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ALZHEIMER HASTALARINDA KAN MDA VE GSH

DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu calismada Alzheimer hastalarinda kan MDA ve GSH diizeylerinin

arastirilmasi hedeflenmistir.

Calismada Kars yoresinde yasayan yaslari 65 ve 79 arasinda degisen 15 saglikli
ve 15 alzheimer hastas1 birey secildi. Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji
servisinde Alzheimer teshisi konulmus olan hastalardan kan Ornekleri alinmadan Once
Standardize Mini Mental Test (SMMT ) ve Klinik Demans Evreleme Olcegi (Berg L
1984) uygulanda.

Daha sonra eritrosit GSH ve plazma MDA diizeylerine bakildi. Saglikli ve
Alzheimerl1 gruplarda eritrosit GSH ( p< 0.01 ) ve plazma MDA ( p< 0.01 ) diizeyleri

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Sonug olarak, Alzheimer hastaliginin lipit peroksidasyonuna neden oldugu ve
bunun sonucunda MDA diizeyinde bir artisin meydana geldigi ve endojen bir
antioksidan olan GSH diizeylerinde ise alzheimer hastalarinda 6nemli bir artigin oldugu

goriildii.

Anahtar sozciikler: Alzheimer, Malondialdehit (MDA), Rediikte Glutatyon (GSH),
Lipit Peroksidasyonu.
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INVESTIGATION OF THE LEVELS OF BLOOD MDA AND GSH IN
ALZHEIMER

ABSTRACT

The focus of this dissertation is the research of MDA and GSH levels in the blood

of Alzheimer patients.

15 healthy individuals and 15 alzheimer patients living in Kars between the ages 65
to 79 were selected for the dissertation. Before taking blood samples from patients
who were diagnosed with Alzheimer at Kafkas University Medicine School Neurology
Center, they were applied Standardized Mini Mental State Examination (SMMSE) and
Clinical Dementia Rating (Berg L 1984).

In the next step, erythrocyte GSH and plasma MDA levels were checked.
The statistical difference between the healthy individual and Alzheimer patient
Group erythrocyte GSH ( p<0.01) and plasma MDA (p<0.01) levels were
plausible.

As aresult, it was observed that Alzheimer disease caused lipid peroxidation
and as a conclusion significantly increased the MDA levels and the GSH, an

endogenous antioxidant, levels in the blood of Alzheimer patients.

Key words: Alzheimer, Malondialdehyde (MDA ),Reduced Glutathione (GSH), Lipid

peroxidation
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SIMGELER VE KISALTMALAR

umol

nmol

ml

°C

AH

APP

Ap

ATP

Apo-E4

CAT

DNA

DTNB

EDTA

GSH

: Mikromol

: Nanomol

: Mililitre

: Santigrat derece

: Alzheimer hastalig1

:Amiloid prekiirsor protein

: Amiloid beta

: Adenozin trifosfat

:Apolipoprotein E’ nin 4 alleli

:Katalaz

:Deoksiribo niikleik asit

:Ditiyobis nitrobenzoik asit

:Etilendiamin tetraasetik asit

:Rediikte glutatyon

VIII



GSSG  :Okside glutatyon

GSH-Px :Glutatyon peroksidaz

GST : Glutatyon S transferaz

Gly :Glisin

Cys :Sistein

Glu :Glutamat

H,0, :Hidrojen peroksit

HOCI :Hipokloroz asit

LOO"  :Peroksil radikali

LOOH " :Lipit hidroperoksit

LPO :Lipit peroksidasyonu

MDA :Malondialdehit

PS1 :Presenilin 1 geni

PS2 :Presenilin 2 geni

ROT  :Reaktif oksijen tiirleri

SOD  :Siiperoksit dismutaz



SH

TBA

TCA

SMME

BELG

:Silfidril

:Tiyobarbitiirik asit

:Tiyokloro asetikasit

:Standardize mini mental test

:Klinik demans evreleme 6lcegi



1. GIRIS

Alzheimer beyinde bazi bolgelerde noron kaybir ve metabolik aktivitede azalma
ile birlikte hatirlamayi, konusmayr ve duygulari etkileyen ilerleyici dejeneratif bir
hastaliktir. Bellek bozuklugu ile baslayan hastalik mental islevlerinin yerine
getirilememesi, kisilik degisiklikleri ile ilerlemekte son evrede de hastalar tam bagiml

hale gelmekte ve bir siire sonra hayatimi yitirmektedir (1).

Ilerleyen yaslarda goriilen Alzheimer dikkat ve oryantasyon kaybiyla seyreden

kavrama hafiza ve sensor yeteneklerinin yavas yavas kaybedildigi bir hastaliktir (2,3).

Alzheimer hastaligr ile ilgili yapilan Avrupa calismalarinda 65 yas istii
kisilerde hastalik goriilme oran %1,5 civarinda iken bu oran her 4 yilda bir 2’ye
katlanmaktadir.1989 yilinda ABD de yapilan bir calismada (EVANS ve arkadaslari)
Alzheimer hastaligiin prevelans: 4 milyon olarak saptanmistir. Ulkemizde bu konuda
yapilmis ¢alisma olmamakla birlikte 250.000 Alzheimer hastasi oldugu ve bu rakamin

bilinmeyen olgularla birlikte 400.000 civarinda oldugu tahmin edilmektedir (1,4).

Diinyada 15 milyondan fazla bireyi etkileyen bu hastalifin temel patolojik
ozelligi “B-amyloid(senile)plaque” olarak adlandirilan hiicre dis1 protein birikimleri ve
tau protein’inin fosforilasyonu sonucu olusan noérofibriller yumaklardir. Su ana kadar
yapilan ¢alismalarda B-amyloid plaklar tarafindan olusturulan serbest radikallerin lipit
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA oksidasyonuna yol acarak Alzheimer

hastaliginin patolojisine katkida bulundugu rapor edilmistir (4,5,6).

Oksidatif stres oksidan-antioksidan dengesinin bozulmasiyla olusan hasar verici
durumdur (7). Alzheimer hastaliginin patolojisinde oksidatif stresin énemli rol oynadigi

One siiriilmektedir (5, 7, 8, 9).

ROT (Reaktif Oksijen Tiirleri) eger antioksidan savunma sistemleri ile ortadan

kaldirilmaz ise lipit peroksidasyonu ile hiicre hasarina neden olur (10, 11, 12).



Lipit peroksidasyonu olarak membran lipitlerindeki hasar serbest radikaller
tarafindan baglatilan ve zar yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu
iceren kimyasal bir olay olarak tanimlanmaktadir (9). Beyin doymamis yag asitlerince
zengin oldugundan dolay1 serbest radikallerin neden oldugu lipit peroksidasyonundan

daha ¢ok etkilenir (8).

Organizmada en ¢ok goriilen radikal hasar1 lipit peroksidasyonu seklinde olup,
membranda doymamig yag asitlerinden bir hidrojen ¢ikarilmasiyla yag radikali olusur.
Zincir seklindeki reaksiyonlarin sonunda aldehitlerin en son basamaginda yer alan
MDA ise lipit peroksidasyon hasarinin tespitinde kullanilir (10,13). Yani MDA, hiicre
lipitlerinin okside edilerek bozulmasi sonucu olusan ana metabolit ve lipit

peroksidasyon iiriinlerinin %40’1n1 ifade eder (12,13).

Biitiin hiicreler oksidan maddelere kars1 enzimatik ve enzimatik olmayan anti
oksidan maddelerden olusan bir mekanizmaya sahiptir. Enzimatik olmayan
maddelerden en onemlisi GSH’dir. GSH i¢ ve dis kaynakli toksik kimyasallara karsi
hiicresel savunma sisteminde 6nemli rol oynar serbest radikallerin detoksifikasyonunda
hiicre ici GSH’1n 6nemi biiyiiktiir (7,8,10,14). Bir hiicrede okside glutatyonun (GSSG)
artmis olmasi oksidasyonun muhtemel bir indeksi olarak kabul edilir. Hiicre i¢i bir anti-
oksidan olan GSH’1n azligi, sistemlerin bircogunun radikal hasarina karsi hassasiyeti

artirir (7,12) .

Bu calismadaki amacg; Alzheimer hastalarinda MDA ve GSH seviyelerinin

belirlenmesidir.



1.1. Alzheimer Hastalig1

1. 1.1. Tanim

fleri yaslarda kendini gosteren Alzheimer unutkanlik basta olmak iizere cesitli
davranigsal ve zihinsel bozukluklara neden olan kisinin giinliik aktivitesini olumsuz

etkileyen norodejeneratif bir hastaliktir (1,15,16).

1.1.2. Tarihgesi

Dr. Alois Alzheimer, 1907 de ilk hastast 51 yasindaki Auguste D.’yi
Tunbingen’de (Almanya) sunmustur. Daha sonra hastaliga Alzheimer adi verilmistir.
Bu ilk vakada hasta asir1 kiskanclik sikayeti ile gelmis olup hastada yiiksek beyin
akvitilerinde bozukluk goriilmiistir. Hastanin beyin biyopsisinde Kkorteks sinir

hiicrelerinde amiloid plaklar ve norofibriler yumaklar goriilmiistiir (1,18,19).

