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Vil

ONSOz

Diinya niifusunun hizla artmasina bagl olarak gida ihtiyaci her gegen gun daha da
artmaktadir. Artan gida ihtiyacinin karsilanabilmesi i¢in tarim alanindan elde edilen
tirlinlerin veriminin yiliksek ve daha iyi korunur olmasi gerekmektedir. Modern
tarimda son 50 yil icerisinde ¢esitli hastalik ve zararlilara kars1 kimyasal ilaglarin
kullaniminin kolay, pratik ve etkili olmasina bagl olarak pestisitlerin kullaniminin

arttig1 goriilmektedir.

Pestisitler, bitki ve hayvanlardaki herhangi bir zararlinin kontroliinde ya da bu
zararlimin hayvan ve bitkilere verebilecegi zararin Onlenmesinde kullanilan
maddelerin karisimidir. Giiniimiizde 1000°den fazla aktif maddenin karisimu ile elde
edilen yaklasik 35.000 civarinda pestisit preparatt mevcuttur. Dogada kimyasal
kirlenmeye neden olan pestisitler, insan sagligin1 dogrudan ya da dolayli olarak

onemli olgiide tehdit eder durumdadir.

Klorprifos-etil (CPF); bahge, tarim ve orman zararlilarina karsi yaygin olarak
kullanilan bir organofosfatli pestisit olup, insanlar ve diger canlilarin bu maddeye
maruz kalma potansiyeli oldukga yiksektir. Son yillarda kullanimlar1 artan
nikotinoidler ve fiproniller gibi bir¢ok organofosfatli pestisitlerin merkezi sinir

sistemi iizerine olumsuz etkilerinin oldugu bilinmektedir.

Organofosfatlilarin detoksifikasyonu, yiiksek dansiteli lipoproteinler (HDL) Uzerinde
yer alan paraoksonaz enzimi (PON1) tarafindan gergeklestirilmektedir. PONL,
Alzheimer ve Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarin teshisinde kilit bir enzim
haline gelmistir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda, Kafeik asit fenetil ester’in
(CAPE) norodejeneratif bozukluklar1 onledigi ve norolojik hastaliklarin tedavi

siirecine katkis1 olabilecegi lizerinde durulmaktadir.

Yapilan bu caligmada, organofosfatli bir pestisit olan CPF ile deneysel Parkinson
olusturulan farelerde total oksidan kapasite (TOK), total antioksidan kapasite (TAK)
paraoksonaz (PONL1) aktivitesi, lipid profili ve total sialik asit (TSA) Uzerine Kafeik

asit fenetil ester’in (CAPE) koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglandi.



Vil

Doktora egitimim siiresince degerli bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan,
karsilagtigim giicliiklerin giderilmesinde ilgi ve yardimlarii hi¢ bir zaman
esirgemeyen ve beni hep daha da ilerilere gitmek icin cesaretlendiren saygi deger
danisman hocam Dog¢. Dr. Mahmut KARAPEHLIVAN’a, degerli hocalarim Prof.
Dr. Saban MARASLI ile Biyokimya Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Ayla
OZCAN’a, Prof. Dr. Mehmet CITIL’e, Dog. Dr. Emine ATAKISI, Yrd. Dog. Dr.
Metin OGUN ve Yrd. Dog¢. Dr. Oguz MERHAN’a, istatistiksel hesaplamalarda
yardimmi gordiigiim Dog. Dr. Asim KART’a, doku 6rneklerinin incelenmesinde ve
degerlendirilmesinde yardimlarini esirgemeyen Dog. Dr. Musa KARAMAN ve Yrd.
Doc. Dr. Hacer Ece OZCAN’a, c¢aliymanin farkli safhalarinda yardimlarim
gordiigiim Aras. Gor. Inan KAYA ve Aras. Gor. Abdiilsamet KUKURT e, Kafkas
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanlig1’na, yasamimin her
doneminde manevi desteklerini esirgemeyen ve hep yanimda hissettigim ailemin tiim
bireylerine ve “bu calismada katkim var” diyen herkese tesekkiirlerimi sunmay1 bir

borg bilirim.



1. GIRIS ve GENEL BILGILER

1.1. Pestisitler
1.1.1. Tanim ve Siniflandirma

‘Pest’ ad1 verilen zararlilarla miicadelede kullanilan kimyasal ve biyolojik maddeler
olan pestisitler, veteriner hekimlikte ve tarimsal miicadelede i¢ ve dig parazitlere
kars1 koruyucu amaglarla yaygin olarak kullanilmaktadir (56). Pestisitler genellikle
daha fazla trun elde etmek amac ile tarim Grinlerine zarar veren bdceklerin ve

hastalik etkeni olan cesitli vektorlerin kontroliinde sik¢a kullanilan maddelerdir (2).

Havadan ¢ok diisiik miktarlarda uygulanan pestisitler, sulara ve topraklara oradan da
bitki ve hayvanlara gecerek besin zincirine ulagabilmektedir. Sudaki biiylik canlilarin
daha kiiciik canlilar1 yemesi ve kalinti iceren maddeleri hayvanlarin yemesi ile
bunlarda olusan birikim, besin zincirinin son halkasinda bulunan insanda kalinti
diizeyi ¢cok daha yiiksek ve yogunlagsmis olarak ortaya cikar. Dogada goriilen bu
kalintinin gida zincirinde ve canlilarda giderek artmasi olayina biyokonsantrasyon
denir (31, 97).

Pestisitlerin insan ve hayvanlara zararli etkileri iki sekilde olmaktadir. Birincisi;
dogrudan dogruya pestisitlerin viicuda alinmasi ile olusan akut zehirlenmeler,
ikincisi; pestisit tiretimi ve uygulama alanindaki ¢alismalara bagli olarak ya da
gidalardaki kalintilarin az oranlarda defalarca alimi ile ortaya c¢ikan kronik
zehirlenmelerdir. Pestisitler viicuda alindiginda enzimlerin etkisi ile metabolize
edilerek disariya atilmaktadir. Ancak belirli bir kismi1 da birikerek kronik

zehirlenmeleri olusturmaktadir (20, 97).



Pestisitler, hedefledikleri tiirlere gore agsagidaki gibi siniflandirilmaktadir (108).

a) Insektisit : Bocek olduriici

b) Akarisit  : Akarlar dldiiriicii

c) Nemasit  : Nematod olddrdci
d) Mollusit  : Yumusakca 6ldarcu
e) Rodentisit : Kemirgen oldirtci
) Avisit : Kus oldirtci

g) Afisit > Yaprak biti oldiricu
h) Fungusit  : Mantar 6lddrdci

i) Bakterisit  : Bakteri 6ldUrGcu

j) Herbisit  : Yabanci ot 6ldiiriicii
k) Algisit : Alg olduricu

1.1.2. Insektisitler

Pestisitlerin hedef olarak uygulandiklan tiirler arasinda en Onemlilerinden biri de
boceklerdir. Istenmeyen bdceklerin yok edilmesini saglayarak tarim fiiriinlerinin
korunmasima yarayan insektisitler, hastalik yapict vektorlerin kontroliinii de
saglayarak gerek c¢evre, gerekse halk sagligit bakimindan olduk¢a faydali
olmaktadirlar (94).

Zararli boceklerle miicadelede 4 temel insektisit grubu yaygin olarak kullanilmakta

olup, bunlar kimyasal yapilarina gore asagidaki gibi siniflandirilmaktadir (108).

(a) Organoklorinli (Organik Klorlu) Insektisitler: Diklorodifeniltrikloretan (DDT),
Dieldrin, Aldrin.

(b) Piretroid Insektisitler: Deltameltrin, Spermetrin, Permetrin.

(c) Karbamatli Insektisitler: Karbaril, Karbofuran, Karbosulfan.

(d) Organofosfatli (Organofosforlu) Insektisitler: Klorprifos, Parathion, Diklorvas,



1.1.2.1. Organofosfath (Organofosforlu) insektisitler

Organofostatlh insektisitler en ¢ok kullanilan pestisit grubu olup, pestisitlerin 6nemli
bir kismimi olusturmaktadir. Giinlimiizde yaklasik olarak 200’iin {izerinde
organofosfatli insektisit bulunmaktadir. Organofosfatli insektisitler; fosforik,
fosfonik, fosforotioik ve fosfonotioik asitlerin ester, amid ve tiyol ttrevleridir. Genel
formalleri Sekil 1.1°de verilmistir (176).

N
e

Sekil 1.1. Organofosfatlarin genel formiilii (176).

O (veya S)

|
P X

Organofosfatli insektisitlerin 6nemli bir kismi, Almanya’da Gerald Schrader
onderliginde bir grup kimyager tarafindan sentezlenmistir. Bu maddelerin son derece
toksik oldugu anlasilmig ve bunlarin bir kismi II. Diinya Savaginda Nazilerin
kontroliinde kimyasal savag silah1 olarak kullanilmistir. Etkin kimyasal silah olan ve
sinir gazi olarak nitelendirilen tabun ve sarin’in sentezi sir olarak saklanmistir. Sinir
gazi adi verilen bu tiir organofosfatli bilesiklerin memelilere toksik oldugu
anlasildiktan sonra insektisit 6zelliginin de oldugu anlasilmis ve bu amagcla tetraetil
pirofosfat (TEPP) sentezlenmistir. Gerald Schrader 1944 yilinda daha dayanikli bir
bilesik olan parathion ve oksijen analogu paraoksonu sentezlemistir. II. Diinya
savagindan sonra da organik yapidaki pestisitlerin {iretimi ve kullanimi 6nemli

ol¢iide artmistir (172).



1.1.2.1.1. Organofosfath Insektisitlerin Etki Mekanizmasi ve Detoksifikasyonu

Organofosfatl insektisitlerin etki mekanizmasi asetilkolinesteraz enziminin (AChE)
inhibisyonuna dayanmaktadir. Asetilkolinesteraz; asetilkolini, kolin ve asetik asite
parcalayan norotransmitter olup merkezi ve periferik sinir sisteminde, néromuskuler
kavsaklarda ve eritrositlerde bulunmaktadir. Kolinerjik sinir kavsaklarinda
asetilkolin miktarinin artmasi, diiz kaslarin kasilmasina ve salgt bezlerinin salgi
yapmasina sebep olmaktadir. Merkezi sinir sisteminde yiiksek miktarda biriken
asetilkolin  duyusal ve davranigsal bozukluklara, motor fonksiyonlarin

baskilanmasina ve solunum yetmezligine yol agmaktadir (45).

Bir¢ok organofosfatli pestisitin yapisinda fosfora c¢ift bagli siilfiir atomu yer
almaktadir. Organofosfatlarin toksik hale gelmeleri i¢in metabolik aktivasyon ile
oksonlara doniismeleri, yani yapilarindaki P=S grubunun P=0O grubuna doniismesi
gerekmektedir. Ciinkii yalnizca yapisinda P=O grubu bulunan organofosfath
bilesikler asetilkolinesterazi baskilayabilmektedir. Oksidatif desiilfiirasyon adi
verilen ve karacigerde mikrozomal sitokrom P450 enzimleri tarafindan katalizlenen
bu biyotransformasyon reaksiyonu sonucunda organofosfatli pestisitler toksik hale

gelmektedir (39).

Organofosfatlarin  toksisitesi,  asetilkolinesterazin  inhibisyonundan  dolay1
asetilkolinin birikmesinden kaynaklandig1 ic¢in asetilkolinin fazlaligi, kolinerjik
reseptorler ile asetilkolinin etkilesimine bagli olarak baglayan olaylart olumsuz yonde
etkilemektedir. Bu durum, merkezi ve periferal sinir sisteminde ndronal gecisin
bozulmasina neden olmaktadir (83, 95). Bunun yami sira organofosfatlar, merkezi
sinir sisteminde 6grenme ve hafiza fonksiyonlarini da igeren bir¢ok ndropatolojik
olusumlara yol ag¢maktadirlar. Ciinkii bu kimyasallarin hedefi, korteks ve
hipokampiisteki sinirsel uyarilabilirligin ana diizenleyicisi olan GABAerjik ve

kolinerjik sistemlerdir (30).

