 yoniindedir. Caligmamizda deney gruplarinda
doku diizeyinde NO’nun arttig1, yikim tirlinleri olan nitrit-nitrat araciligiyla gdosterilmistir.
NO artisindan nNOS’ un sorumlu oldugunu disiinmekteyiz (81). Nitrotirozinin diisiik

bulunmasinda ki neden bakir Kelatorii olan cuprizon aracili peroksinitrit dekompozisyonu
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olabilir. Deney gruplarinda doku diizeyinde MPO’unun artmis olmasi enflamatuar cevabin
indiiklendigi savin1 desteklemektedir.

Serbest radikal aracili hasarin oldugu deneysel MS modelimizde her iki antioksidan
oksidatif hasar1 azaltmis goziikkmektedir Likopen hem oksidatif hasar1 azaltmasi, hem de

antioksidan SOD enzimi arttirmasi agisindan doku diizeyinde EA’ ya gore daha etkilidir

Bu bilgiler dogrultusunda deneysel MS modelinde antioksidan olarak likopen ve EA
uygulamasinin oksidatif azaltarak hastaligin 6nlenmesinde veya ilerlemesini yavaslatmada

etkili olacagini diistinmekteyiz.
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6. OZET

MS cogunlukla geng erigkinleri etkileyerek, geng yasta oziirliiliige neden olan MSS’nin
kronik enflamatuvar bir hastaliktir. Oksidatif ve nitrozatif stresin MS patogenizinde rol aldigi
diistiniilmektedir. Son yillardaki ¢alismalar da antioksidan maddelerin MS hastaligindaki

etkileri iizerine yogunlagmustir.

Bu c¢alismamizda amacimiz deneysel MS modeli olusturulan siganlarda, oksidatif
hasart ve NO metabolizmasint , giincel antioksidanlar olan likopen ve EA’nin etkilerini
incelemekti. Deneysel MS modeli olusturmak amaciyla; Wistar Albino siganlarin toz haline
getirilen yemlerine % 0,6 (w/w) oraninda cuprizon 15 giin siire ile ilave edildi. Deneysel MS
gruplarinin oksidan strese ne kadar maruz kaldiklarim1 gérmek amaciyla beyin dokusu ve
plazma TBARS diizeyleri, oksijen radikal detoksifikasyonu etkinligini gostermek amaciyla
beyin dokusu ve eritrosit SOD aktiviteleri incelendi. Nitrozatif stres agisindan incelemek
amaciyla beyin dokusu ve plazmada NO metabolitleri, nitrotirozin diizeyleri ve iNOS

aktivitesi tayin edildi. MPO miktarida da 6l¢iilerek enflamatuvar cevap degerlendirildi.

Cuprizon vererek deneysel MS modeli olusturdugumuz deney gruplarinda beyin
dokusu TBARS diizeyleri kontrol grubuna gore artmis bulunurken, likopen ve EA
uygulamasiyla oksidatif stresin azalmasi her iki antioksidan i¢in anlamli bulundu. Kontrol ile
kiyaslandiginda likopenin oksidatif hasar1 énlemede daha etkili oldugu giiriildii. Doku SOD
aktiviteleri deneysel MS modeli olusumu ile anlamli bir degisim gostermezken, eritrosit SOD
aktivitesi anlamli indiiklenmis olarak bulundu. Doku diizeyinde likopenin, eritrosit diizeyinde
EA’nin SOD etkinligini arttirmada daha etkili oldugu goriildii. Nitrozatif stres agisindan
bakildiginda tiim deney gruplarinda doku diizeyinde total nitrit + nitrat diizeyleri anlaml
artmis olarak bulundu. Ancak iINOS enzim aktivitesi paralel bir artis goriilmedi. Artmis
TBARS ve NO iiriinlerine ragmen doku nitrotirozin diizeyleri anlamli diisiik bulunmustur..

Doku diizeyinde enflamasyonun belirteci miyeloperoksidaz aktivitesi artmis olarak bulundu.
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7. SUMMARY

MS is a chronic inflamatory disease of the central nervous system which causes
disability at early ages by mainly effecting young adults. It is suggested that oxidative and
nitrosative stresses play roles in pathogenesis of MS. Recent studies focused on the effects of

antioxidants on MS disease.

In this study our aim was to investigate the oxidative damage and NO metabolism,
effects of lycopene and ellagic acid (EA) which are among the popular antioxidants for rats in
experimental MS model. For generating an experimental MS model; %0,6 (w/w) cuprizone
was added to dustified food of Wistar Albino rats for 15 days. Brain tissue and plasma
TBARS levels were measured in order to determine the amount of oxidative stress which the
experimental MS groups were exposed to and brain tissue and also erythrocyte SOD activities
were examined to show the effectiveness of detoxification of oxygen radials. NO metabolites,
nitrotyrosine levels and iINOS activity were analysed in brain tissue and plasma in order to
examine nitrozative stress. Inflammatory response was evaluated by measurement of

myeloperoxidase activity.

While brain tissue TBARS levels in experimental MS groups generated by giving
cupizone were found higher than control groups, the decrease of oxidative stress by lycopene
and EA treatment were found significant for both antioxidants. Lycopene was found to be
more effective in preventing oxidative stress compaired to the control. Although tissue SOD
activity was not correlated with MS model severity, the erythrocyte SOD activity was
significantly induced by this experimental model. Lycopene in tissues and EA in erythrocyte
to improve the SOD activity was seen as more effective. Total nitrite + nitrate levels in tissues
were found to be significantly increased in all experimental groups when evaluated for
nitrozative stress. But there was no parallel increase in INOS enzyme activity. Despite of
increased TBARS and NO products, tissue nitrotyrosine levels were found significantly low. .

In brain tissue as an inflamatory marker myelopeoxidase amount was found elevated.
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