1.1.3. Epidemiyolojisi

Alzheimer hastalifinda Avrupa da yapilan EURODERM calismalarinda
hastaligin 60-69 yaslarinda % 0,3 siklikta, 70-79 yaslar1 arasinda % 3 siklikta, 80-89
yaglar1 arasinda % 20 siklikta goriildiigii bildirilmistir (20).

ABD de 1989 yilinda EVAS ve ARK. tarafindan yapilan bir calismada 4 milyon
hasta saptanmistir (21). Diinyada 2006 yili itibariyle yaklasik 20 milyon AH hastasi
oldugu tahmin edilmektedir (22).

Cok yakin zamanda sonucu agiklanan diinya capinda yapilan bir ¢alismada
diinyada 24,3 milyon AH hastas1 oldugu ve buna her yil 4,6 milyon yeni hasta eklendigi
hesaplanmistir. Herhangi bir tedavi sekli gelistirilmezse 2040 yili itibariyle AH hasta

sayisinin 81,1 milyon olmasi beklenmektedir (6).



Ulkemizde bu konuyla ilgili calisma olmakla birlikte yaklagik 250.000 AH
hastas1 oldugu tahmin edilmektedir (1).

1.1.4. Alzheimer Hastaligina Etki Eden Faktorler

1.1.4.1. Genetik Faktorler

Yapilan epidemiyolojik calismalarda Alzheimer’li hastalarin yakinlarinda da
AH riskinin artmis oldugu gosterilmistir (23). Calismalarinda; tek yumurta ikizlerinde
AH konkordanst % 59, c¢ift yumurta ikizlerinde % 30 bulunmustur. Bu sonug
Alzheimer hastaligi olanlarin yakin akrabalarinda goriilme sansinin yiiksek oldugunu

gosteren bir delil olarak kabul edilebilir (24).

Ikizlerde yapilan bir baska calismada ise tek yumurta ikizlerlerinin birinde
hastalik goriildiigiinde ikizin digerinde de goriilme olasilifi % 40 olarak saptanmistir
(23). Ik olarak 1932 yilinda Schottky tarafindan AH siilalelerinin varligi ortaya

konulduktan sonra genetik gecis daha inanilir hale gelmistir (25).

AH hastaligina; 21. kromozomdaki amiloid prekiirsor protein, 14.
kromozomdaki presenilin 1 (PS1) geni, 1. kromozomdaki presenilin 2 (PS2) ve 19.

kromozomdaki APO E lokuslarinin etkili oldugu diisiiniilmektedir (26).

60 yas altinda goriilen erken baslangicli AH hastalifinda sorumlu genlerin 1.,
14. ve 21. kromozomlarda lokalize oldugu fakat 60 yas iistiinde goriilen hastalarda

sorumlu genin 19. kromozom iizerinde lokalize oldugu gosterilmistir (26).

Erken yasta baglayan AH hastaliginin % 50’sinin sebebinin 14. kromozomdaki
PS-1 geninden kaynaklandigi gosterilmistir (27). Ebevynlerden birisi erken baslangich
AH ise hastaligin ¢ocuklarda ¢ikma ihtimalinin % 40 oldugu gosterilmistir (25). Gec
baslangiclt Alzheimer hastaliginda kesin etkisinin oldugu bilinen gen 19. kromozomda
kodlanan ( Apo-E4) Apolipoprotein E nin 4 allelidir (28). Apo E nin AH ile iligkisi pek
cok 1rkta ispatlanmistir. Avrupa’da yapilan bir c¢alismada Apo E 4 allel siklig



kontrollerde % 15 iken AH hastalig1 icin % 20 bulunmustur (29). AH hastalarinin %
65-75 inde Apo E 4 allel katilim1 vardir. Apo E 4 alleli hastalik ihtimalini arttirip yasi
one cekmektedir (25).

1.1.4.2. Cevresel Faktorler

1.1.4.2.A. Yas

AH riskinin yasla orantili olarak arttidigr ispatlanmistir. AH 45-65 yagslar arasi
nadir goriilmektedir. ABD de prevelanst 65 yas ve iizeri icin % 10,3, 80 yas ve iizeri

icin % 47 dir (17).

1.1.4.2.B. Cinsiyet

AH da cinsiyet onemli bir unsurdur. Kadinlarda erkeklerden 1,5-3 misli daha sik
goriilmektedir. Kadinlar erkeklerden daha uzun yasadigi icin AH hastalig1 kadinlarda
daha sik goriilmektedir (30). Menopoz sonrast kadinlarda Ostrojen seviyesi
azalmaktadir. Ostrojen seviyesindeki bu azalma, kadinlarda biligsel bozukluklara sebep
olmakta ve AH riskini arttirmaktadir (31,32).Yapilan bir calismada menopoz

doneminde Ostrojen alan hanimlarda AH riskinin azaldig1 gozlenmistir (33).

1.1.4.2.C. Egitim Durumu

AH nin diisiik egitim seviyesinde yiiksek egitim seviyesine gore yaklasik 1,5 kat
daha fazla goriildiigi bildirilmistir. (34,35). Bu konuda birbiriyle celisen calismalar
vardir. Beard ve ark. diisiik egitim diizeyi ile AH arasinda bir iligki saptayamamaistir.
Yapilan bir baska calismada ise diisiik egitim seviyesindeki hastalarin doktora gec
donemde gittigi, egitim diizeyi yiiksek kisilerin daha erken donemde gittikleri bu
yiizden diisiik egitim seviyesindeki kisilerde daha cok rastlandig1 bildirilmektedir (36).
Yapilan baska bir calismada zihinsel aktivite gerektirmeyen islerde calisanlarda AH
riskinin arttig1 bildirilmistir (37).



1.1.4.2.D. Down Sendromu

Down sendromu ve AH arasindaki iliski ispatlanmistir. AH nin genetik
faktorleri arasinda yer alan APP geni ile Down sendromu geni (Tizami 21)
21.kromozom iizerinde birbirine yakin bolgelerde bulunmaktadir. Bu bilgide AH ile
Down sendromu arsindaki iliskiyi dogrulamaktadir. Bu yiizden ileri yaslara kadar

yasayabilen Down sendromlularda AH goriiliir (38).

1.1.4.2.E. Kafa Travmasi

Mendez ve ark. yaptigi bir calismada kafa travmasimmin AH ile iliskisinin
olmadigini bildirmistir (39). Bu konuda celiskili sonuclar bulunmaktadir. Komaya
sokacak tek kafa travmasi ve multipl kafa travmalarimin hastalifa yakalanma riskini

arttirdigini belirten ¢alismalar bulunmaktadir (37).

1.1.4.2.F. Sigara ve Alkol Kullanim

Yapilan bir calismada sigara kullananlarda AH riskinin arttigi belirtilmistir.
Aym sekilde alkol kullananlarda da AH riskinin arttigi gosterilmistir. Bunun yani sira

bu ¢alismalarla celisen calisma sonuclar1 da bildirilmistir (36).
1.1.4.2.G. Meslekler Ilgili Temas Faktorleri

Yapilan bir calismada yapistiricilar, benzen, toliien, fenoller, alkoller ve ketonlar
ile temasta bulunan erkeklerde AH riskinin arttig1 gosterilmistir. Bagka bir calismada
kursunla fazla temasta bulunanlarda AH riskinin arttig1 bildirilmistir (36,37).

1.1.4.2.H. Aliiminyum

Alzheimer hastaligina aliiminyumun sebep olduguna yonelik caligmalar vardir.

Alzheimer hastaligi bulunan kisilerden alinan plaklarda siklikla yiiksek miktarda



aliiminyum saptanmasina bagli olarak viicuda fazla miktarda aliiminyum alinmasinin
Alzheimer hastaligina neden olabilecegi ©One siiriilmiistiir. Ancak bazi hastalarda
aliiminyum diizeyi yiiksekliginin mi Alzheimer hastaligina yol agtigi, yoksa baska
siireclerin neden oldugu hiicre hasarina bagli olarak mi aliiminyumun hiicrelerin

tarafindan tutulmasinda artis oldugu aciklanamamaktadir (40).
1.1.4.2.1. Serebrovaskiiler Faktorler

Alzheimer hastaliginin  patolojisinde son yapilan arastirmalara gore
serebrovaskiiler (beyin damarlarinin tikanmasi, daralmasi) faktorlerin onemli oldugu

sonucuna varilmistir (4).
1.1.5. Alzhimer Hastaliginin Biyokimyasal Mekanizmasi

Alzheimer hastaligi beyindeki hiicre yapisint bozan noérodejeneratif bir
hastaliktir. Alzheimer hastalarinda beyinde plaklar, norofibril yumaklar olusur, ndron
ve sinaps kaybi1 goriiliir. AH hastalarinin beyinde cesitli degisiklikler gozlenir.
(37,38,41).
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Sekil 1. Alzheimer’l1 hasta beyni ile normal beynin karsilastirilmasi (42).
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Sekil 2. Alzheimer’li hasta beyni ile normal beynin mikroskopik yapisinin

kargsilastirilmasi (43).