Organofosfatlarin  biyolojik etkilerini beynin ve diger dokularin hiicresel

bilesenlerine dzellikle elektrofilik saldir1 yaparak gosterdigi one siiriilmektedir (152).



Bu tlr olaylar 6zellikle lipid igerigi ve oksijen gereksinimi yuksek, noronal hicreleri
yenilenemeyen beyinde olumsuz sonuglara neden olabilmektedir (97). Organofosfatli
insektisitler motor fonksiyonlar1 olumsuz yonde etkilemekte ve bu maddelere maruz
kalma ile Parkinson hastaligi arasinda bir iligski oldugu bildirilmektedir (46, 122,
139). Parkinson hastaliginda oldugu gibi kolinesteraz aktivitesinin inhibisyonu ile
motor fonksiyonlarin gdrevini yapamadigi icin Parkinson semptomlar: siddetli

olmaktadir (27, 131).

Organofosfatlarin detoksifikasyonu, plazmada paraoksonaz (PON1) gibi A-esterazlar
tarafindan katalizlenen hidroliz reaksiyonu ve asetilkolinesteraz, butirilkolinesteraz
ve Kkarboksilesteraz gibi B-esterazlara stokiyometrik baglanma reaksiyonlari
icermektedir (63).

1.1.3. Klorprifos-Etil

Kimyasal ismi: O,0-diethyl O-3,5,6-trichloro-2-pyridyl phosphorothioate
Ampirik formal: Cg Hyy Cliz NO3 PS

Molekiil agirligi: 350.57

CAS Numarasi: 2921-88-2

Erime noktasi: 41 — 42 °C

Buhar basinci: 2.5 mPa 25 °C

Suda ¢oziimiirliigii: 2 mg/L 25 °C

Dermal LDsg: Rat (erkek) 202 mg/kg, Rat(disi) 135 mg/kg

Diger solventlerde ¢oziiniirliigii: Benzen, aseton, kloroform, karbon disulfid, dietil

eter, ksilene, metilen klorid, metanol, etanol.

Diger isimleri: Brodan, Detmol UA, Dowco 179, Durshban, Empire, Eradeks,
Lorsban, Pageant, Stipend, Priban 4, Pridane, Prinex (52, 176).
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Sekil 1.2. Klorprifosun kimyasal formuli (52).

Cl

Kapali formiilii Cg Hi; Cli3 NO3 PS ve kimyasal adi O,0-diethyl O-3,5,6-trichloro-2-
pyridyl phosphorothioate olan CPF’nin bdcek éldurici etkisi ilk defa 1965 yilinda
anlasilmis ve daha sonra yaygin bir sekilde kullanilmaya devam edilmistir. Beyaz
kristaller halindeki bilesik, kuvvetli alkalilerde hidrolize olmakta, nétr veya hafif asit
ortamda uzun siire bozulmamaktadir. Temas, mide zehiri ve gaz etkili bir insektisit

olup, penetrasyon yetenegi iyidir. Zehirlilik smifi 11°dir (52, 176).

Baslangicta immatiir gelisimin larval evresinde sivrisinekleri Oldiirmek ig¢in
kullanilmis olan CPF, hamam bocegi, karinca, bit, pire, larva ve termitleri de igeren
birgok degisik boceklerin kontroliinde etkilidir. CPF tohum, pamuk, c¢ayir, meyve,

findik, sebze ve ekinlerde insektisit olarak kullanilmaktadir (52).

Klorprifosun bir insektisit olarak 6nemi; yiiksek biyolojik aktivitesi ve kisa yari
omrinden kaynaklanmaktadir. Diger organik fosfatlarda oldugu gibi, etkinin temel
prensibi asetilkolinesterazin fosforilasyonu ve bunu takip eden inaktivasyonudur
97).

1.1.3.1. Klorprifosun Metabolizmasi ve Eliminasyonu

Klorprifosun da yer aldigi fosforotionat esterleri (P=S bagi igerirler) karisik
fonksiyonlu oksidazlar tarafindan P=0O bagina sahip hale getirilirler. Bu oksidazlarin
etkisiyle CPF’den, klorprifos-okson adi verilen bir bilesik meydana gelmektedir.
Meydana gelen bu reaksiyonla, zayif antikolinesteraz aktivitesine sahip bilesikten
daha giclu antikolinesteraz aktivitesine sahip bir bilesik meydana gelmis olmaktadir
(79, 162).



Antikolinesteraz aktivite gosteren organofosfatlar tersiyer esterler olup, hidrolitik
parcalanmaya hassastirlar.  Klorprifos-oksonu  A-esterazlar ve B-esterazlar
pargalamaktadir. Klorprifos-okson; pseudokolinesteraz, karboksilesteraz gibi B-
esterazlar1 inhibe edebilir. Bu enzimlere baglanan ilag artik asetilkolinesterazi inhibe
edememektedir. Dolayisiyla antikolinesteraz bilesikleri igin bir detoksifikasyon yolu

saglanmis olmaktadir (162).
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Sekil 1.3. Klorprifosun metabolizmasi (52).

Klorprifosun metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan triinler vicuttan idrarla, daha az
olarak diskiyla atilmaktadir. Metabolizma sonucu viicuttan atilim; 3,5,6-trikloro-2-
piridil fosfat, 3,5,6-trikloro-2-piridinol ve degisiklige ugramamis CPF seklindedir
(52).

1.1.3.2. Klorprifosun Norotoksisitesi ve Oksidatif Hasar

Klorprifos toksisitesinde esas mekanizma, klorprifos-okson tarafindan sinir
kavsaklarindaki Asetilkolinesteraz’in (AChE) aktif bolgesinde bulunan serin
hidroksimetil biriminin fosforillenmesidir. Asetillenmis enzim hizli bir sekilde asetik

asit ve koline parcalanirken, fosforillenmis enzim ise yiiksek derecede stabildir.



Hatta baz1 olgularda fosfor atomuna eklenen gruplara bagl olarak irreversibl olarak
inhibe edilmektedir. Serin’in hidroksil grubu fosforil birimi ile bloke edildiginde
artik enzim asetilkolin’i (ACh) hidrolize edemez (69). Son yillarda gergeklestirilen
caligmalarda, bazi organofosfatli insektisitlerinin AChE inhibisyonu yani sira reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) iiretimini de arttirdiklar1 ve bdylece oksidatif doku hasarina

neden olduklart gosterilmistir (51).

Organofosfatl pestisitler lipofilik olduklarindan dolayi, lipid oran1 yiiksek organ ve
dokularda birikme egilimindedirler (161). Nitekim Hunter ve ark. (86)’lari, CPF
metabolitlerinin  beyinde karacigere gore bes kat daha fazla biriktigini
gostermislerdir. Dolayisiyla sinir sistemi CPF toksisitesine yliksek oranda maruz
kalacaktir (87, 162). Merkezi sinir sistemi, viicuttaki diger sistemlere ve organlara
nazaran oksidatif hasara daha duyarhidir. Bunun olast nedenleri su sekilde

Ozetlenmektedir (162).

a) Beyin, viicut oksijeninin % 20’sini kullanir. Oksijen iiriinleri toksik
olduklarindan dolayr noronal dokular diger organ ve dokulara kiyasla

oksidatif hasara daha agiktir.
b) Beyinde oksidatif metabolik aktivite hiz1 yiiksektir.

c) Onemli antioksidan enzim seviyelerinin beyinde diisiik olmas1 nedeniyle

beynin oksidatif hasara kars1 koyma yetenegi sinirlidir.

d) No6ronal membran fosfolipidleri, kolayca okside olabilen linoleik asit ve
arasidonik asit gibi poliansatiire yag asitlerini yliksek konsantrasyonlarda

icermektedir.

Insanlar igin néroteratojenik etkilerinin oldugu bilinen CPF’nin, deneysel hayvan
modellerinde beyin hiicre gelisimi ve organogeneziste uygulanmasi néron kaybi ve
sonucta sinaps olusumu ile sinaptik aktivitede anormalliklere sebep oldugu

bildirilmektedir. Zira biligsel fonksiyon i¢in kolinerjik yollar ¢ok dnemlidir (15, 155).



Yapilan bazi ¢calismalarda, CPF’nin akut ve tekrarlayan diisiik dozlarda uygulanmasi
bazi noérodavranig degisimlerini indiikledigi bildirilmektedir (8, 10). Noronal
gelisimin oldugu ¢ocukluk dénemi, organofosfatli pestisit ndrotoksisitesi agisindan
son derece 6nemlidir. Benzer sekilde CPF’nin, ¢ocuklarda mental ve davranis sagligi
bozukluguna neden olan gelisimsel bir ndrotoksik ajan oldugu bildirilmektedir (112,
155). Yapilan bir ¢alismada, CPF’nin erigkin siganlarda kisa siireli hafizada, doza

bagli olan ve uzun donemde sonlanan bozukluklara sebep oldugu bildirilmistir (159).

Klorprifos maruziyeti ile Parkinson Hastalig1 (PH), hafiza kayb1 ve norolojik gelisim
bozuklugu arasinda bir iligski oldugu ve bu bozukluklarin her tigiiniin de dopaminerjik
noron sayilarindaki azalmaya bagli olarak gelisebilecegi bildirilmektedir (46, 139).
Bir vaka calismasinda, organofosfat zehirlenmesiyle hastanelere bagvuran hastalarin
bir kisminda ilerleyen donemde lokal distonilere rastlanmis, bunlarin bazilarinda
tipik parkinsonizm bulgulari saptanmistir (95). Benzer sekilde, CPF veya CPF ailesi
organofosfatlara maruziyet ile PH’nin artma riski arasinda bir iliski oldugunu

gosteren degisik epidemiyolojik ¢alismalar mevcuttur (47, 122).



10

1.2. Parkinson Hastahig:

Parkinson Hastalig1 (PH), ilk kez Ingiliz bilim adami James Parkinson tarafindan
1817 yilinda titrek felg (shaking palsy) adiyla tanimlanmis olup titrek felg terimi,
titremenin goriildiigli basit felg ya da felce ait olmayan anormal durumlar
tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (47). PH basta substantia nigra olmak iizere bazal
ganglion dejenerasyonuna bagli motor davranislarda bozukluklarin gozlendigi klinik
bir durumdur. PH beyinde substantia nigra pars compacta’dan corpus striatuma kadar
uzanan dopaminerjik ndronlarin kaybina bagl olarak dopamin miktarinin azalmasi
ile karakterize edilir (41, 143). Parkinson Hastaligi, motor hareket bozuklugu ile
seyreden hastaliklar arasinda en sik goriilen, kronik ve ilerleyici nitelikli
norodejeneratif bir hastaliktir. Bu hastalikta kas etkinliginde azalma ile birlikte
istemsiz titrek hareketlerin olustugu, gévdenin 6ne dogru biikiildiigli ve hastanin

yiuriir adimdan kosar adima gegmeye egiliminin arttig1 bildirilmektedir (41).

1.2.1. Parkinson Hastahig ve Dopaminerjik Sistem iliskisi

Dopamin (DA), viicutta adrenalin ve noradrenalin biyosentezi sirasinda agiga ¢ikan
bir ara iiriin olup, beyin sapinin {ist kisimlarinda ndrotransmitter olarak gorev yapan
bir katekolamindir. Katekolaminler, tirozin aminoasitinden sentez edilmektedir.
DA’nin baslica kaynag1 olan dopaminerjik noronlar, diensefalon, mezensefalon ve
olfaktori bulb’da lokalize olmuslardir. Beynin toplam dopaminerjik hiicre sayisinin
% 90’1, mezensefalonda bulunan dopaminerjik noronlar olusturmaktadir
Mezensefalik dopaminerjik sistem, nigrostriatal, mezolimbik ve mezokortikal

dopaminerjik sistem olmak iizere tige ayrilmaktadir (153).
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Sekil 1.4. insan beyninde dopaminerjik yollar (153).

Dopaminerjik noronlar; motor davranig, motivasyon ve hafizada etkin rol
oynadigindan, dopamin diizenlenmesi hem mental hem de fiziksel saglikta 6nemlidir.

Dopaminerjik hiicre kayb1 ile iliskilendirilen en 6nemli norodejeneratif hastalik ise

PH’dir (153).

PH’da beyin dopamin seviyesinde 6nemli derecede bir diisiis meydana gelmektedir.
Bu diistis hiicre govdeleri SNpc’de yerlesmis, aksonlari ve sinir terminalleri
striatumda bulunan dopaminerjik ndronlardan olusan nigrostriatal dopaminerjik

yollarin dejenerasyonundan kaynaklanmaktadir (47, 163).
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Sekil 1.5. Dopamin metabolizmasi (59).

1.2.2. Parkinson Hastahigr’nin Klinik Bulgulari

Parkinson Hastaligi’'nda goriilen temel motor bozukluklar; istirahat tremoru,
hareketlerin olmamasi ve yavaslamasi (Akinezi/Bradikinezi), rijidite ve hastaligin
daha ileri evrelerinde ortaya ¢ikan postiiral bozukluklar (postiiral reflekslerin kaybi)
olarak siralanabilir (163).

1.2.3. Parkinson Hastaligi’m1 Etkileyen Faktorler

a-Yas: Parkinson Hastaligi, Alzheimer Hastaligi’ndan (AH) sonra gelen en yaygin
norodejeneratif hastalik olup, 60 yas {sti populasyonun yaklasik %1 ni
etkilemektedir. Ileri yas, PH icin en onemli risk faktorlerinden biridir. Hastaligin
yaglanmanin hizlanmis bir sekli olabilecegi, yasla birlikte artan nigral hiicre
yipranmasinin 60 yasin iizerindekilerde giderek artan semptomlarin baglamasina ve

ilerlemesine neden oldugu goriisleri ortaya atilmistir (86, 138).
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Erigkinler hatta cocuklar da etkilenebilse de PH genellikle 55 yasin Uzerindeki
insanlarda gorulmektedir (11). 20 yasindan Once bagslayan olgular ‘Jivenil
Parkinson’ olarak tanimlanmakta ve genellikle kalitsal olan Jiivenil Parkinsonizm’de

farkli bir nigral dejenerasyon goriilmektedir (144).

b-Cinsiyet: Calismalarin ¢ogunda, PH’nin prevalansi erkek ve kadinlar arasinda
onemli bir farklilik gostermemektedir. Ancak ayni yas grubundaki kadin ve erkekler
karsilastirildiginda, erkeklerde hastaliga yakalanma riskinin 1,5 kat daha fazla oldugu
tespit edilmistir (177).

c-Genetik Faktorler: Bir¢ok c¢alisma ile Parkinson hastalarinin birinci derece
akrabalarinda PH gelisme riskinin 2-3 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Ozellikle vaka kontrol ¢alismalarinda Parkinson sikliginin yakin akrabalarinda PH
olanlarda olmayanlara gore daha fazla olmasi hastaligin genetik yatkinlikla ilgili

olabilecegini diisiindiirmektedir (132, 170).

d-Cevresel Faktorler: Bir¢cok ¢alisma PH’da g¢evresel faktorlerin rol oynadigini
ortaya koymaktadir. Caligmalar aralarinda pestisitlerin de bulundugu bircok
maddenin nigrostriatal yolda dopaminerjik hiicrelerin selektif hasarina neden oldugu
kaydedilmektedir (151). Kirsal yasamin 6zellikle erken baslangich Parkinson riskini
artirdigr bildirilmekte ve kirsal yasamin yani sira kuyu suyu kullanimi, endiistriyel
bilesiklere maruziyet ve tarim endiistrisinde ¢alisanlarda pestisit ve herbisitlere

maruz kalmanin PH gelisme riskini arttirdigi bildirilmektedir (18, 151).

Nikotinoidler ve fiproniller gibi, yeni kullanima giren pek ¢ok pestisitin merkezi sinir
sistemi etkileri oldugu ve pestisit maruziyetine bagli olarak gelisen kronik sinir
sistemi hasarmin en sik goriilen seklinin PH oldugu bildirilmektedir (99). Siganlar
tizerinde lipofilik 0Ozellie sahip pestisitlerden rotenon maruziyeti sonucu
mitokondrial kompleks-I’in inhibe oldugu, pestisit maruziyetinin PH’nin
ndrokimyasal, anatomik, davranigsal ve ndropatolojik belirtilerinin gelisiminde etkili

oldugu ifade edilmektedir (19).
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1.2.4. Parkinson Hastah@’min Norokimyasal ve Noropatolojik Ozellikleri

Parkinson Hastaligi’'nin patolojik belirteglerinin  en 6nemlisi nigrostriatal
dopaminerjik noronlarin %350-70 oraninda kaybidir. Hiicre goévdeleri SNpc’den
putamene uzanan bu néronlar néromelanin (NM) icermektedir (41). Semptomlarin
baslangicinda SNpc dopaminerjik noronlarin %60°1 kaybedilirken putamende bu
oranin %80’¢ vardigi goriilmektedir. Bunun sonucunda SNpc’de oldugu kadar
striatumda da dopamin (% 80) ve onun metabolitleri olan homovanilik asit (HVA) ile
3,4-dihidroksi fenil asetik asitin (DOPAC), DA’nin biyosentetik enzimi tirozin
hidroksilazin (TH) ve dopamin tasiyicisinin (DAT) azaldig tespit edilmistir (41, 49).

PH ile iliskili dopaminerjik néron kaybinin, normal yaslanmada goriilen modelden
farkli olarak karakteristik bir topolojisi vardir. PH’da normal yaslanmaya goére noron
kaybmin hizi ve yogunlugu daha fazladir. Normal yaglanma sirasinda SNpc’nin
dorsomedial yani etkilenirken, PH’da hiicre kayb1 SNpc’nin ventrolateral ve kaudal

bolgelerinde yogunlagsmaktadir (41, 65).
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Sekil 1.6. Parkinson Hastaligi’nin néropatolojisi (41).
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PH’nin ikinci patolojik belirteci olan Lewy Body (LB) cisimciklerinin varligi ilk kez
1912 yilinda F.H. Lewy tarafindan Parkinson hastalarinin beyin sapinda, SN’nin NM
igeren noronlarmin stoplazmasinda tanimlanmistir. LB’lerin yapisinda a-sindklein,
parkin, ubiquitin gibi ¢esitli proteinler ve norofilamentler bulunmaktadir. LB’ler
15um’den daha biiyiik ¢apa, yogun hiyalin ¢ekirdege ve bunun etrafinda net bir 151k
halkasina sahiptir (41, 134).

PH’nin patolojisi yaygin olarak dopaminerjik néron kaybi olarak diisiiniilse de
norodejenerasyon  dopaminerjik  néron  smrlarmin @ digina  ¢ikmaktadir.
Norodejenerasyon ve LB olusumu, serebral korteks, olfaktér bulb ve otonom sinir
sisteminde oldugu kadar noradrenerjik, serotonerjik ve kolinerjik sistemlerde de
goriilmektedir. Ozellikle yashh PH hastalarinda gérillen demansin nedeni
hipokampusun dejenerasyonu ve kolinerjik sistemin etkilenmesidir. Ancak
serotonerjik ve noradrenerjik yollardaki lezyonlar, dopaminerjik noronlardakiler
kadar kesin karakterize edilememistir. Bu sistemlerin katiliminin hastaligin daha

siddetli veya daha geg evrelerinde oldugu diisiiniilmektedir (1, 41).

1.2.5. Parkinson Hastaligi’nin Patogenezi

Parkinson Hastaligi’nin patogeneziyle ilgili olarak iki ana hipotez one siiriilmektedir.
Hipotezlerden birinde SNpc dopaminerjik noron Oliimiine proteinlerin hatali
katlanmas1 ve agregasyonunun neden oldugu ileri siiriiliirken, digerinde ise
mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun yani sira DA’nin oksitlenmesini kapsayan
oksidatif stresin sorumlu olduguna dikkat ¢ekilmektedir (41). Ayrica eksitotoksisite,
noroinflamasyon ve apoptoz gibi zararl faktorler kaskadinin birbirleriyle etkileserek

patogenezde yer aldig1 diistiniilmektedir (138, 163).
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Sekil 1.7. Parkinson Hastaligi’nda nérodejenerasyon mekanizmasi (41).

A. Proteinlerin Hatahh Katlanmasi ve Agregasyonu

Parkinson Hastaligi’n1 da igine alan pek cok yasla iliskili nérodejeneratif hastalikta
beyin dokusu proteinlerinde anormal dagilim gézlenmektedir. Protein agregatlarinin
kompozisyonu ve yerlesimi farkli hastaliklarda farklilik gosterse de bu degisimin

noronlar i¢in toksik oldugu bildirilmektedir (41).

Proteozomal fonksiyon eksikligi ve bunun sonucunda hatali katlanmig proteinlerin
yigilmas1 tehlikeli bir dongiiye sebep olmaktadir. Protein agregatlari, hiicrenin
yapisini bozarak ya da noronlarda iletisimi engelleyerek direkt hasara neden olabilir.
Protein inkliizyonlari, hiicre canliligr i¢in 6dnemli olan proteinleri islevsiz duruma
getirebileceginden inkliizyon olusumu ile nérodejenerasyon arasinda bir korelasyon

olabilecegi kaydedilmektedir (41).
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Sporadik Parkinson Hastaligi’nda proteinlerin fonksiyon eksikligini tetikleyen
faktorlerin bir kism1 aydinlatilmistir. PH patogenezinde anahtar rol oynadigi uzun
zamandir diisiiniilen oksidatif hasar bu mekanizmalardan biridir. Oksitlenmis
proteinlerin doku igerikleri yasla birlikte artmakta ve néronlar postmitotik olduklari
icin bu artisa kars1 6zellikle hassas olabilirler (137). Yapilan in vitro galismalarda
LB’lerin normal a-siniikleinlere oranla oksidatif olmaya meyilli a- sinlkleinleri
igerdikleri gosterilmistir. Herbisit ve pestisitlerin a-siniikleinin hatali katlanmas1 ve

y1gilmasini indiikledigi kaydedilmistir (41, 167).

B. Mitokondriyal Fonksiyon Bozuklugu ve Oksidatif Stres

Aerobik organizmalardaki biyokimyasal tepkimelerde, oksijenin kullanilmasiyla
metabolizmada surekli bir oksidan madde iiretimi oldugundan, bunun belirli bir
dengede bulunmasi gerekmektedir. Denge ancak fazla miktardaki oksidanin,
antioksidan adi verilen oksidan temizleyici maddelerce etkisizlestirilmesi ile saglanir.
Oksidan ve antioksidanlar arasindaki denge, hicresel ve biyolojik etmenlerce
bozulabilmektedir (50).

Oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasina
‘Oksidatif stres’ denir. Oksidatif stres; Alzheimer, Parkinson, diyabet, katarakt,
gastrointestinal kanalin kronik enfeksiyonlar1 ve astim gibi pek ¢ok hastalikta rol

oynamaktadir (26).

Parkinson Hastalig1 patolojisinde, mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun olasi
roliinii agiklayabilmek i¢in 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin  (MPTP) ile
olusturulmus deneysel parkinson modelleri kullanilmistir. Glial hucrelerce
deaminizasyona ugrayan MPTP firiinii olan 1-metil-4-fenilpiridinyum (MPPY)
iyonunun dopaminerjik sinir terminallerince alinarak buralarda biriktigi; burada hem
mitokondriyal solunumu bozan serbest radikallerin olusumunu tetikledigi hem de
mitokondriyal elektron transport sistemi (ETS) enzimi olan kompleks-1’i inhibe edip,
enerji metabolizmasini engelleyerek noronu oliime gotiirdiigii bildirilmektedir (23,

62).
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Apoptozun baslangicina  mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun katilmasi
norodejenerasyonda oksidatif hasarin kritik roliinii gostermektedir (67). PH’da,
mitokondriyal ETS multienzimi NADH: ubiquinon oksidorediiktaz (kompleks-I)’in
aktivitesinde anomaliler tespit edilmistir. In vitro c¢alismalar bu kompleks-I
bozuklugunun hiicreleri oksidatif hasara ve enerji eksikligine maruz birakabilecegine
isaret etmektedir (75). Kompleks I’in inhibisyonu, toksik hidroksil radikal (OH)’ini
Uretebilen veya peroksinitrit (ONOQ")’i olusturmak tizere NO ile tepkimeye girebilen
O, ’nin uretimini arttirir. ETS, bu reaktif tdrlerin hedefi olabilir ve bu da

mitokondriyal hasar ve daha fazla ROT iiretimi ile sonuglanir (36).