Sekilde de goriildiigi gibi plaklar hiicre diginda, norofibril yumaklar hiicre
icinde yer almaktadir. Plaklar Amiloid beta proteini icerirler. Amiloid beta birikiminin

noronal fonksiyon bozuklugu olusturdugu ileri siiriilmektedir (44).

596 612 Transmembran

B a Y
Sekil 3. Insandaki /3 -amiloid éncii proteini (APP)’nin yapisinm temsili ¢izimi

(40).



Amiolid Beta (A ) 40-42 aminoasitlik bir protein olup, APP (Amiloid
Prekiirsor protein) 770 aminoasit iceren bir transmembran protein C terminal ucundan
proteolitik olarak ayrilmis bir peptidtir. APP’nin yikimindan sorumlu proteinaz
enzimleri basica @, [, ve ¥ sekretaz enzimleridir. Amiloid plak olusmasina yol agan
B sekretaz enzimleri olup, olusan A f suda ¢oziinmeyen bir formda birikerek plak

olusturur ( 44,38).

AH hastalarinda diffiiz plak, noritik plak ve asinmig plak olmak iizere 3 plak tiirii
vardir. Bu plaklar yalmz AH haStalarinda olup baska norodejeneratif hastaliklarda
goriilmez (25). AH hastaligindaki bu plaklar zamanla ¢evresindeki sinir hiicrelerini

tahrip ederler (65). A veya A [ igeren pargalar dogrudan veya dolayli olarak
norotoksittir. Noronlarin A 4’ye maruz kalmalari sonucu, bunlarin hiicre ici Ca*

yogunlugunun arttirdigini gosteren bulgular vardir. Ca™ deki artis, tau’'nun asiri

fosforillenmesine ve norofibril yumak olusmasina yol agar (40).

21. kromozom iizerine yerlesik APP geninin (baz1 olgularda) mutasyonu

.

A [ igeren anormal fragmanlarda sonu¢lanmak iizere APP’ nin protealizi

A 4

Néronlarda hiicre i¢i Ca* diizeylerinde artisa yol agmak iizere A B ve A S iceren

parcalarin birikmesi

|

Amiloid beta ve hiperfosforile tau’nun yillar i¢inde birikmesi plak olusumu ve norofibril aglar

ile sonuglanir

A 4

Ca* diizeylerindeki artis,ndrofibril aglarda goriilen sarmal flaman olusumuyla sonuclanan
mikrotiibiile eslenik tau proteini fosforlayan protein kinazi aktive eder.

Sekil 4. Bazi1 olgularda Alzheimer hastalig1 gelismesine katilmasi olas1 basamaklari

dizilim siras1 ( 40).
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Tau proteini mikrotiibiillere baglanan temel olarak noronlarin aksonlarindaki

proteinleridir. A £ birikiminin tau’nun asir1 fosforilasyonunda rol oynadigini ileri siiren

caligmalar vardir. Taunun asir1 fosforilasyonu sonucu norofibril yumaklar olusmaktadir

(38). Tau'nun asir1 fosforilasyonu norodejeneratif hastaliklarla baglantilidir (45,46).

Norofibril yumaklar ise tau proteinini igeren sinir hiicrelerinin i¢inde yer alan paralel
cubuk demetleri sekillendirir. Norofibril yumaklar zamanla icinde bulunan sinir
hiicrelerini tahrip ederler (41). Zamanla néron 6liimiine neden olurlar (47). Noron kaybi
ile norofibril yumaklar arasinda dogru oranti vardir. Norofibril yumaklar arttikca
demans da paralel olarak artmaktadir (48). Norofibrilli yumaklar sadece Alzheimer
hastalarinda goriilmez, parkinson gibi diger norodejenaratif hastaliklarda da goriiliir

(37).

1.1.6. Alzheimer Hastaliginin Evreleri

Hastalik baglangici evreleriyle birlikte 6 devreden olusmaktadir.

1. Parasemptomatik donem

2. Preklinik donem

3. Cok erken Alzheimer hastalig
4. Hafif donem

5. Orta donem

6. Siddetli donem (37).

1. Parasemptomatik donem: Bu donemde patolojik bulgular baslamamistir. Bagka
nedenlerle 6len ve otopsi yapilan kisilerin beyinlerinde yavas ilerleyen AH hastaligina
ait patolojik hastaligin varhigi gosterilmistir. Bu donemde giinliik aktivitede bozulma

yoktur noropsikolojik degerlendirmelerde bozukluk yoktur. Klinik bulgu yoktur (24).

2. Preklinik donem: Bozukluklar noropsikolojik testlerle ortaya cikar. Giinliik

hayatta bozulma goriiliir (49).
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3. Cok erken Alzheimer hastahi@i: Bu donemde hafifte olsa islevsel ve kognitif
bozukluklar ortaya c¢ikar. Hafif unutkanlik ve yeni bilgilerin 6grenilmesinde giicliik
ortaya cikabilir. Kisilerin karar vermede zorlandiklar1 goriiliir. Is performanslari diiser

dikkat eksikligi ve uyum bozuklugu goriiliir (37,49).

AH’nin 2. ve 3. evreleri hafif kognitif bozulma donemine girer (HKB). Bu
donemde bunlarin bir kismi AH’ye doniistiigi gibi bir kismi stabil kalir. AH’ye
dontisme oram1 ‘Tha Maya Alzheimer’s Diesease Center’a gore yillik % 10 -15

civarindadir’ (49).

4. Hafif Alzheimer Hastahigi: Hastaligin semptomlar1 goriilmeye baglar yakin
gecmisteki olaylar ve konusulanlar1i hatirlamaz. Alet kullanmada, para islemleri,
hesaplamalarda bozukluk goriilir. Kelime bulmada zorluk c¢eker. Duraklayarak

konusur. Egyalar1 kaybetme ve yerini bulmada zorluk ¢eker.

5. Orta Alzheimer Hastahigi: Giinlilk yasam aktivitelerinde mutlaka yardima
muhtactir. Basit hesaplamalar yapamaz. Yakin gecmisteki olaylar1 hatirlayamaz.
Kizginlik ve siiphecilik goriiliir. Orta evre Alzheimer hastalig1 biraz daha agirlastiginda
hasta yalniz basina giyinemez, yiiriiyemez, banyo ve temizligini yapamaz, uzak bellek

cok bozulmustur. Kisileri karistirabilir.

6. Siddetli Alzheimer Hastah@: Siirekli yardima muhtactir. Bakicilar1 tanimaz.
Yiirlimek ve beslenmek icin baskasina muhtactir. Konusma kisitlanir, sonra kaybolur.

Konugma yetenekleri kayboldugu zaman bagimsiz hareket edemezler (37).
1.1.7. Alzheimer Hastalarinda Goriilen Bilissel ve Duygusal Bozukluklar
Dis yapidaki yipranmamizla birlikte zihinsel kapasitemizde de zamanla bir

azalma gozlenir, 6grenme yavaslar, bilgi isleme hiz1 diiser. Ancak yaslanmanin dogal

bir sonucu olan bu sorunla bulmaca ¢ozerek, satran¢ oynayarak, yeni bir dil 6grenek vb.
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etkinliklerle bas edebiliriz (50,51,52). Saglikli yasanmada karsilasilan biligsel
islevlerdeki azalma ilerleyici degildir (53).

Bunama (demans), zihinsel islevlerin zamanla azalmasi, bellek bozukluklari
davranis ve Kkisilik problemlerini igeren, ilerleyici bir hastaliktir. Her yaslanma
demansla sonuglanmaz, demans bir hastaliktir. Demans goriilme siklig1 yasla birlikte
artmaktadir, 65 yas grubundaki bireylerde % 1-6 iken 85 yas grubunda % 20’dir.
Demans tiirleri arasinda en fazla karsilasilan1 Alzheimer tipi demanstir, tiim demaslarin

% 60-70’1 Alzheimer hastalig1 bashigi altinda toplanir (54,55,56).

Alzheimer hastaliginda plaklar ve norofibril yumaklar gozlenir. Bu plak ve
norofibril yumaklar beyindeki bellekle ilgili boliimlerde olustugu igin bellek
bozukluklar1 goriiliir. Beyinde bellek ile ilgili alanlar duygulanim ile ilgili alanlarla

iliskili oldugundan hastada zamanla duygusal bozukluklarda ortaya cikar (41).

AH de gozlenen duygusal ve davranigsal bozukluklar arasinda depresyon, apati,
kaygi, kisilik degisiklikleri, huzursuzluk, asir1 hareketlilik, ajitasyon, haliisinasyon,
anksiyete, hiiziin, intihar diislincesi, bedensel yakinmalar, hirsizlik hezeyani, uyku
bozuklugu, toplumsal uygunsuzluk, bagirma, aglama, toplumsal ¢ekiniklilik, mekanin

yanlig taninmasi sayilabilir (53,57).