1.2.6. Deneysel Parkinson Hastaligi Olusturma Modelleri

Deneysel PH modelleri, hastaligin asagidaki baslica patolojik ve davranigsal
Ozelliklerini tagimalidir (41, 171).

Dopaminerjik néron hasari,
Striatumda dopamin diizeyinde azalma,

Saglam noronlarda Lewy cisimciklerinin goriilmesi,

M w0 Dp e

Hareketlerde yavaslama, kaslarda sertlik ve tremor.

Dopaminerjik sistemi bozarak ya da zarar vererek PH’nin yukarida bahsedilen
Ozelliklerinin ortaya ¢ikmasina neden olan MPTP ve 6-hidroksi dopamin (6-OHDA)
PH modelleri olusturmak igin ilk olarak ve en ¢ok kullanilmig olan ajanlardir. Daha
sonralart rotenon, paraquat ve maneb gibi tarim kimyasallarinin da Parkinson

belirtilerine neden oldugu saptanmustir (41).

Bu tarim  kimyasallartyla  elverisli  Parkinson  modelleri  olusturup
olusturulamayacagini aydinlatabilmek amaciyla ¢alismalar hizla devam etmektedir.
Bu toksinlerin hepsinin ortak 6zelligi mitokondrilerdeki kompleks-1 enzimini inhibe
ederek dopaminerjik sisteme zarar vermeleridir (150, 171). Bu norotoksinlerin etki

mekanizmalar1 Sekil 1.8’de gosterilmistir.
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Tarmmsal Toksinler

Dopaminerjik
Noronlar

Sinaptik

Sekil 1.8. Norotoksinlerin etki mekanizmasi (150).



21

1.3. Organizmada Oksidan ve Antioksidan Durum

Canli organizmalar i¢in hayati 6neme sahip biyokimyasal tepkimeler sirasinda
oksijen indirgenerek, ROT denilen ve bir¢cok dokuda oksidatif hasara sebep olan ara
metabolik Grtinler meydana gelmektedir. Oksijen, aerobik canlilarin yasamlarin
strdiirebilmeleri icin gerekli olmasina karsin potansiyel olarak toksik bir molekiildiir.
ROT olusturduklar1 oksidatif yikimdan dolayr “oksidan madde” veya “serbest
radikal” olarak isimlendirilmektedir. Serbest radikaller, molekiler oksijeni
metabolize eden bUltiun canlilarda olusmaktadir (135, 160). Organizmada oksidatif

strese neden olan 6nemli ROT lar agsagida Tablo 1.1.’de verilmistir.

Tablo 1.1. Reaktif oksijen turleri (4, 34).

RADIKALLER NON-RADIKALLER
Superoksit radikali (O,") Hidrojen peroksit (H,O)
Hidroksil radikali (OH") Lipid hidroperoksit (LOOH)
Peroksil radikali (ROO") Hipokloroz asit (HOCI)
Alkoksil radikali (RO") N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon radikali (HQ") Singlet oksijen (*0,)

Nitrik oksit radikali ( NO") Ozon (O,)
Organik radikaller (R*) Azotdioksit (NO,,
Hemoproteine baglh radikaller Peroksinitrit (ONOQO")
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Meydana gelen serbest radikaller, canli organizmanin spesifik enzim sistemleri
[sUperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)], su ve lipidde ¢oziinebilen bazi
protein yapisinda olmayan bilesikler (lirik asit ve a-tokoferol) gibi antioksidanlar
tarafindan engellenmektedir (110). Antioksidanlar kiclik miktarlarda, kolayca okside
olabilen maddelerin oksidasyonunu buylk o6lctide geciktiren ya da engelleyen

maddeler olarak tanimlanmaktadir (115).

Antioksidanlar yapilarina gére enzim olanlar [SOD, Glutatyon peroksidaz (GPXx),
CAT, Glutatyon-S-transferaz (GST)] ve enzim olmayanlar [Redikte glutatyon
(GSH), vitamin E, vitamin C, vitamin A, melatonin] seklinde siniflandirilabildigi
gibi hiicre lokalizasyonlarina gore de intraselliiler antioksidanlar (SOD, CAT, GPx),
ekstrasellller antioksidanlar (albumin, vitamin C, {irat) ve membran antioksidanlari

(vitamin E, vitamin A) olarak siniflandirilabilir (4, 77).

Tablo 1.2. Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma sistemi (4, 119).

Enzimatik Antioksidanlar Nonenzimatik Antioksidanlar

Sulperoksit dismitaz (SOD) Glutatyon (GSH) Seruloplazmin

Katalaz (CAT) a - Tokoferol (vit E) Transferin
Glutatyon peroksidaz Askorbik asit (vit C) Ferritin
(GSH-Px)
B —Karoten Laktoferrin
Glutatyon-S-Transferaz
(GST) Flavonoidler Melatonin
Glutatyon rediiktaz Urat Sisten
(GSSG-R)
Bilirubin Kafeik asit fenetil
Fosfolipid hidroperoksit ester (CAPE)
glutatyon peroksidaz Albumin
(PLGSH-Px)

Paraoksonaz



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B0123708796002854%23%23
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Oksidan ve antioksidan molekiillerin dl¢iimiinde kullanilan degisik yontemler
mevcuttur. Ancak bu yontemler uzun zaman ve emek alan, pahali, rutin kullanimda
yer almasi mimkiin olmayan yontemlerdir. Bu nedenle organizmadaki
oksidan/antioksidan dengenin belirlenmesi icin tek tek oksidanlarin ve
antioksidanlarin 6lgimundense, total antioksidan kapasite (TAK) ve total oksidan
kapasite (TOK) 6l¢iimiiniin daha yararli oldugu bildirilmektedir (60, 61).

Plazma ve viicut sivilarinda bulunan biitiin antioksidanlarin toplam etkisi, TAK’1
yansitmaktadir. Total antioksidan kapasite; total antioksidan aktivite, total
antioksidan giic ve total antioksidan durum gibi farkli isimler de almaktadir (60,
105). Plazmada antioksidanlarin bir kisminin bir arada etki etmesi sonucu her birinin
tek basina olusturdugundan daha fazla antioksidan etki ortaya ¢ikmaktadir (sinerjistik
etki). Bu nedenle oksidan-antioksidan dengesinin belirlenmesi i¢in antioksidanlarin
tek tek Ol¢limiiniin yapilmasit yerine TAK oOl¢iimiiniin daha yararli oldugu
bildirilmektedir (60). Albumin, Urik asit, askorbik asit, vitamin E ve bilirubin TAK’a
katk1 saglayan temel molekiillerdir (60).

TAK 6l¢iimiine yonelik gelistirilen yontemler zaman ve emek isteyen, pahali ve rutin
kullanimda yer almasi miimkiin olmayan yontemlerdir (60). Ancak Erel’in (60)
gelistirdigi yeni TAK metodu hizl, kolay, stabil, givenilir, ucuz, tam otomatik bir
metot olup sonuglar ¢ok iyi tekrarlanabilmektedir. Ayraglarin émiirleri uzundur. Bu
metot bilirubin, drik asit, vitamin C, polifenoller ve proteinlerin antioksidatif
etkilerinin belirlenmesi icin en uygun metottur. Ayrica bu metotta, hemoglobin,
bilirubin, EDTA, sitrat ve okzalat 6l¢iim ile baglantili degildir ve TAK’1 6l¢gmek i¢in
kullanilabilir (60).

Antioksidanlarda oldugu gibi serum ya da plazmada farkli oksidan molekiillerin ayr1
ayr1 Ol¢limii pratik olmadigindan ve bu oksidanlarin bir arada etki etmesi her birinin
tek basina olusturdugundan daha fazla oksidan etki ortaya c¢ikarmasindan dolayi
TOK o6l¢iimiiniin daha yararli oldugu bildirilmektedir (61). Total oksidan kapasite;
total peroksit, serum oksidasyon aktivitesi ve reaktif oksijen metabolitleri gibi isimler
de almaktadir (32, 61).
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Total oksidan kapasiteyi 6l¢mek icin birkag farkli kolorimetrik metot gelistirilmesine
ragmen, bunlarin hig¢ biri ideal degildir. Bu metotlar analitik problemlere ve teknik
kisitlamalara sahiptir (61). Ancak Erel’in (61) gelistirdigi yeni metot total oksidan
kapasite ol¢limii i¢in idealdir. Bu metot diger metotlara gore, hizli, kolay, stabil,
giivenilir, daha duyarli ve ucuzdur. Sonuglar1 ¢ok iyi tekrarlanabilir. Ayraglarin

Oomdrleri uzun ve uygulamasi kolaydir (61).
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1.4. Paraoksonaz Enzimi (PON, EC 3.1.8.1)

Paraoksonaz enzimi (PON) ilk defa 1953 yilinda Aldridge W.N. (6) tarafindan p-
nitrofenil asetat, propiyonik asit ve batirik asiti hidroliz eden A-esteraz olarak
kesfedilmistir. 1965 yilinda Oooms A.J. tarafindan (129), parathion ve paraoksona
spesifik hidroliz 6zelligi saptanmistir. 1973 yilinda bir grup Alman arastirici, ilk
olarak insan serum PON’unu genetik olarak saptamiglardir (73). 1985 yilina kadar
PON saflastirilmis, norotoksik olan organofosfatlar iizerine etkisi incelenmis ve

detoksifikasyondaki rolii arastirilmistir (25).

Bir insektisit olan parathionun metaboliti olan “paraokson”u hidroliz etme 6zelligi
karakterize edildiginden, bu enzime 1985’te “Paraoksonaz” ismi verilmistir (125).
1985 yilinda Mackness M.I. ve ark. (117)’lart ilk olarak HDL kolesterol ayirimi
esnasinda lipoprotein fraksiyonunda enzimin arilesteraz aktivitesine rastlamiglardir.
1988 yilinda Mackness M.I ve ark. (118)’lar1, PON’un HDL Uzerinde apo Al'e
bagimli olarak aktivite gosterdigini ve LDL iizerindeki lipoperoksit birikimini
azalttigini bulmuslardir. 1993-1994°te immudinoaffinite kromatografisiyle, PON’un
HDL’nin apo Al ve klusterin (apo J) komponentleriyle iligkili oldugu saptanmistir
(126). 1996 yilinda, paraoksonaz aktivitesinden sorumlu genin bir multigen ailesinin
tyesi oldugu tespit edilmis ve sirasiyla PONI, PON2 ve PON3 olarak
isimlendirilmistir (136) .

Paraoksonaz ve arilesteraz her ne kadar iki ayr1 enzim olarak algilanirsa da insan
serumunda tek gen Grtint olan PON1 enziminin hem arilesteraz hem de paraoksonaz
aktivitesine sahip oldugu bildirilmektedir (16). Substrat olarak paraokson
kullanildiginda enzimin paraoksonaz aktivitesi; substrat olarak fenilasetat
kullanildiginda ise enzimin arilesteraz aktivitesi Ol¢lilmektedir. Hatta bu enzimin

laktonaz aktivitesine de sahip oldugunu gosteren ¢alismalarda mevcuttur (16, 54).
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1.4.1. Paraoksonazin Yapisal Ozellikleri

Paraoksonaz (PON1), 43-45 kDa agirliginda, 354 aminoasit iceren, aktivitesi ve
kararlig1 igin Ca*? iyonuna bagimh bir esteraz olup glikoprotein yapisindadir. Her
molekiil toplam agirhigin % 15.8’ini olusturan dort karbonhidrat zinciri igerir.
Izoelektrik nokta pH’s1 5.1°dir. Organofosfatlarin hidrolizini katalizleyen bu enzim,
karaciger, bobrek, barsak ve serumda HDL' ye baglh olarak yaygin bir sekilde
bulunmaktadir (175).