Belirli yer ve zamandaki olaylara iliskin otobiyografik nitelikteki bellek olarak
tanimlanan episodik bellekte bozulmalar goriiliir. Diinya hakkindaki genel bilgi ve
kavramlar1 iceren bellek olarak tanimlanan semantik bellekte bozulmalar goriiliir.
Tanima belleginde AH hastalar1 uzak gecmisi iyi hatirlayip yakin ge¢miste hatirlama
problemleri yasarken zamanla yakin ge¢miste bozulmalarin oldugu c¢alismalarla

gosterilmistir (58).

Bellek alanindaki bozulmayi takiben dikkat, yonetici islevler, dil, gorsel ve

mekansal islevler gibi diger bilissel alanlarda da bozulma goriiliir (59) .



1.2. Serbest Radikaller
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Serbest radikaller, yapilarinda 1,3 gibi tek sayida elektron iceren, organik veya

inorganik kokenli atom veya molekiilerdir (60,61,62). Serbest radikaller asir1 reaktiftir.

Aerobik metabolizma sonucu olusabildikleri gibi organizmanin 1s1, radyasyon, 1s1, hava

kirliligine maruz kalmasi, sigara ve alkol kullanimi, asir1 egzersiz yapilmasi, cesitli

maddelerin (antibiyotikler, anestezikle vs.) alinmasi sirasinda olusabilirler (63,64). Bu

nedenle serbest radikal olusturan mekanizmalar endojen ve eksojen olarak ikiye ayrilir

(65).

Endojen Kaynaklar

* Mitekondriyal elektron transport zinciri

* Kloroplast elektron transport zinciri

*QOksidan enzimler:
- Ksantin oksidaz
- Indolamin dioksijenaz
- Triptofan dioksijenaz
-Galaktoz oksidaz
-Siklooksijenaz
- Lipooksijenaz
- Mono aminooksidaz
* Fagositik hiicreler
- Notrofiller
-Monosit ve Makrofajlar
-Eozinofiller
-Endotenyal hiicreler

*Oto-oksidasyon reaksiyonlari

Eksojen Kaynaklar
*{lag oksidasyonlari
*Iyonize radyasyan
*QGiines 15181
*X-151nlart
*UV-1ginlari
*Is1 soku

* Glutatyon okside eden maddeler
*Ortam havasi

-Sigara dumani

-Ozon

- Kiikiirtdioksit

- Egzoz gazlan

Sekil 5. Serbest radikallerin endojen ve eksojen kaynaklari (65).
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Molekiiler oksijen, oksijenli solunum yapan canlilarda hayatin devamliligi i¢in
gereklidir. Biyolojik sistemlerde cok Onemli serbest radikaller oksijen radikalleridir
(61,67). Serbest oksijen radikalleri doku ve hiicrelerde aerobik metabolizma sirasinda

elektron tasima zincirinin bir kismi1 olarak olusurlar (64,66,67).

Baz1 reaktif oksijen tiirleri ( ROS ); siiper oksit radikal ( O,-), Ozon (O3),
singlet oksijen (102), hidrojen peroksit (H,0O;), hidroksil radikali (OH’), alkoksil
radikali (RO), peroksit (02'2), hidroperoksit (HOy) tir (11).

Serbest radikallerin pek cok hastaligin olusturmasinda etkili oldugu yapilan son
caligmalarla gosterilmistir. Bu hastaliklar arasinda norolojik hastaliklar, kas hastaliklari,
goz hastaliklar1 (katarak), kanser, diyabet, kalp hastaliklari, hipertansiyon, Behget
hastalig1, yaslilik bulunmaktadir ( 7,69).

*Proteinlere zarar verirler.

*Enzimleri inaktive ederler.

*Membran ve serum lipitlerinde peroksidasyon yaparlar.
*DNA’da hasar yapar.

*Mitekondride aerobik solunumu bozarlar

*Hiicre yiizeyindeki reseptorlerde degisiklik yaparlar.
*Hiicrenin K kaybini arttirirlar.

*Bag dokusunda harabiyet verirler.

*Dokularda fagositik artisina sebeb olurlar
*Karbonhidratlara etki ederler.

*Hiicre dis1 kollojen doku komponentlerini savunma enzimlerini ve transmitterleri
yikarlar.

*Ekstra selliiler etki yaparlar.

Sekil 6. Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararh etkileri ( 7).
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Serbest radikaller lipit, karbonhidrat, protein, niikleik asitler gibi molekiillere
zarar verir (7,70). Hiicre zar1 (membran) nin yapisinda lipit vardir. Serbest radikaller
membran lipitlerine zarar verirler ki bu etki, lipit peroksidasyonu olarak bilinir. Lipit

peroksidasyonu sonucu hiicre zarinin akiskanligi ve gecirgenligi degisir (71).

Serbest radikaller organizmadaki proteinlere de zarar verir. Serbest radikaller
proteinleri okside edebilir. Oksidasyonda proteinler ve yapisindaki aminoasitler hasar
goriir. Serbest radikaller enzim ve yapisal proteinlere verdikleri hasardan dolayi,
Alzheimer, akciger hastaligi, katarak, Parkinson gibi pek cok hastalifin baglamasi ve

ilerlemesine 6nemli rol oynar (71,72).

Serbest radikaller DNA’ya zarar vererek c¢esitli mutasyonlarin meydana

gelmesine yol acar (71,73).

Serbest radikaller monosakkaritlerin otooksidasyonu ve polisakkaritlerin de

polimerizasyonu seklinde karbonhidratlara zarar verir (7).

Viicutta cesitli sebeplerden dolay1 olusan serbest radikaller viicudun savunma
sistemi olan antioksidan savunma sistemleri ile etkisiz hale getirilir. Ancak cesitli
sebeplerden dolayr ROS iiretimi arttiginda oksidan — antioksidan dengesi bozulur.
Asirt ROS iiretilmeye baslar. Serbest oksijen radikallerinin artmasiyla organizmada
olusan hiicre ve doku hasar1 oksidatif stres olarak tanimlanir. Oksidatif stres Alzheimer
hastaligi, Parkinson hastaligi gibi norolojik hastaligin patolojisinde yer aldigi
bildirilmektedir (74). Beyin, diger organlara gore daha ¢ok oksijen kullanmakta ve bu
nedenle serbest radikaller daha ¢ok olusmaktadir (75). Beyinde oksidatif stres artan
protein oksidasyonu, lipit peroksidasyonu, DNA ve RNA oksidasyonu olarak kendini
gosterir. Beyindeki protein oksidasyonu AH gibi nérodejeneratif hastaliklarda goriilen

protein birikimlerini olusturmaktadir (76,77).

Liu ve arkadaslar1t AH hastalarinin beyinde olusan NFT olusumunda oksidatif

stresin rol oynadigini géstermislerdir (78).
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1.2.1. Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baslatilan doymamis yag
asitlerinin alkol, aldehit, hidroksi asit gibi iiriinlere doniismesini iceren kimyasal bir
olay olarak tanimlanabilir (61,79). Lipit peroksidasyonu baslama, yayilma ve sonlanma

olmak iizere iic asamada gerceklesir.

1. Baslama: Lipit peroksidasyonu membrandaki doymamis yag asitlerinin yan
zincirinden bir hidrojenin uzaklastirilmasi ile baglar. Bu reaksiyon i¢in demir ve bakir
gibi eslenmemis elektron iceren gecis grubu elementleri gereklidir. Bu reaksiyon
sonucu karbon merkezli radikal (L.) olusur. Radikal molekiiliiniin ¢ift baglarindaki bir
takim degisiklikler sonucu konjuge dienler olustuktan sonra molekiiler oksijenle

reaksiyona girerek lipit peroksit radikalini (LOQO) olusturur.

2. Yayilma: Lipit peroksil radikal membrandaki proteinlerle veya baska bir lipit
peroksil radikali ile reaksiyona girer. Lipit peroksil radikali komsu yan zincirinden bir
hidrojen atomu uzaklastirmasi sonucu yeni lipit peroksil radikali olusturur. Kopan
hidrojenler lipit radikalleri ile (LOOH) lipit hidroperoksitlerine doniisiir. Lipit
peroksidasyonu basladiktan sonra ¢ok fazla miktarda yag asidi zinciri ve

hidroperoksitler olusturur.

3. Sonlanma: Cesitli demir olusumlar1 lipit hidroperoksitlerini bozarak lipit
peroksidasyonunu bitirirler. Olusan son {iriinler arasinda alkol, aldehit, hidroksi asit,
eten, pentan yer alir.

1.2.1.1. MDA (Malondialdehit)

Reaktif oksijen tiirleri antioksidan savunma sistemleri ile ortadan kaldirilmazsa

lipit peroksidasyonu olusturarak hiicreye zarar verir (70).
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Lipit peroksidasyonu, hiicre zarindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin reaktif
oksijen tiirleri tarafindan oksidasyonun ifade eden kimyasal bir olaydir. Lipit

peroksidasyonun artmis olmasi serbest radikalleri arttiginin gosterir (61,80).

Hiicre zarinin yapisinda lipit oldugu icin, lipit peroksidasyonu hiicre zarina zarar
verir. Membran zar yapist ve fonksiyonlar1 bozulur. Lipit peroksidasyonu sonucu hiicre
zarmin akiskanligi, gecirgenligi bozulur. Membranda olusan hasar geri doniisiimsiizdiir

(7,70) .