PON1, hidrofobik N-terminal bolgesi araciligiyla HDL lipidlerine kolayca
baglanabilmektedir. PON1’i baglayan HDL alt birimleri, Apolipoprotein Al (Apo
Al) ve Apo J (klusterin) proteinlerini de icerdiginden, Apo Al ve Apo J’nin
baglanmada rol oynayabilecegi disiiniilmektedir (43). Asagida Sekil 1.9°da, 55. ve
192. pozisyonda iki polimorfik bolge belirtilmistir. Mevcut olan karbonhidrat

zincirleri ve zincirin amino terminal ucunda hidrofobik bas gosterilmistir (13).

PONI, heliks seklinde yerlesmis ve her biri 4 siradan olusan 6 adet [ tabakadan
meydana gelmistir. PON1’in yapisinda 3 tane hidrofobik heliks yapis1 (H1, H2 ve
H3) vardir. H2 ve H3 hidrofobik heliksler aktif bdolgede bulunmaktadir ve aktif
bolgenin yapisinin belirlenmesi, enzimin HDL’ye baglanmasi gibi kritik rollere

sahiptir (82).
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Arg (R) veya GIn (Q)
192
|

Lys (K)
108

Karbonhidrat

Karbonhidrat

Karbonhidrat

SH
284 Cys

Karbonhidrat
Met (M) veya 55

Leu (L)
/

N

% 0 353
Hidrofobik Bélge €

ApoAl

Sekil 1.9. Paraoksonaz enziminin yapist (13).

Sekil 1.10. PONY’in U¢ boyutlu yapis1 (93).

a- 6’11 B pervane (heliks) yapisinin iistten gorinimii.

b- 6’11 B pervane yapisinin yandan gériiniimii.
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PONZ1’in paraoksonaz ve arilesteraz aktiviteleri icin Ca*? gerektirmesi, Co*?, Mn*,
Mg*? kullanan diger esteraz tipi enzimlerden ayrilir (140). Uc boyutlu yapida B
tabakalarin merkezinde, 7.4 A° aralikli iki adet Ca™ iyonu bulunmaktadir. Bunlardan
yapisal Ca*®un yapidan uzaklastirilmasi, geri doniisiimsiiz denatiirasyona neden

+25

olmaktadir. Digeri ise katalitik etkinlikte gérev alan Ca™~’dur. PON1’in organofosfat
substratlarma kars: hidrolitik aktivitesi iki Ca**’a da bagimli iken, lipid peroksitlerin

birikimini 6nlemede sadece yapisal Ca*®un gerekli oldugu bildirilmektedir (100).

Ca*? iyonlari, katalitik mekanizmada iki gorev (istlenir;

1. Reaksiyona direkt olarak katilir ve aktif bdélgenin uygun konformasyonunu

stirdiirmesini saglar.

2. Dietilfosfatin ¢ikmasini kolaylastirir.

Biiylik olasilikla bu, paraoksonun P=0O bagnin polarize olmasiyla fosforun
nukleofilik saldirtya yatkin hale gelmesi seklinde olur. Kisaca ifade edilecek olursa
kalsiyum hem aktivite hem de stabilite i¢in gereklidir. Paraoksonaz ve arilesterazin
kalsiyum gerekliliginden dolayr enzim aktivitesi tayin edilirken EDTA’ll plazma
kullanimu tercih edilmemektedir (141).

PONT1’in protein kisminda 354 aminoasit i¢cinde substrat taninmast ve baglanmasi
icin gerekli olan serbest sisteinlerin yalniz {i¢ tane sistein kalintis1 vardir. Yapisinda
bulunan Ug sisteinden 284’teki serbest iken diger ikisi (Cys 42-352) arasinda tek
disiilfit bag1 bulunmaktadir. Sisteinler esteraz aktif merkezinin anahtar bileseni
olmasmi saglamaktadir. Dolayisiyla enzim aktivitesi siilfidril bilesikleri ile inhibe
olur ve bu inhibisyon sistein ile geri donebilmektedir. Bu da PON1’in antioksidan

kapasitesinin serbest tiyol gruplariyla orantili oldugunu gostermektedir (91).
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1.4.2. Paraoksonazin Biyolojik Fonksiyonlar:

PON1’in en iyi bilinen biyolojik fonksiyonu; sinir gazlari (soman, sarin) gibi
aromatik karboksilik asit esterleri ve insektisitler gibi organofosfatlara ters baglanip
hidroliz ederek, dolagima giren organofosfatlarin norotoksisitesini engellemesidir.
Organofosfat bilesiklerinden parathionun aktif katabolik metaboliti olan paraokson
(O,0O-dietil-O-p-nitrofenil ~ fosfat) asetilkolini yikan kolinesterazlarin  gii¢lii
inhibitoriidiir. PON1’in paraoksona etkisi ile olusan hidrolitik iiriinler, paraoksonun
kendisine gore daha az zararlidir. Memelilere kiyasla boceklerin de i¢inde bulundugu
omurgasizlar, kuslar ve baliklarda serumda PON1’in bulunmamasina bagli olarak
organofosfat zehirlenmesine yatkinligin daha yiiksek oldugu gézlenmistir (38, 39).
Katalitik etkinlikte yer alan kalsiyum iyonu, bir su molekiilii varliginda fosfat
Iyonunun oksijeni ile etkilesir ve paraoksonun P=O bagini polarize ederek dietil
fosfatin aktif alandan ayrilmasinmi kolaylastirir. PON1’in organofosfat substratlarina
kars1 hidrolitik aktivitesi iki kalsiyuma da bagimli iken lipid peroksitlerin birikimini

onlemede sadece yapisal kalsiyumun yeterli oldugu bildirilmektedir (113).

PONZ1’in belirlenen ikinci biyolojik fonksiyonu ise antiaterojenik aktiviteye sahip
olmasidir. Serum PONI1 enzimi, plazmada HDL ile birlikte bulunur ve plazma
lipoproteinlerinin ~ oksidasyonunu Onlemede rolii oldugu diisiintilmektedir.
Peroksidasyona ugramis olan lipidler bu enzim tarafindan metabolize edildiginden,
lipid peroksitlerin hem HDL’de hem de LDL’de birikimi 6nlenir. HDL’nin LDL’yi
oksidasyona kars1 koruyucu etkisi A ve E vitaminlerinden daha etkilidir (119, 146).
Antioksidan enzim olmasi nedeni ile PON1’in kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet,
sepsis, Alzheimer ve Parkinson gibi pek ¢ok hastaligin olugsmasina kars1 koruyucu rol

oynayabilecegi diisliniilmektedir (48).

PON1’in dogal aktivitesinin laktonaz oldugunu bildirilmis ve son yayinlar enzimi
Ca-bagiml lipofilik laktonaz olarak tanimlamaktadir (101). PON1 6zellikle LDL ve
HDL lipidlerinin okside olmasini énleyerek, HDL ve LDL’de yag asidi oksidasyon
tirtinlerini metabolize ederek ateroskleroza karsi koruyuculugunu sahip oldugu

laktonaz aktivitesi ile gostermektedir (101).
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1.4.3. Paraoksonazin Sentezi ve Salgilanmasi

Karacigerde sentezlenip, dolasima salinan PON1’in salinimini etkileyen faktorler
serum dizeylerini etkilemektedir (43). Deakin ve ark. (42)’lar1 hiicre kiiltiiri
caligmalarinda  lipoproteinlerin ~ yoklugunda ¢ok az PONI’in  salindigini
bildirmislerdir. PON1 salinimini fosfolipid misellerinin ve HDL nin stimiile ettigini,
LDL’nin ve lipidsiz apoAl’in salinimda higbir etkisinin olmadigini gostermislerdir.
Bu sonug, PON1’in dolasima salinabilmesi icin en etkili fizyolojik akseptdrin HDL
oldugunu goéstermektedir (42). HDL’ye bagli olan enzimlerden ii¢ boyutlu yapisi ilk
aydinlatilan PON1 enzimidir (82).

1.4.4. Paraoksonazin Organofosfat Detoksifikasyonu

PONLZ’in en iyi bilinen koruyucu fonksiyonu, organofosfat sinir ajanlarini, aromatik
karboksilik asit esterlerini ve insektisitleri hidroliz etme yetenegidir. Organofosfatl
pestisitler (6rnegin parathion), tarimda toksik olmayan tiyosiilfiir bilesikleri tiirevleri
olarak kullanilir. Organofosfatli pestisitler in vivo olarak sitokrom p-450 bagimli
mikrozomal monooksijenazlar ile oksidatif desilfirasyon tepkimesi sonucu oldukca
toksik oksijen analoglarina (okson) aktive olurlar. PON1 parathionun oksidatif
desiilfirasyonu ile olusan paraoksonu hidroliz ederek p-nitrofenol ve dietilfosfat

olusumuna yol agar (82, 120).

S 0
CHs0O | CytP4s0 _ C2MsO
_P=0 NO,—> _P—0 NO,
CZHSO C2H5O
Paratiyon Paraokson
Paraoksonaz
0
C2H5O\ i
_P—OH + HO NO,
C,Hs0
Dietil fosfat p-nitrofenol

Sekil 1.11. Paraoksonun enzimatik hidrolizi (120).
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Insan serum PONI enzimi parathion, diazinon ve CPF gibi ¢ok sayida insektisitin
toksik okson metabolitlerini (Sekil 1.12) ve soman, sarin, tabun gibi organofosfat
sinir ajanlarin1  hidroliz edebilmektedir (Sekill.13). Insan saghg agisindan
organofosfatli bilesikler terdrizm tehdidi oldugu kadar, énemli bir cevresel risk
faktorii olusturur. PON1 enziminin ¢ok yonlii bir arastirma konusu olmasinin en

6nemli nedenlerinden biri budur (82).

R—0_ 0CHs R—0_ 0CHs HO. OCHs
\P/ Cty Pyso \P/ PONI \P/ .
e > + ROH
7\ 7 \ 7 \
S” “0C,H; 0" “ocHs O 0" “0CH;
4 CI \
JORET SN
R= ~ R= 7
R= Q CI” N %\N
Paraokson Klorprifos okson Diazokson

Sekil 1.12. Insektisitlerde yaygin kullanilan okson metabolitlerinin hidrolizi (82).

R,0 R, R,0 Ry
\P/ PONI \P/ »
Y > Y *

Ri=N(CH3); R,=CH,CH3 X=CN Etil N-dimetilfosforoamido siyanid (Tabun)
Ri=CH; R,=CH(CH3), X=F isopropil metilfosfonofloridat (Sarin)

Ri=CH3 R,=CH(CH3)C(CH3)3 X=F Pinakolil metilfosfonofloridat (Soman)

Sekil 1.13. Sinir gazlarimin hidrolizi (82).
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PON1’in organofosfatl bilesiklerin toksisitesindeki rolii ile ilgili kanitlar tiirler arasi
karsilastirmalardan ve saflagtirllmigs PON1 enzimi kullanilan hayvan ¢aligmalarindan
gelmektedir. Yapilan ilk calismalarla, organofosfath pestisitlere karsi son derece
hassas olan kuslarin ¢ok diisiik serum PONI1 aktivitesine sahip olduklari
gosterilmistir (24, 116). Sicanlar organofosfatli pestisitlere karsi kuslardan daha
dayanikli olup, serum PONI aktivitesi sicanlardan 7 kat yiiksek olan tavsanlar da
siganlara gore daha dayanikhidir (24). Bu ilk ¢alismalar, diisik serum PONI
aktivitesine sahip olmanin organofosfatli bilesiklerin akut etkilerine kars1 duyarlilig

arttirdigini ortaya koymaktadir (38).

Costa ve ark. (37)’lar1 tarafindan yiriitillen bir ¢alismada, tavsan serumundan
saflastirilip sicanlara intravendz yolla enjekte edilen PON1 enziminin, siganlarin
serum PONI1 aktivitesini paraoksona karsi 9 kat, klorprifos oksona karsi 50 kat
arttirdign goriilmiistiir. Bu sicanlarin organik fosforlu bilesiklerin herhangi birine
maruz  birakilmasmin  ardindan  degisik  dokulardaki  asetilkolinesteraz
baskilanmasinin diizeyi Ol¢iilmiis, enjekte edilen PON1’in, ozellikle klorprifos
oksona karsi siganlarin direncini arttirdign goézlenmistir. Bu korumanin, beyin ve
diyafram dokularinda daha belirgin oldugu ve organofosfatli bilesiklerle temas cilt

yoluyla gergeklestiginde de etkili oldugu bildirilmistir (37).

Main 1956 yilinda yaptig1 ¢alismasinda, tavsan serumundan kismen saflastirilmig
PON1 enzimini siganlara enjekte etmis ve enjekte edilen PONI’in etkisiyle
sicanlarda meydana gelen paraoksonun akut toksisitesinde belirgin bir diisiis

gbzlemlemistir (121).

Benzer sekilde yapilan ¢aligmalarda ise farelere enjekte edilen eksojen PONI ’in,
klorprifos oksonun yami sira, insektisit olarak kullanilan CPF’ye kars1 da koruma
sagladigt  gdzlemlenmistir.  Ustelik PONI1  enjeksiyonunun,  organofosfat
maruziyetinin oncesinde yapildiginda zehirlenmeyi engelledigi gibi, maruziyetten

sonra (yaklasik 3 saate kadar) yapildiginda da koruma sagladigi gosterilmistir (109).
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Organofosfatlara karsi koruma sadece enzimin kan ve doku seviyelerine degil
partikiiler izoenzimlere de baglidir. PON1;9,R izoformu, paraoksonu PON1;9,Q
formundan daha hizli hidroliz ederken, PON1,9,Q izoformunun diazokson, somon ve
sarin’i in vitro kosullarda daha hizli hidroliz ettigi gosterilmistir. Bu nedenle

PON1’in koruyucu rolii degerlendirilirken, tipi de dikkate alinmalidir (85, 158).

Korfez Savasi Sendromu’nda, Irak’a gonderilen Amerikan askerlerinde bazilarinda
yorgunluk, kas gii¢siizliigli ve norolojik hasarlar gorilirken diger askerlerde
sendrom belirtilerine rastlanmamistir. PON1 enziminin, Irak tarafindan kimyasal
silah olarak kullanilmis olan sarin, diazokson gibi organofosfat bilesiklerini
detoksifiye ettiginin anlasilmasindan sonra Korfez Savasi’na katilmis olan askerlerde
PONI1 aktiviteleri arastirilmis ve Korfez Savasi Sendromu olan hastalarda PON1

aktivitesinin oldukga diisiik oldugu tespit edilmistir (70).
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1.5. Plazma Lipidleri

Plazmadaki temel lipidler; kolesterol, trigliserit, fosfolipid ve serbest yag asitleridir.
Lipidlerin en karakteristik 6zelliklerinden biri suda ¢oziiniirliiklerinin az olmasidir.
Lipidlerin suda ¢oziiniirliiklerini artiran ve plazmada tasinmalarini saglayan ise
lipoprotein denen 6zel yapilardir. Lipoproteinlerle iligkili olan ve yiizeylerinde
bulunan protein yapisindaki molekiillere apolipoprotein adi verilmektedir. Bunlarin
gorevleri ise lipoproteinlerin hiicre yilizeyindeki reseptorlere baglanmasini, apolar
lipidlerin stabilizasyonunu ve lipoproteinlerin metabolize edilmesini saglamaktir. Bir
lipoprotein de dis kisminda protein ve polar lipidler (fosfolipid ve serbest kolesterol)
den olusan bir tabaka ile i¢ kisminda hidrofobik ve notral lipidlerden (trigliserit ve

kolesterol esteri) olusan ¢ekirdek yapisi bulunur (142).

Organizmada bulunan temel sterol olan kolesterol, tum steroidlerin 6n maddesidir.
Fosfolipidler, bir gliseroliin hidroksil grubunun ikisinin yag asitleriyle, digerinin ise
fosforik asit ile esterlesmesi sonucu olusmaktadir. Bir gliserol molekiilii ile ii¢ yag
asidi molekiiliinlin ester bagi ile birlesmesi sonucu ise triacilgliseroller meydana
gelmektedir. Serbest yag asitleri, plazmada albiiminlere bagli olarak bulunmaktadir.
Trigliseritler ise depo yaglarimin biiylik bir kismini olusturmaktadir. Lipoproteinler
dansitelerine gore; silomikronlar (SM), ¢ok diislik dansiteli lipoproteinler (VLDL),
orta dansiteli lipoproteinler (IDL), diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL) ve yiiksek
dansiteli lipoproteinler (HDL) olmak {izere bese ayrilmaktadir (44, 123, 142).

A. Silomikronlar: Plazma lipoproteinlerinin en buyikleri olup, % 98-99 oraninda
lipid ve %1-2 oraninda protein icerir. Trigliseritler ile beraber hem fosfolipidler hem
de kolesterol biiyiik silomikron partikiillerinin yapiminda kullanilirlar. Karacigerde

silomikron kalintilarindan VLDL’ler olusur ve bunlar da dolasima verilirler.

B. Cok Diisiik Dansiteli Lipoproteinler (VLDL): Yizde 85-90 arasinda lipid ve %
10-15 protein iceren VLDL ler; endojen trigliseritlere ek olarak serbest kolesterol,
kolesterol esterleri, fosfolipid ve apolipoproteinleri de icerirler. Lipoprotein lipaz,

VLDL trigliseritlerinden serbest yag asitlerinin salinmasina neden olur ve lipid
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igerigi gittikge azalan VLDL’ler, yaklasik olarak esit miktarlarda trigliserit ve
kolesterol iceren ara dansiteli lipoproteinlere (IDL), bunlarda diisiik dansiteli

lipoprotein (LDL) haline degistirilirler.

C. Orta Dansiteli Lipoproteinler (IDL): Normal olarak plazmada ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bulunur. Biiyiikliik ve igerik bakimindan VLDL ile LDL arasinda

yer alir. IDL; VLDL nin katabolizma iiriinii, LDL nin ise nciiliidiir.

D. Diisiik Dansiteli Lipoproteinler (LDL): Plazmada baslica kolesterol tasiyici
lipoprotein olup, total plazma kolesteroliiniin yaklasik % 70’ini olusturur. Yaklasik
% 75 lipid ve % 25 proteinden olusan LDL, trigliserit igerigi ¢ok az, kolesterol ve
kolesterol esterlerinden cok zengin lipoproteinler olup temel apolipoproteinleri
apoB-100°dur. LDL’ler, kolesterolli karacigerden baska dokulara tasirlar ve burada
yikilarak kolesterol ve tiirevlerine doniisiirler. LDL’lerin yikilmasiyla meydana gelen
kolesterol ve kolesterol tiirevleri ¢esitli metabolik etkiler gosterir. Kanda asiri
miktarda LDL bulunmasi durumunda LDL’ler, siiperoksit ve H,O, gibi etkenler

vasitasiyla oksitlenir.

E. Yuksek Dansiteli Lipoproteinler (HDL): Karacigerde ve ince barsak
duvarlarinda sentezlenen bir dnemli lipoprotein siifidir. HDL’ler, agirlikca %55
oraninda protein %2 oraninda serbest kolesterol, %15 oraninda kolesterol esteri, %24
oraninda fosfolipid, %4 oraninda trigliserit icerirler. Ik olusan olgun HDL, HDL3
olarak bilinir. Daha sonra kolesterol esterlerinin artmasi ve apoE katilmasityla HDL2
ve daha ileri asamada HDLI1 olusur. Dolasim sirasinda kolesterolden zenginlesen
HDL, karacigere doniince kolesteroliinii karacigerde birakir ve bu fonksiyonu

‘antiaterojenik etki’ olusturur.

Lipidlerin suda ¢Oziliniirliiklerini artiran ve plazmada tasinmalarini saglayan
lipoproteinler, ayrica yagda eriyen vitaminler (A, D, E, K), ilaglar (probukol,
siklosporin vb.) ve bazi antioksidan enzimler (Paraoksonaz, trombosit aktive edici
faktor hidrolaz-PAFAH) gibi birgok maddeyi de tasirlar (44).
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Serum PONL1 enzimi plazmada HDL ile birlikte bulunur ve plazma lipoproteinlerinin
oksidasyonunu onlemede rolii oldugu bildirilmektedir (117). Deneysel caligmalar
PON1 enziminin HDL’nin apoA-I ve apo J (clustrein) proteinleri ile iligkili oldugunu
gostermistir (83). Son zamanlarda apoA-II iceren HDL’lerin de PON1 tasidiklari
tespit edilmistir (43).

PON1 enziminin N-terminal ucunda bulunan hidrofobik yapidaki sonlanma bolgesi
HDL ile etkilesim i¢in gereklidir. PONI1, bu hidrofobik bélge aracilign ile
fosfolipidler ve lipoproteinlere baglanir. Apo A-1’in, PON1 enziminin fosfolipidlere
baglanmasinda rol oynayabilecegi diisliniilmektedir. Ayrica apo A-I'in PON1
aktivitesini stabilize ettigi bildirilmektedir (157).

Apo A-Tve
diger ligandlar

HDL bagh protein \ TN

hiicre membram

HDL™nin memhbrana
baglanmasi

HDL'nin membranlardan
ayrilmasi

PON1

Sekil 1.14. Paraoksonaz enziminin hlicreden HDL’ye transferi (90).

Apolipoprotein ~ Al’in, PON1 enziminin fosfolipidlere baglanmas1 ve
stabilizasyonunda rol oynadigini1 gésteren ¢esitli ¢alismalar mevcut olup, 6zellikle
HDL3 fraksiyonunun fazla oldugu bireylerde ve Apo J igeriginin yiiksek oldugu
HDL3’lerde PONT1 aktivitesinin daha fazla oldugu tespit edilmistir (164).
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Dolagimdaki PON1 ve HDL arasindaki iligki; PON1 ekspresyonun ve biyolojik
roliiniin, HDL ile iligkili diger proteinlerce etkilenebilecegini gdstermistir. Ornegin,
PON1 ancak HDL tarafindan serbestlestirildikten sonra endojen substrati ile
etkilesebilir ve biyolojik 6zelliklerini sergileyebilir. Buna karsilik PON1’de HDL’yi
oksidasyondan korur. Bu nedenle, PON1 ve HDL arasindaki iligkinin anlagilmasi

katalitik komponentlerinin belirlenmesi agisindan 6nemlidir (21, 90).

PON1 enzimi, lipid peroksitleri hidrolize ederek LDL’yi oksidasyondan
korumaktadir (115). PON1’in LDL oksidasyonunu onleyerek oksi-LDL olusumunu
azaltmast ve HDL’deki ApoAl ile olan iliskisine bagli olarak koroner arter

hastaliklarinda 6nemli bir koruyucu etkisi oldugu belirtilmektedir (17).
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1.6. Kafeik Asit Fenetil Ester’in Yapisi ve Kimyasal Ozellikleri

Propolis bal arilarinin bitkilerden topladigi ve kendilerini zararli bakteri, virlis ve
mantarlara kars1 koruduklar1 bitki reginesidir. Propolis, ar1 kovanlarinin g¢atlak ve
hasarlanmis yerlerinin tamirinde, dis ortamdan izole edilmesinde, giris deliklerinin
daraltilmasinda, kovanin igine giren zararli maddeler, mikroorganizmalar ve
boceklerin mumlanarak etkisiz duruma getirilmesi islemlerinde kullanilmaktadir (7,
130). Propoliste yaklasik 100 gesitten fazla bilesen bulunmaktadir. Arilarin
bitkilerden topladigi maddelere gore degismekle beraber propoliste en fazla bulunan

biyolojik olarak aktif bilesenler flavonoidler, kafeik asit ve esterleri’dir (29, 145).

Propolisin antioksidan, antimikrobial, antiviral ve antiinflamatuvar 6zellikleri ve
timus aktivitesi ile bagisiklik sistemini harekete geciren Ozellikleri oldugu
bildirilmektedir (128). Yapilan calismalarda bal arilariin tirettigi propolisin aktif bir
komponenti olan kafeik asit fenetil ester’in (CAPE) antioksidan, antiinflamatuvar,
antiviral, immiinomodiilatér ve noroprotektif etkisi oldugu gosterilmistir (29). CAPE
diger propolis bilesenlerine gore arasidonik asit kaskadini giiclii sekilde modiile

ettiginden antiinflamatuvar etkisi daha belirgindir (29).