Lipit peroksidasyonu sonucunda meydana gelen son iriinler arasindaki
aldehitler yer alir. Aldehitlerin son iiriinii MDA’dir. MDA membran komponentlerinin

polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmasina neden olan toksik bir iirtindiir (81).

H H
Sekil 7. Manoldialdehit (MDA) yapisi (82).

Membranda iyon transportu, enzim aktivitesi, deformabilite gibi baz1 6zellikleri
degismesine yol acar. Ayrica difiize olabildiginden DNA’nin nitrojen bazlar ile
reaksiyona girmektedir. MDA bu oOzellikleri nedeniyle mutajenik, genotoksik bir

bilesiktir (61,83).

MDA’nin artmasi, lipit peroksidasyonunun arttigin1 gosteren bir belirteg
olmakla birlikte c¢esitli rahatsizliklarin ortaya ciktigim1 haber veren bir isaretci
niteligindedir. Ornegin; Etil alkol ve sigara dumanina maruz kalinmasinin bobreklere
yaptigr etkinin arastirildig: bir calismada kontrol grubu, etanol grubu, etanol ve sigara
kullanilan grup, sigara kullanan grup olmak iizere 4 gruba ayrilmis olup, MDA

seviyesi, kontrol grubuna gore 3 grupta yiiksek bulunmustur (84).

Hemodiyalizli ve siirekli ayaktan diyalizli hastalarda plazma MDA seviyesi

Olciilmiis ve kontrol grubuna gore yiiksek oldugu bildirilmistir (85).
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Doymamis yag asitlerinin lipit peroksidasyonu ile olusan HNE ve MDA
norodejeneratif hastaliklarinin baslangicinda ilerlemesinde etkili olmaktadir. Bourdel
ve arkadaslart AH’li hastalarin plazmalarinda MDA’ ’nin kontrollere gore daha yiiksek
oldugunu gostermislerdir (86). Barnham ve Ark. yaptigi bir calismada, MDA’ nin AH’li

hastalarin beyinlerinde artmis oldugu rapor edilmistir (87).
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Doymamis Yag Asidi \—/ \—/ \ /
S

Lipit Radikali \—/ \ ———/ \———/

Dien Konjugat
( 02

Lipit Peroksil Radikali

*0O—0O
*H

o AN

Hidroperoksid
O— 0 Endoperoksid
H H
O (6]
Malondialdehit

Sekil 8. Lipit peroksidasyonunun kimyasal yolu (82).
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1.3. Antioksidanlar

Serbest radikallerin viicutta meydana getirdigi zarar1 Onlemek amaciyla
viicudumuzda enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidanlar olarak tanimlanan

savunma sistemleri vardir (70,79).

Antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerini siipiirerek lipit peroksidasyonunun
olusmasin1  engellerler. Antioksidanlar lipitleri, proteinleri, niikleik asitleri,
karbonhidratlari, serbest radikallerin zararli etkilerine karst1 korumaktadir (88).

Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olmak iizere ikiye ayrilirlar (70,79).

1. Endojen Antioksidanlar
¢ Glutatyon
e (lutatyon peroksidaz ( GSH- PX)
e (Qlutatyon — S — transferazlar (GST)
e Katalaz (CAT)
¢ Siiperoksit dismutaz (SOD)
e Sistein
¢ Albumin
e Melatonin
e Metiyonin
e Bilirubin
e Ferritin

¢ Hemoglobin

2. Eksojen Antioksidanlar

¢ (idalardaki antioksidanlar

e Vitaminler

e laglar (61).

Antioksidanlart enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak iizere ikiye

ayrilirlar.
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Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Katalaz (CAT)
Glutatyon Peroksidoz (GSH-PX)

Enzimatik olmayan antioksidanlar

Askorbikasit (vitamin C)
Alfatokoferol (vitamin E)
Glutatyon (GSH) ( 88).

Antioksidanlar 5 asamada serbest radikallerin zararl etkilerine kars1 faaliyet gosterir.

1.
2.
3.

1.3.1.

Toksik antioksidanlarin olusumunun 6nlenmesi.

Olusan toksik oksidanlarin tutulmasi.

Daha az reaktif olan radikallerin, daha hasar verici forma doniisiimiiniin
onlenmesi.

Serbest radikallerin meydana getirdigi hasarin tamiri.

. Hiicredeki antioksidanlarin daha etkili caligsabilmesi i¢in gerekli uygun sartlarin

olusturulmasi (89).

Glutatyon (GSH)

Hopkins tarafindan 1921 yilinda bulunan glutatyon, onceleri glutamil sisteinden

olusan bir dipeptit zannedilmistir. Sonralar1 ¥ glutamly — sisteinly — glisilin den olusan

tripeptit oldugu anlasilmistir. 1935 yilinda Harrington ve Mead tarafindan y - L —

glutamly — sisteinly — glisin halinde sentezlenmistir (90) .
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SH
1
0 CHa
11 1
A VAVA
CH, N C CH;
1 1 11 1
CH;, H O COO~
1
H-C-NH;"
I
COO

vy glutamil, sisteinil glisin

Sekil 9. Gulutatyonun yapis1 (91).

Glutatyon (GSH) serbest radikal ve peroksitlerle tepkimeye girerek hiicreleri
oksidatif hasara kars1 korur. GSH hemen hemen biitiin organlarda bulunur. Glutatyon,
kaslarda, beyinde, bobreklerde, eritrositlerde ve gozde bulunur. Ancak karaciger ve goz

dokusunda yiiksek oranda bulunur (7,70).

Glutatyon eritrositlerde aminoasitlerden 2 adimda sentezlenir. Ilk adimda -

glutamil sistein sentetaz enzimi, ikinci adimda glutatyon sentetaz enzimi gorev alir. Bu

sentezde 1 molekiil GSH i¢in 2 molekiil ATP hidroliz olur.

ADP+PI ADP+PI
Sistein Glisin
ATP ATP
Glutamat ¥ -Glu- Cys ¥ -Glu- Cys ~ Gly
Ly Gl.utamll glutatyon
sistein sentetaz Glutatyan
sentetaz (GSH)

Sekil 10. Glutatyumun biyosentezi (91)
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Glutatyonun indirgenmis glutatyon (GSH) ve yiikseltgenmis glutatyon (GSSG)
olmak iizere 1iki formu vardir. Aerobik kosullarda normal biiylimenin ve
metabolizmanin sonucunda olusan toksik peroksitler uzaklastirilirken eritrositlerdeki
glutatyon (GSH) okside formuna (GSSG) ¢evrilir. Bu tepkimeyi selenyum atomu iceren
glutatyon peroksidaz (GSH-PX) katalizler (91).

H,0, +2 GSH GSH-PX GSSG + 2 H,O
—’
RCOOH +2 GSH GSH-PX  GSSG +ROH + H,O
e ——

Okside glutatyon (GSSG), indirgenmis formuna (GSH) doniisiilebilir. GSSG’
den GSH doniisiimii yapilabilmesi igin gerekli olan NADPH eritrositlerdeki

pentozfosfat yolundan saglanir. Bu tepkimede glutatyon peroksidaz enzimi katalizler.

GSSG + NADPH + H" GSH-PX 2 GSH + NADP"  (91).
—
FAD

GSSG’ den GSH’ye doniisiimii yeterli diizeyde yapilmazsa toksik maddeler
eritrositlerde birikerek oksidatif strese neden olur. Sonucta zar lipitlerine ¢esitli yapisal

proteinlere zarar verir (92).

NADPH’ in harcanmasiyla GSSG, GSH’a yeniden indirgenirken normal
olmayan eritrositlerde glukoz-G- fosfat dehidrogenozin eksikligZi NADPH’1in
azalmasina neden olarak glutatyon indirgenmesi azalir, eritrosit parcalanir, hemoglobin

oksitlenerek bozulur.



1.3.1.1. Glutatyon Metabolizmasi

24

Glutatyon Metabolizmasi

6856

NaoP +*

RSH

OXIDATION "
REDUCTION &

“RANSHYDROGENASES @ REDUCTASE m
PEROXIDASE @

ADP
(RS)Z HZOZ \ 02 N
X)//____ GLUTATHIONE (K]
0 s.mnsr\znasss " \( ADP+ p'i
) y-GLUTAMYL SYNTHETASE
)"GLU-CYS-GLY CYCLE

\\m

6L
y-6LU-CYSH
COM/UGA T/O/V . TRANSPEPTIDASE 0 \

PEP‘I’IOASE

ADHP
PROTE/NS
CYSH- GLY smmmszo
CYS GLY
CYSH
y- GLU AA GLU
a:r\;asz@ﬂ
ADP P,
cmownsrsnase
CYS-X Q §-QHOPROLINASE 6
mTRANSPEPTIDA‘IE AC}HLASEO 5-0XOPROLINE

y-OLU-CYSK  NAC-CYSX A

Sekil 11. Glutatyon metabolizmasi (93).
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GSH sentez yikimini igine olan reaksiyon (1-5) ve Meister dongiisii olarak
adlandirilan dongii ile aminoasitlerin hiicre zarindan transportu saglanir. GSH ve GSSG

yikimin1 saglayan gama glutamil transferaz (GGT), y- glutamil-sistein, glutamit,

methionin gibi aminoasitlere, suya veya glutatyona verilir. (Reaksiyon 3)

GSH, GGT ile etkileserek, y-glutamil siklo transferazin katkisiyla

aminoasitlere ve 5-okso—L-proline doniisiir. (Reaksiyon 4)

5-oksoprolinaz ATP ile 5 —okso-L-prolini, L-glutamata cevirir. (Reaksiyon 5)

Peptidaz, sisteinil gilisini tekrar sistein ve glisine ¢evirir. (Reaksiyon 6)
GSH ve GSSG bazi bilesiklerde konjuge olurlar ve olusan 5-konjugatlarin

glutamat kalintilar1 - glutamil transpeptidaz etkisiyle uzaklastirilir. (Reaksiyon 3)

Parcalanmay1 takiben meydana gelen dipeptit (Reaksiyon 6) asetilasyon ile

merkapturat’ a (Reaksiyon 8) doniisiir.