Yap1 olarak flavonoidlere benzeyen CAPE’nin iki halkasal yapisi vardir. Bu
halkalardan bir tanesinde molekilin hemen hemen bitin kimyasal 6zelliklerini
gosteren ve fonksiyonel olan iki "-OH" gruba vardir. Hidroksil gruplari, aktif bir
sekilde elektron alip vererek oksitleyici ve redikleyici 6zellik gosterirler. Cok uzun
aromatik ve alifatik yapida karbon gruplarn tasidigi icin ayn1 zamanda lipofilik
Ozelliktedir (145). Boylece molekiiliin kolayca hiicre membran yapilarindan gegmesi

ve etki edecegi bolgeye ulasmasi kolaylagsmis olmaktadir (145).
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Sekil 1.15. CAPE’nin kimyasal yapis1 (174).

1.6.1. CAPE’nin Noroprotektif ve Antioksidan Etkisi

Kafeik asit fenetil ester, linoleik asit ve arasidonik asitin 5- lipooksijenaz tarafindan
olusturulan oksijenasyonunu inhibe eder. Yaklasik olarak 10 micromol/L
konsantrasyonda in vitro kosullarda notrofiller veya ksantin/ksantin oksidaz sistemi
tarafindan olusturulan ROT’u tamamen bloke eder (88). Yapilan bir ¢alismada,
pentilentetrazoliin neden oldugu nobete bagli merkezi sinir sistemindeki hasara karsi

CAPE’nin noroprotektif ve antioksidan etkisinin gosterilmistir (89).

Kafeik asit fenetil ester’in antiapoptotik etkilerinden yola ¢ikilarak, PH’da 6-hidroksi
dopaminin indiikledigi norotoksisitenin nasil engellenebilecegi hiicre kiiltiiriinde
calistlmistir (125). Bunun igin beyincik graniil néronlarinin primer kiltiirii
hazirlanmis, ayrica sigan karaciger mitokondrileri 7 giinliik Sprague-Dawley
siganlarindan hazirlanarak mitokondri kaynakli apoptosis ¢alisilmistir. Sonug olarak,
CAPE uygulamasi mitokondrilerden sitokrom c’nin serbestlesmesini azaltarak
mitokondrilerin yapisal biitiinliigliniin korundugunu gostermistir (125). Nigral
néronlarda bu koruyucu madde ile mitokondrilerin biitiinliigli korunarak

nérodejeneratif yol engellenmektedir (5).
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Yapilan bir ¢calismada, MPTP ile deneysel PH olusturulan farelerde CAPE’nin MPTP
ndtotoksisitesini azalttigi, PH belirtilerinin ilerlemesini 6nledigi ve yavaslattigi tespit
edilmistir. Boylece CAPE’nin PH ve diger nérodejeneratif bozukluklar1 6nledigi ve

tedavi siirecine katkisi oldugu bildirilmektedir (68).

flhan ve ark. (88)’lar1, tavsanlarda spinal kordda iskemi/reperfiizyon hasarina kars
CAPE’nin ve metil prednizolonun koruyucu etkisini arastirdiklar1 calismada, CAPE
grubunda MDA diizeyi belirgin olarak diisik bulunmus ve ek doku hasar

saptanmamigtir.

Yagmurca ve ark. (178)’lar1 antikanser olan Doksorubusin’in toksisitesine CAPE’nin
koruyucu etkisini arastirdiklar1 calismada, Doksorubusin grubunda myeloperoksidaz,
NO, MDA seviyelerinin renal dokuda artmis ve CAT ve GSH-Px aktivitelerinin
azalmis oldugunu, Doksorubusinle birlikte CAPE verilmesinin lipid peroksidasyonu
ve protein oksidasyonunda azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde
Fadillioglu ve ark. (64)’lar1 doksorubusinin neden oldugu noronal oksidatif hasara

kars1 CAPE’nin noroprotektif etkisini gostermislerdir.

Propolis bilesenlerinden olan galanginin ve CAPE’nin antioksidan etkinliginin
karsilastirildigr bir ¢alismada; her iki bilesenin de ortamdaki O," radikallerini ve
ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan ROT’u temizledigi ve CAPE’nin

galanginden daha belirgin olarak MDA seviyesini azalttig1 kaydedilmektedir (145).
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1.7. SIALIiK ASIT

Yunanca tiikiiriik anlamina gelen “sialos” kelimesinden tiiretilmis olan sialik asit
(SA), ilk kez 1936 yilinda Blix tarafindan sigirlarin tiikriik bezi miisininden izole
edilmistir (22). SA’lar, hiicre membrani ve plazmada, diger hiicre bdlgelerinde
glikoproteinlerin ve glikolipidlerin 6nemli komponentlerinden olan, ayni zamanda
ketozlar smifinda yer alan dokuz karbonlu noéraminik asittin asetillenmis ve

glikozillenmis tiirevleridir (104).

Dogada birgok canli tiiriinde yirmiden fazla SA tiirii mevcuttur. Insan dokularinda
yer alan temel SA tiirevi, besinci karbon atomu asetilenmis N-asetil néraminik asittir
(NANA). Molekdler formull C11H19NOg olan NANA ’nin molekiiler agirhig: ise 309
daltondur. SA’nin, lineer ve piranoz olmak iizere iki formu bulunmaktadir (124,

166).

COOH b
C—0 _ piruvik asit
CH2 -
0O H—C—OH h
||
H;C—C—HN———H
HO——F—H _ _
s N-asetil mannozamin
H——r——OH
H——r——OH
CH,OH )

Sekil 1.16. Sialik asitin kimyasal yapis1 (33).
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Sialik asit, ndraminik asitin N- ve O- acil tlrevleri olup hem glikoproteinlerin hem
gangliozitlerin yap:1 taslaridir. Noraminik asit, mannozamin ve piriivattan tiireyen
dokuz karbonlu bir sekerdir. N-asetil néraminik asit her biri degisik bolgelerinden
asetillenmis SA ailesinin bir iiyesidir. Bu bilesikler genellikle glikoprotein, glikolipid
veya daha nadiren glikozaminoglikanlarin oligosakkarit yan zincirlerinin terminal

karbonhidrat kalintilar1 olarak bulunurlar (33).

Karbonhidratlarin, karbonhidrat olmayan yapilarla glikozid bagiyla birleserek
olusturdugu kompleks karbonhidratlardaki, karbonhidrat olmayan kisma aglikon,
tim yapiya glikozid adi verilmektedir. Aglikon ile néraminik asit, o (2—6) baginda

N-glikozid bag: ile baglanarak N-asetil néraminik asiti olusturur (33).

Glukozaminlerden sentezlenen SA’lar, sitidin mono fosfat (CMP) tirevine
doniismektedir. Bu iirlin de oligosakkaritler ve polisakkaritler ile tepkimeye girerek
SA kaynagi olarak gorev almaktadir. Sialil tranferaz enzimi araciligiyla da SA, CMP

tirevinden glikoprotein zincirinin terminal glukozuna transfer edilmektedir (107).

Sialik asitlerin % 85 - % 90’lik kism1 o ve - globulinlere [proteine bagl sialik asit
(PSA)], geri kalan % 10 - % 15’lik kismu ise lipidlere bagl [lipid bagh sialik asit
(LSA)] halde bulunur. Her ikisine birlikte total sialik asit (TSA) ad1 verilir (180).

SA’lar, insanda serum, tiikiiriik, beyin sivisi, idrar ve siit gibi ¢esitli viicut sivilarinda
(72), safra kesesi salgisinda ve kikirdakta (154) bulunmaktadir. SA’nin si¢an beyni,
adrenal bez, kalp ile farelerin karaciger ve bobreginde de bulundugu bildirilmektedir

(72).

Memeli dokularinda bol miktarda bulunan SA’lar, N-asetil n6raminik asit (Neu5Ac)
ve N-glikolil néraminik asittir (Neu5Gc). SA’nin dokulardaki dogal dagilimini
etkileyen en dnemli faktér, 4., 5., 7., 8. ve 9. karbon atomlarindaki siibstitiisyonlar ve

anomerik baglanma 6zelligindeki cesitliliktir (35, 169).



43

Sialik asitler, asidik yapilarindan dolay1 hiicre yiizeyine negatif yiik kazandirirlar ve
hicre-hlicre ya da hiicre-matriks etkilesimlerinde énemli rol oynarlar. SA’larin 1.
karbonunda karboksil grubu bulunmasi fizyolojik kosullar altinda molekiile negatif
yiik kazandirmakta olup, bu ozelliginden dolayr kuvvetli organik asit olarak
karakterize edilmektedir. Negatif elektrik yikleri sebebiyle, pozitif yukli
molekiillerin baglanmasi ve transportunda oldugu kadar hiicreler ve molekiiller arasi
¢ekme ve itmede de 6nemli rol oynamaktadir (35, 169). Spesifik hiicresel tanima
bolgelerini maskeleme yetenegine sahip olan SA’lar, biyolojik bilginin transferinde
onemli rollere sahiptir. Ayrica glikolipidlere ve glikoproteinlere antijenik 6zellik
kazandirirlar ve glukokonjugatlarin makromolekiiler yapisini etkileyebilirler (149).
SA’lar, noromiiskiiler sinapslarda sinyal akisini diizenlemekte de gorev alirlar (76).
Bagisiklik, homoeostazis ve inflamasyonda farkli tipte hicresel etkilesimlerin
gerceklesmesinde, SA’larin bulundurduklar: hidroksil gruplari ile birlikte karboksilik
asit ve N-asetamid gruplart 6nemlidir (35, 169).

Polisialik asitler, 8-100 o (2—8) bagli SA kalintilar1 igeren linear yap1 gosteren ve
Ozellikle sinir hicrelerinde adezyonu saglayan temel molekiillerdir. Polisialiltrasferaz
enzimi tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla sentezlenirler. Negatif elektrik yikune
sahip polisialik asit kalintilari, beyin dokusunun gelisiminde, akson potansiyelinin
dizenlenmesinde, sinapslarin formasyonunda, miyelin kilif olusumunda, hiicre
farklilasmasinda ve hiicre goglinde oldukga O6nemlidirler. Farelerde polisialik asit
transferaz enziminde meydana gelen bir kayip, gelisme ve davranis bozukluklarina
yol agmaktadir. Polisialik asit transferaz enziminde meydana gelen hatalar, 6zellikle
uzun sureli depresyonun nedenlerinden biri olarak gortilmektedir. Polisialik asitlerin
enzimatik olarak pargalanmasi kok hiicre gogiinli onlemekte ve yetiskin farelerde

erken noronal farklilasmaya neden olmaktadir (14, 179).
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun (KAU-HADEK)
18.03.2011 tarih ve 2011/007 sayil1 izni ile bu ¢alismada; 10-12 haftalik, 35 adet (29-
35 g agirliginda), erkek Swiss albino fare kullanildi. Her birinde 7 adet fare olacak
sekilde, 5 grup olusturularak 10 giin slre ile adaptasyonlari saglanan deney
hayvanlar1, normal fare yemi ve musluk suyu ile ad libitum olarak beslendi. Gunlik
doz uygulamalari, saat 09:00-11:00 arasinda yapildi. Deney siiresince hayvanlarin
genel durumlart gozlemlenerek kayit altina alindi. Deneklere 21 giin boyunca

uygulanan iglemler asagida belirtildi.

1. Kontrol Grubu (K): Bu gruba, normal diyet ve gruplar arasinda enjeksiyon
islemlerinden meydana gelebilecek stres veya plasebo etkisinden dogabilecek
farkliliklar1 ortadan kaldirmak igin, serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) deney

stiresi boyunca her giin intraperitonal (i.p) olarak uygulandi.

2. Klorprifos-etil Grubu (CPF) : Farelere, normal diyet ve deri alt1 (s.c) olarak
80 mg/kg Klorprifos-etil serum fizyolojik ile seyreltilerek, 0., 7. ve 14.

gunlerde olmak tizere toplam 3 doz uygulandi (98).

3. Kafeik asit fenetil ester Grubu (CAPE): Farelere, normal diyet ve
intraperitoneal (i.p) olarak 10 pmol/kg CAPE, % 10’luk etanolde

cozinddrilerek deney suresi boyunca her giin uyguland: (88).