Hiicre icindeki GSH, GSH-PX enzimi ile GSSG’ ye doniisirken H,O,  ye
indirgenmektedir. (Reaksiyon 9)

GSH transhidrojenasyonla GSSG ye doniisiir. ( Reaksiyon 10) GSSG NADPH
varliginda rediikdaz’ 1n katalizi ile GSH’a doniisiir. (Reaksiyon 11)

GSH’in GSSG’ye doniisiimii i¢cin O, gerekli olup HO, olusmaktadir.
(Reaksiyon 12) (93).

1.3.1.2. GSH’ in Biyokimyasal Onemi
Glutatyon, hidrojen alip verebilme ozelliginden dolayr redoks olaylarinda,
cesitli enzim sitemlerinde, eritrositlerde hemoglobinin doniisiimsiiz oksitlenmesinde,

DNA ve protein sentezinde cesitli rollere sahiptir (94,95).

Glutatyon serbest radikallere karst organizmayr koruyan endojen bir

antioksidandir. Glutatyon (GSH) hiicrelerdeki serbest radikaller ile tepkimeye girerek
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GSSG’ye doniisiir, boylece hiicreyi serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 korur.

Hiicrede cesitli sebeplerle olusan serbest radikaller arttig1 zaman GSH konsantrasyonu

azalirken GSSG konsantrasyonu artmaktadir. Bu nedenle hiicrelerde GSH

konsantrasyonu azalip, GSSG konsantrasyonu arttiginda ¢esitli hastaliklarin habercisi

olabilmektedir (93).

Glutatyonun organizmadaki biyolojik gorevleri

1.

AN O T

Serbest radikal ve peroksitlerin yikimi
Proteinlerdeki —SH gruplarinin korunmas:
Organizmaya zararl bilesiklerin detoksifikasyonu
Aminoasitlerin membran transportunda yer almast
Disiilfit degisim reaksiyonlarina katilmasi

Bazi1 enzimler i¢in koenzim gorevi yapmasi.

1.3.1.3. Glutatyona Bagh Enzim Sistemleri

GSH oksijen metabolizmas1  sirasinda  olusan  zararh

bilesiklerin

detoksifikasyonunda GSH ve GSH’a bagli enzim sistemleri 6nemli olup asagida

Ozetlenmistir.
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Sekil12. Glutatyona (GSH )’a bagli enzim sistemleri (70).

Tiyol gruplart hiicre i¢inde indirgenmis haldedir. Sistein aminoasidi ve CoA’nin protein
sentezi ve bir takim enzimatik reaksiyonlar icin indirgenmis halde bulunmasi gerekir.

Tiyoltransferaz
RSSR + GSH > RSSG + RSH

Tiyoltransferaz
RSSG +GSH * , GSSG + RSH

Folmaldehit dehidrogenaz glikozilaza gelince, bu enzimler reaktif aldehitlerin
inaktivastonunu katalizlerler. Reaksiyon esnasinda glutatyon tiyol grubu ile aldehit

arasinda bir tiyohemiasetal tiirevi meydana gelir. Glutatyon tiirevi enzimatik reaksiyon
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ile bir tiyol estere doniistiiriilir. Bu doniisiimde aldehit grubunun yiikseltgenmesi,
karboksilik asit yiikseltgenme diizeyine esdegerdir. Kinetik c¢alismalarina gore
glutatyon formaldehit dehidrogenaz enziminin katalitik mekanizmasinda esas aktivator

olarak goriilmektedir (70).

1.3.1.4. Glutatyonun Tayin Yontemleri

1.3.1.4.A. Spektrofotometrik Yontem

Dokularda genis bir dagilim gosteren ve bazi dnemli biyolojik fonksiyonlara sahip GSH
ve tiirevlerinin miktar tayini caligmalart GSH’un ilk kesdildigi yillara dayanir. GSH
indirgenmis halde siilfidril ve oksitlenmis glutatyon (GSSG ) olarak da disiilfid
gruplarina sahip iki sekilde bulunur (82). GSSG’nin miktar tayini GSH’a gore daha
giictiir. Bunun nedeni de GSSG’nin normal hiicreler icinde ve diisiik miktarlarda
bulunuyor olmasidir. GSSG’nin tayini genel olarak GSSG’nin kimyasal elektrolitik ve
enzimatik olarak indirgenip GSH’a doniismesi ve olusan GSH iizerinden saptanmasi
esasina dayanir. Enzimatik indirgenme NADH veya NADPH tarafindan maya
glutatyon rediiktazi varliginda olusturulur. Daha sonra olusan GSH, 2-nitro-5-benzoik
asit ile kromoforik bir bilesik meydana getirir. Bu bilesigin 412 nm’de

spektrofotometrik olarak (ng) diizeyinde saptanmas1 miimkiindiir (70).

1.3.1.4.B. HPLC Yontemi

GSH, izokratik ters HPLC metodu ile tiimor hiicrelerinden saglanan biyopsi
materyalinde Olciilebilmistir. Materyal siilfiisalisilat ¢ozeltisi ile on islemden gecirilir.
GSH i¢in konjugatlarin1 elde etmek amaciyla monobromobiman kullanilir. Florosans
ozellikliGSH konjugatlar1 ters faz oktadesilsilan kolonundan elde edilir. izokratik
kosullar asetonitril/amonyumfosfat tamponu tetrabiitilamonyum hidroksit ile saglanir

(70).
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1.3.1.4.C. Fluorometrik Yontem

GSH ve GSSG’nin fluorometrik tayinini oftalaldehit florosans bilesik kullanilarak
gelistirimistir. Bu yontemde, glutatyon OPT ile pH:8 ve GSSG OPT ile pH:12’de
reaksiyona girer. GSH N-etilmaleimit ile kompleks meydana getirir. Bu durumda
GSSG’nin dl¢iimiinde GSH’1n girisimi engellenmis olur. Bu yontemde GSH ve GSSG
icin verim %91-100 oranindadir (70).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal
2.1.1. Deneyde Kullamlan insan Materyali

Calismamiz i¢in gerekli olan kan ornekleri, ¢cevremizde bulunan kisilerden ve Kafkas
Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Klinigine gelen Alzheimer teshisi konulmus
kisilerden temin edildi. Calisma yaslar1 65 ve 79 arasinda degisen 15 saglikli ve 15
alzheimer hastasi olmak iizere toplam 30 bireyde yapildi. Hasta ve kontrol grubundaki
kisilere tiim calisma hakkinda bilgi verildi. Hastalardan sabah a¢ karnina kan 6rnekleri
alinmadan Once Standardize Mini Mental Test (SMMT ) ve Klinik Demans Evreleme

Olgegi (Berg L 1984) uygulandi.

Hasta ve saglikli grup belirlendikten sonra Vena jugularis’ten 10 ml'lik EDTA’h
tiiplere alinan kan 6rnekleri 3500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek iistte kalan plazma
kismi kapakli polipropilen tiiplere alindi. Alinan bu plazmalar, manoldialdehit (MDA)
diizeyleri belirleninceye kadar -20 °C’de derin dondurucuda saklandi. Plazma kismi
ayrildiktan sonra altta kalan kirmizi kan hiicreleri {i¢ defa serum fizyolojik ile yikanarak
eritrosit paketleri hazirlandi. Bu eritrosit paketleri yine kapakli polipropilen tiiplere

alind1 ve GSH diizeyleri belirleninceye kadar -20 °C’de derin dondurucuda saklandi.

2.1.2. Calismada Kullanilan Aletler

. Spektrofotometre (Tecan Spectre III ,A 5082, Uniequip,Austria)
. Vorteks (Velp Scientifica, ZX, Italy)
. Santrifiij (Helius, Germany)
. Calkalayic1 (Heidolph promax 2020,Germany)
. Hassas terazi (Precisa 205A SCS Switzerland)
. PH metre (Orion, 420 A, USA)
. Manyetik karistiric1 (Niive, MK 318, Tiirkiye)
. Derin dondurucu (Argelik, 2560, Tiirkiye)
. Buzdolab1 (Arcelik, Tiirkiye)
. Ayarlanabilir otomatik pipetler (0.5-10 ml, 10-100 ml, 100-1000ml, Ependorf,



Varipette 4710, Germany)

. Is1 ayarlanabilir su banyosu (Clifton, England)

2.1.3. Calismada Kullanilan Sarf Malzemeleri

. Etanol (Merck)

. TBA (Sigma)

. TCA (Merck)

. DTNB (Sigma)

. Perchloric asit %60 (Merck)

. Trisma (Merck)

. KCI (Merck)

. NaOH (Merck)

. Na,HPO, (Merck)

. Vakumlu ve EDTA ‘I1 kan alma tiipleri ve igneleri (MN-2118M)
. 1.5 mI’'lik ependorf mikro santrifiij tiipleri
. Otomatik pipet uclari

. 10 mI’lik cam ve poly etilen santrifiij tiipleri

2.1.4. Caliymada Kullanilan Cozeltiler

- GSH Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler

Trisma
. 48.46 gr Trisma
. 1000 ml distile suda ¢oziiniir.

. PH HCl ile 8.9’a ayarlanir.
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TBA
. 0,67 gr TBA
. 60 ml % 10’luk perklorik asitte ¢oziiniir.
. 100 ml distile su ile tamamlanir.

. 4°C’ de saklanir.

% 10’luk TCA Cozeltisi
. 10 mg TCA

. Distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

DTNB Cozeltisi

. 0.099 gr DTNB

. 25 ml absolut metanolda ¢6ziiniir ve koyu renkli sisede dolapta saklanir.

-MDA Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler

TBA
. 0.67 gr TBA
. 60 ml % 10’luk perklorik asitte ¢oziiniir.
. 100 ml distile su ile tamamlanur.

. 4 °C’de saklanir.

% 10’luk TCA Cozeltisi

. 10 mg TCA

. Distile su ile 100 ml’ye tamamlanir
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Renk Ayiraci

. 3 kisim TCA +1kisim TBA

Serum Fizyolojik Su

2.2. Metod

Uygulanan metodlarin rutin hale getirilmesi i¢in arastirmaya baslamadan 6nce
gerekli 6n ¢alismalar yapildi. Arastirmadan daha iyi sonuglarin alinmasi amaciyla en
duyarl1 metodlarin kulanilmasma c¢alisildi. Hemolizat hazirlanmas1 metodlarda

belirtildigi gibi yapildi.

2.2.1. Plazma Lipit Peroksidasyonu (MDA) Tayini

Plazmada lipit peroksidasyonu (MDA) belirlemek icin Placer ve ark. (96)’nin

tanimladig1 spektrofotometrik yontem kullanildi.

2.2.1.1. Prensip

PH’in 3.4 oldugu aerobik bir ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA) ile iist
kistmdaki organik tabakanin 100 °C’de inkiibasyonu, lipit peroksidasyonunun sekonder
birer iiriinii olan (MDA) olusmaktadir. Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir
kompleks olusturur. Pembe rengin 532 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iilmesi ile

lipit peroksidasyonu saptanir.

Standart egri ¢izimi i¢in 1,1,3,3 tetraecthoxypropane’den 10 ml alindi. Daha sonra
10 ml Absolut etanolde ¢oziinerek +4 °C’de koyu renkli bir sisede saklandi. Bu stok
cozeltiden farkli konsantrasyonlarda calisma c¢ozeltileri hazirlanarak standart egri
cizildi. Belirlenen absorbans degerleri MDA standart egrisinden nmol/ml olarak

hesaplandi.
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2.2.1.2. Metod

Her tiipe 0,2 ml siipernatan iizerine 2 ml renk ayiract konuldu ve tiipler portiipe
yerlestirildi. Tiiplerin agizlarina tipa konularak 10 dk kaynar suda kaynatildi. Tiipler
kaynar sudan cikarildiktan sonra musluk suyu konulmus bir kapta 10 dk bekletilerek
sogutuldu. Kor icinde yine bir tiipe 0,2 ml serum fizyolojik ve 2 ml renk ayiraci (3
kisstm TCA +1kisim TBA) konuldu. Sonra tiipler 3500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Santrifiij isleminden sonra tiiplerin iizerindeki siipernatanttan 1ml alinip quartz tiipe
konularak 532 nm’de absorbans degerleri okundu. Spektrofotometre kore karsi

sifirland1 (96).

2.2.2. Eritrositte GSH Tayini

Eritrositte GSH diizeylerini belirlemek i¢in Sedlak ve Lindsay (97)’1nin tanimladig

spektrofotometrik yontem kullanildi.

2.2.2.1. Prensip

GSH’in Siilfidril grubunun asitte ¢oziinerek, tiyol grubunun enzimatik veya
kimyasal islemler ile Olgiilmesi bu bilesigin miktar tayininin temelini olusturur.

Belirlenen absorbans degerleri GSH standart egrisinden pmol/ml olarak hesaplanir.

2.2.2.2. Metod

0,1 ml homojenizat alindi. Uzerine 0,5 ml % 10’luk TCA konuldu ve 3500 rpm’de 5
dk santrifiij edildi. Stipernatanttan 0,5 ml alinarak iizerine 2 ml Tampon II konuldu ve
hazirlanan DTNB’den 01 ml konularak 5 dk bekletildi. 412 nm’de distile suya karsi
okundu. GSH standartlarida ayn1 protokol gerceklestirilerek calisildi ve standart egri
cizilerek miktar tayini yapildi (97).
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2.3. istatistiksel Hesaplamalar

Kontrol grubu ve deney grubu arasindaki fark SPSS 16,0 yazilimi kullanilarak One
sample t-testi ile analiz edildi. MDA ve GSH analiz sonucu p<0,01 anlamlilik diizeyi
olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

Onemli bir norolojik hastalik olan Alzheimer hastahiginin, kan lipit
peroksidasyonu (MDA) ve GSH diizeylerini nasil degistirdigini arastirmak i¢in yapilan
bu calismada kontrol ve deney grubu olmak iizere iki grup olusturulmustur. Gruptaki
her bir bireyin eritrosit GSH ve plazma MDA diizeylerinin ortalama ve standart

sapmalari sirasiyla cizelge 1. ve 2.’de sunulmustur.

Cizelge 1. Konrol grubu eritrosit GSH ve plazma MDA diizeyleri

Ornek no 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (11 |12 [13 |14 |15
MDA 7.72 | 7.50 [ 7.39 | 891 [ 8.48 | 6.74 | 7.61 | 7.83 | 8.69 | 8.37 [ 6.03 | 7.10 | 6.90 | 7.28 | 7.31
(nmol/ml)
GSH 577 | 6,83 [ 529 [ 6,78 [ 7,02 | 6,83 [ 5,19 | 6,25 | 6,68 | 5,82 [ 5,19 | 6,78 | 5,91 | 5,66 | 6,01
(umol/ml)
Cizelge 2. Hasta grubu eritrosit GSH ve plazma MDA diizeyleri
Ornekno | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [ 11 12 [13 |14 |15
MDA 543 (880 [ 11,96 | 1043 | 1359 | 11,52 [ 4,35 [ 6,52 | 7,17 | 8,80 | 10,98 | 8,26 | 9,46 | 7,06 | 7,83
(nmol/ml)
GSH 519 [ 490 [ 567 | 457 [562 [543 [586 649567823529 [7,65]6,06]0935]835
(umol/ml)

Calismada Alzheimer hastaligi olan grup ile saglikli grup karsilastirildiginda,
saglikli grupta GSH degeri 6,13+0,65 umol/ml, hasta grupta ise 6,30+1,43 pmol/ml
olarak tespit edilmistir. Yine saglikli grupta MDA degeri 7,59+0,78 nmol/ml iken hasta

grupta 8,81+£2,55 nmol/ml olarak bulunmustur

Alzheimer’ I1 grubun eritrosit GSH diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml bir artis (p<0,01) gostermistir. Ayni sekilde alzheimer’li grubun plazma

MDA diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli bir artis ( p<0,01) gostermistir.
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Kontrol ve deney gruplarina ait eritrosit GSH ve plazma MDA diizeylerinin

ortalama, standart hata ve gruplar arasindaki onemi ¢izelge 3’de sunulmustur.

Kontrol Deney
N X+ SD X+ SD P
MDA (nmol/ml) 15 7,59+0,78 8,81+2,55 0,00
GSH(umol/ml) 15 6,13£0,65 6,30+1,43 0,00

Cizelge 3. Gruplardaki eritrosit GSH ve plazma MDA degerlerinin istatistiksel olarak
karsilastirilmasi

N: Her gruptaki birey sayisi
X+ SD: Ortalama + Standart sapma

Ayrica gruplar arast GSH ve MDA diizeylerinin grafiksel olarak degisimi ise Sekil 13
ve 14’te gosterilmistir.

MDA (nmol/ml)
16

14

. /\

NV AV.N
NN = T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Birey sayisi
Sekil 13. Kontrol ve deney gruplarina gére MDA diizeyleri
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GSH(umol/ml)

10

9

AN

8

~ ——KONTROL
\4
4 ——DENEY

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Birey sayis1
Sekil 14. Kontrol ve deney gruplarina gore GSH diizeyleri
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4. TARTISMA VE SONUC

Serbest radikallerin fazla iretilmesi ya da antioksidan mekanizmalarinin
zayiflamas1 olarak tamimlanan ‘oksidatif stres teorisi’ Alzheimer hastaliginin
patolojisinde yer almaktadir (74). Beyinde oksidatif stres, artan protein oksidasyonu,

lipit perokdidasyonu, DNA ve RNA oksidasyonu olarak kendini gosterir (76).

Yapilan calismalarda Alzheimer hastalarinda lipid peroksidasyon diizeyleri ve
antioksidanlar degerlendirilmistir. Alzheimer hastaligi ile MDA ve GSH arasindaki
iliskiyi arastiran yayinlara bakildiginda MDA ile ilgili calismalara yeterli sayida
rastlanmis, fakat GSH ile ilgili yeterli caligmaya rastlanmamustir. Bu yiizden biz de bu
calismamizda Alzheimer hastaliginiin MDA ve GSH degerlerini ne 0Olciide
etkileyebilecegini arastirdik.

Serbest radikallerin hiicreye verdigi hasarin bir gOstergesi olan lipit
peroksidasyonunun siddetini belirleyen kriterlerden biri de MDA diizeyidir.
Literatiirlere gore Alzheimer hastalarinda MDA diizeyinin saglikli insanlara gore daha
yiikksek oldugu bildirilmistir (99). Calismamizda saglikli grupta MDA degeri 7,59 +
0.78 nmol/ml, hasta grupta ise 8,81 + 2,55nmol/ml olarak tespit edilmistir. Bu

calismada elde edilen MDA degerleri literatiir ¢calismalar ile benzerlik gdstermektedir.

Delibas ve ark. (2002)’nmin yaptig1 ¢alismada 26 alzheimer tiirii demans (DAT)
hastas1 secilip 5 yil ara ile minimental ruhsal durum muayenesi (MMSE) uygulanip,
MDA ve GSH-Px diizeylerine bakilmistir. Yapilan c¢alismada 5 yil sonunda bilissel
diizeylerde kotilesme ve MDA diizeyinde artis oldugu goriilmiistiir. GSH-Px
diizeyinde bir azalma gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak da DAT hastalarinda MMSE ve
MDA arasinda 6nemli bir korelasyon gozlenmistir (99). Bu calismada, MDA’ nin yas ve
hastaligin siddetine bagli olarak arttigi goriilmektedir. Biz de calismamizda bir defa
olmak iizere plazma MDA diizeyine bakip kontrollere gore 6nemli bir artis oldugunu
saptadik. Delibas ve ark.’min yaptig1 gibi bizde hasta grubumuz ile belirli bir yil

araligindan sonra tekrar plazma MDA diizeylerine baksaydik ayni artisi
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gozlemleyebilirdik. Caligmamizdaki hasta sayisinin az olmasi nedeniyle yas gruplari

olusturulamamis MDA ile yas arasindaki korelasyon kurulamamaistir.

Bermejo ve ark.(1997)'min yaptigi c¢alismada Alzheimer tipi demans
hastalarinda MDA diizeyleri kontrol gruplarina gore yiiksek bulunmustur (P<0.01).
Bunun sonucunda Alzheimer hastalarinda MDA konsantrasyonunlarinin oksidatif
hasarin bir belirteci olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (100). Yapilan bu
caligmada eritrosit ici MDA diizeyi yiiksek performansli sivi kromotografisi (HPLC) ve
Tiyobarbitiirik asit testi (TBA) yontemleri ile belirlenmistir. HPLC yonteminin TBA
yonteminden daha iyi oldugu da anlagilmistir. Calismamizda plazma MDA seviyesi

TBA testi ile degerlendirildi ve MDA seviyesinde énemli bir artis tespit edilmistir.

Casado ve ark.’min Alzheimer demans (AD) ve vaskiiler demans (VD)
hastalarinda lipit peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktiviteleri iizerine yapilan
calismada 50 AD, 50 VD ve 50 kontrol grubu olmak iizere 150 kisi {izerinde
calistlmistir. Her 3 gruptaki kisilerden; 65/74 yas arasi, 75/84 yas arasi ve 85/94 yas
arast olmak iizere 3 grup olusturulmustur. Alzheimer demans ve vaskiiler demans
hastalarinda yasa bagli antioksidan enzim seviyelerinin diistiigi MDA seviyesinin
arttig1 tespit edilmistir (P<0.001). Sonug¢ olarak oksidatif stresin beyinde onemli bir
hasara neden oldugu sonucuna ulasilmistir (101). Bizim calismamizda elde ettigimiz
sonu¢ Casado ve ark.’nin elde ettigi sonuctan daha anlamlidir. Bizim ¢alismamizdaki
bireyler orta seviyedeki Alzheimer hastalarindan, Casado ve ark’nin c¢alismasindaki
bireyler ise diisiik seviyedeki Alzheimer hastalarindan olustugu icin boyle bir sonuca

ulasilmustir.

Aybek ve ark. (2006) Apo E-4 alleline sahip gec¢ baslangicli Alzheimer
hastalarinda oksidan- antioksidan dengesinin arastirildigi ¢alismada; MDA diizeyinin
Apo E-4 allelin grup ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmustur
(P<0.0001) (102). Bizim c¢alismamizda elde ettigimiz fark daha anlamlidir. Bunun
nedenini Kars’ta yasayan bireylerin daha fazla et agirlikli beslenmeleri, Denizli’de
yasayan bireylerin ise daha fazla bitkisel agirlikli beslenmeleri olabilir fakat

calismamizda Apo E-4 allelli grup belirlenerek ¢alisilmamustir.
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Zhiyeou ve ark.(2008) Atorvastatin tedavisinin Alzheimer hastalarindaki
oksidatif stres iizerindeki etkisinin arastirildigl ¢alismada hastalar 4 gruba ayrilmistir.
Normal kan lipit diizeyindeki Alzheimer hastasi (A), yiiksek kan lipit diizeyindeki
Alzheimer hastast (AH), atorvastatin tedavisi goren normal kan lipit diizeyindeki
Alzheimer hastast (AT), atorvastatin tedavisi goren yiiksek kan lipit diizeyindeki
Alzheimer hastast1 (AHT). Bu gruplardaki MDA diizeylerine bakilmis ve sonugta en
diisik MDA diizeyi atorvastatin tedavisi goren normal kan lipit diizeyinde oldugu
gozlenmistir (103). Bu calisma sonucunda MDA, kan lipit diizeyi ile artmakta ve
atorvastatin tedavisi MDA diizeyinin ise azalmis oldugu anlagilmistir. Calismamizda
kan lipit diizeyleri belirlenerek bir degerlendirme yapilsaydi daha net sonuglara
ulasilabilirdi. Kars’ta yasayan hastalarimizin kan lipit diizeyleri, hayvansal kokenli
gidalarla beslendikleri i¢in yiiksek olacagindan bu beslenme tutumunun MDA

diizeylerinin yiiksek olmasina yol agabilecegini diisiinmekteyiz.

Baz1 calismalar Alzheimer hastalarinda GSH seviyesinin saglikli insanlara
oranla daha diisiik oldugunu bildirmektedir. Alzheimer hastalarinda serbest radikallerin
etkisi sonucu antioksidan kullanimi artmakta, bunun sonucunda da antioksidanlarin
diizeylerinde azalma oldugu bildirilmistir (2). Calismamizda da GSH degerlerinde bir
artis oldugu gozlenmistir. Saglikli grupta GSH degeri 6,13+0,65 umol/ml, hasta grupta
ise 6,30+1,43 umol/ml olarak tespit edilmistir. Alzheimer hastaliginda astetilkolin
seviyesi diisiisiine bagli olarak glutatyon diizeyinde de azalma olmasi beklendigi
bildirilmektedir (104). Buna bagh olarak calismamiza katilanlarda kullanilan ilaglarin
asetilkolin diizeyini yiikseltmesi ve bu yiikselen asetilkolinin glutatyon sentezi i¢in
gerekli olan sistein amino asidini saglamasi ile glutatyon sentezinin artmis olacagi
diistiniilmektedir. Bunun disinda ¢alismaya dahil edilen hastalarin besin tiiketim
aliskanliklarindaki farkliliklarin da glutatyon diizeyini etkiledigi goriilmektedir. Ayrica
serbest radikaller hastalik olusmasinda etkili olduguna gore organizmada serbest
radikallerin zararh etkilerini ortadan kaldirmak icin glutatyon seviyesinin buna paralel

olarak artabilecegi diisiiniilebilir.
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Sonug olarak Alzheimer hastaliginin lipit peroksidasyonuna neden olarak MDA
seviyesini arttirdigi tespit edildi. Alzheimer hastaligi antioksidan seviyesini
azaltmaktadir fakat kullanilan ilaglarin asetilkolin diizeyini yiikselterek GSH seviyesini

arttirdigi tahmin edilmektedir.
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