4. Klorprifos-etil+Kafeik asit fenetil ester Grubu (CPF+CAPE): Farelere,
normal diyet ve deri alt1 (s.c) olarak 80 mg/kg Klorprifos-etil, 0., 7. ve 14.
giinlerde olmak iizere toplam 3 doz olarak uygulandi. Intraperitoneal (i.p)

olarak da 10 umol/kg CAPE deney suresince her giin uygulandi.

5. Etanol Grubu (E): Farelere, normal diyet ve %10’luk etanol serum

fizyolojik icinde intraperitoneal (i.p) olarak her giin uygulanda.
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2.1.1. Hayvanlardan Kan ile Doku Orneklerinin Alinmasi ve islenmesi

Son uygulamalardan 24 saat sonra, kan Ornekleri heparinli tuplere intrakardiyak
olarak alindi ve farelere servikal dislokasyon yontemi uygulandi. Kan 6rnekleri,
3000 devirde 15 dakika santrifllj edilerek plazmalar1 elde edildi ve 6rnekler analiz
edilinceye kadar -20 °C’de derin dondurucuda saklandi. Beyin dokular1 hizli ve
hasarsiz bir sekilde cikarildi. Histopatolojik incelemeler icin ayrilan beyin substantia
nigra doku izolasyonu hemen gergeklestirilirken, biyokimyasal analiz i¢in alinan
0.5 g beyin doku 6rnekleri fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile 5 kat sulandirilarak buz
Uzerinde, 12.000 rpm'de 2 dakika boyunca homojenizator ile homojenize edildi.
Homojenatlar, 15000 rpm'de 4 °C derecede 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen
slipernatant kismi1 biyokimyasal analiz yapilacagi giine kadar (1 hafta) -45 °C’de

saklanda.

2.2. Metot

2.2.1. Kullanilan Alet ve Malzemeler

1.

2.

8.
9.

Spektrofotometre (Microplate Reader Epoch, Shimadzu UV-1201))
Deiyonize su cihazi (Heidolpph, type-mono, Dest-3000)
Ayarlanabilir otomatik pipetler (Axygen 5-1000 pl)

Sogutmali santriflij (Heraeus christ)

Manyetik karistirici (Labinco-532)

Homojenizatér (Wiggen Hauser)

Otoanalizor (HumaStar 600)

Buzdolab1 (-20 °C) (Bosch)

Su banyosu (SB100, Niive)

10. Hassas terazi (Scaltec)

11. pH metre (inoLab)

12. Vorteks (Labinco)
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2.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Total antioksidan kapasite kiti (Rel Assay)
2. Total oksidan kapasite kiti (Rel Assay)
3. p-dimetil amino benzaldehid (Merck)
4. Monosodyum hidrojen fosfat (Fluka)
5. Klorprifos-etil (Hektas Ticaret A.S)

6. Sodyum hidroksit (Sigma-Aldrich)

7. Kalsiyum klorir (Sigma-Aldrich)

8. Disodyum hidrojen fosfat (Fluka)

9. Sodyum Klorir (Sigma-Aldrich)

10. Tris-HCI (Sigma-Aldrich)

11. Hidroklorik asit (Merck)

12. NANA standarti (Sigma)

13. Trisma (Sigma-Aldrich)

14. Aseton (Sigma-Aldrich)

15. Etanol (Sigma-Aldrich)

16. CAPE (Sigma-Aldrich)

17. Perklorik asit (Merck)

18. Paraokson (Supelco)

2.2.3. Doku Homojenizasyonu I¢in Kullanilan Tampon Cézelti

0,1 M Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) (pH 7,4): 250 ml’lik balon jojeye, bir miktar
distile su konuldu. Uzerine 18,93g NaCl + 3,075g Na;HPO4.2H,0+ 2,075¢g
NaH,PO,4.2H,0’dan belirtilen miktarlarda hassas terazide tartilip eklendi. Daha sonra
manyetik karistiricida karistirilarak ¢oziindiiriildii ve hacmi 250 ml’ye tamamlandi.

Soliisyonun pH’s1 7,4’e ayarlandi.
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2.2.4. Deney Siiresince Hayvanlarda Gozlemlenen Degisimlerin Takibi

2.2.4.1. Genel Hareketlerin izlenmesi (Ludolph Hareket Analizi)

Deneysel PH modelinin olusup olusmadigint degerlendirmek igin, daha onceki

calismalarda kullanilan Ludolph Hareket Analizi skalasina gore farelerin genel

hareketleri incelendi (114). Calisma basladiktan sonra her hafta tiim gruplardaki

farelerin davranislari degerlendirilerek asagidaki tabloya gore birer say1 degeri

verildi.

Tablo 2.1. Ludolph Hareket Analizi Skalas1 (114).

Davrams Say1
Normal davranis 0
Arka bacaklardaki hafif bir aksakliktan dolayir yer degistirmede genel bir | 1
yavaglama

Hareketlerde diizensizlik ve yliriiyliste anormallikler 2
Arka bacakta felg 3
On ve arka bacaktaki felgten dolay: hareket etmede giigliik 4
Sirt tistii yatma 5)

2.2.4.2. Motor Aktivite Tayini

Calisma basladiktan sonra gruplardaki tiim farelerde her hafta motor aktiviteyi

belirlemek igin, PH’nin spesifik semptomlarindan bradikinezi degerlendirildi.

Bradikinezinin derecesini 6lgmek igin kii¢iik modifikasyonlara ugratilmis (105) olan

Ogawa ve arkadaslarinin (127) ‘Pole Test = Cubuk Testi” metodu kullanildi.
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2.2.5. Biyokimyasal Analizler

2.2.5.1. Plazma ve Doku Total Antioksidan ve Total Oksidan Kapasite Analizi

Plazma ve beyin dokusu TAK ve TOK analizleri, Erel’in gelistirdigi yonteme gore

yapildi (60, 61).

2.2.5.1.1. Total Antioksidan Kapasite Analizi

Prensip: Bu test, mavi-yesil renkli ABTS radikal katyonunun renk kayb1 prensibine
dayanmaktadir. Numunedeki antioksidan molekiller, mavi-yesil renkteki ABTS
radikalini renksiz ABTS formuna indirgerler ve karakteristik renginin kaybina neden
olurlar. Spektrofotometrede 660 nm’deki absorbans degisikligi 6rnekteki antioksidan
miktar1 ile iliskilidir. Vitamin E analogu olan Trolox Equivalent adli standart
antioksidan soltisyonu ile kalibre edilir. Sonuclar, mmol Trolox equiv./L olarak

belirtilir.

Kullanilan Reaktif ve Standartlar

Reaktif 1 Test tamponu

Reaktif 2: Renklendirilmis ABTS [2,2'-azino-bis(3-etil benzthiazoline-6-
stllfonik asit)] radikal solusyonu

Standart 1 0.0 mmol Trolox Equiv./L (K&r soliisyonu)

Standart 2: 1.0 mmol Trolox Equiv./L soliisyonu

Tablo 2.2. Total Antioksidan Kapasite (TAK) Analizi

1.0kuma 2.0kuma

Mikroplaga Mikroplak Gizerine

Stdl 200 pl reaktif 1 + 12 pl Std 1 30 pl reaktif 2 ekle
koy Oda 1s1sinda 10 dakika inkiibasyon,

Mikroplaga Mikroplak Gizerine

Std2 | 200 ul reaktif 1 + 12 pl Std 2 30 pl reaktif 2 ekle
koy Oda 1s1sinda 10 dakika inkiibasyon,

Mikroplaga Mikroplak tizerine

Ornek | 200 pl reaktif 1+ 12 pl Ornek 30 pl reaktif 2 ekle
koy Oda 1s1sinda 10 dakika inkiibasyon,

Absorbans 1 (660 nm) oku Absorbans 2 (660 nm) oku
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Sonuc¢larin Hesaplanmasi;

[(AAbs Std1) - (AAbs Ornek)]
[(AADbs Std1) - (AAbs Std2)]

Sonug =

A Standart 1’in absorbans1 = (Std 1’in ikinci absorbansi - Std 1’in ilk absorbansi)
A Standart 2’nin absorbansi = (Std 2’in ikinci absorbansi - Std 2’in ilk absorbansi)

A Orn. absorbans1 = (Orn. ikinci absorbans1 — Orn. ilk absorbansi)

2.2.5.1.2. Total Oksidan Kapasite Analizi

Prensip: Ornekte bulunan oksidanlar, ferréz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik
iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik ii¢
katina ¢ikarmaktadir. Ferrik iyonlar, asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir
kompleks olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin
siddeti spektrofotometrik olarak 6l¢ulmektedir. Sonuglar hidrojen peroksit ile kalibre

edilir ve sonug umol H,0, Equiv./L olarak olculir.

Kullanilan Reaktif ve Standartlar

Reaktif 1 Test tamponu (50 ml x1)

Reaktif 2 Prokromojen sollisyonu (10 ml x 1)

Standart 1: Kor sollisyonu (deiyonize su)

Standart 2 Stabilize edilmis standart stok soliisyonu (SSSS) (800 mM

H,0, Equiv./L, 10 ml x1)

Stok soltisyondan 50 ul alindi ve 10 ml deiyonize su ile karistirildi. Bu soliisyondan
50 pl alinarak, 10 ml deiyonize su ile karistirilip vortekslendi. Bu sekilde standart 2
stok soliisyonu 40.000 kat sulandirilmis oldu. Bu calisma soliisyonu giinliik olarak

hazirlandi.
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Tablo 2.3. Total Oksidan Kapasite (TOK) Analizi

1.0kuma 2.0kuma

Mikroplaga Mikroplak Gzerine

SW2 | 300 ul reaktif 1 + 45 pl Std 2 15 il reaktif 2 ekle
ekle Oda 1s1sinda 10 dakika inkiibasyon

) Mikroplaga Mikroplak tizerine

Ornek 300 pl reaktif 1 + 45 pl 6rnek 15 ul reaktif 2 ekle
ekle Oda 1s1sinda 10 dakika inkiibasyon

Absorbans 1 (530 nm) oku Absorbans 2 (530 nm) oku

Sonuclarin Hesaplanmasi;

Sonug = [(AAbs Orn.) / (AAbs Std2)] x 20 (Std 2 degeri)

AAbs Orn. = Ornegin ikinci absorbans1 — 6rnegin ilk absorbansi

AAbs Std2 = Standart 2’nin ikinci absorbansi — standart 2’nin ilk absorbansi
Std 2 degeri = 20 umol H,0, Equiv./L

2.2.5.2. Plazma ve Doku Paraoksonaz Aktivite Analizi

Paraoksonaz aktivitesi, Eckerson (54) ve Gilci’nin (78) metodlarina gore analiz
edildi.

Prensip: Substrat olarak kullanilan paraoksonun (0,0-dietil-O-p-nitrofenilfosfat),
PON1 tarafindan hidrolizi sonucu agiga ¢ikan p-nitrofenolin 25 °C’de
spektrofotometrik olarak 412 nm’de absorbansinin 6lgiilmesi esasina dayanmaktadir.
PONL1 aktivitesi, p-nitrofenol i¢in belirlenmis olan molar absorbsiyon katsayisi ve
deneyde yapilan diliisyonlar gbz 6niine alinarak U/L olarak hesaplandi. Paraoksonaz
aktivitesi icin 1 umol paraoksonu 1 dakikada p-nitrofenol’e doniistiiren enzim

aktivitesi Unite (U) olarak tanimlanmistir (54).
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Deneyde Kullanilan Cozeltiler

a-

e_

HCI ¢ozeltisi (0.1 M) (a): 10 mI’lik 1 M HCI ¢ozeltisinin hacmi, distile su ile

100 mI’ye tamamlandi.

Tris Cozeltisi (0.1 M) (b): 1.21 g tris, distile suda ¢ozuldi ve hacmi 100

ml’ye tamamlandi.

Tris-HCI Tamponu (20 mM, pH: 8): 29 mL a ¢06zeltisi ile 50 ml b ¢ozeltisi
karistirtlarak, pH’s1 8’e ayarlandi. pH’s1 8 ayarlanan karigimin hacmi, distile

su ile 100 ml’ye tamamlandi.

Calisma Ayiraa [kalsiyum Kloriir (2 mM)-paraokson (2 mM)]: 29.4 mg
kalsiyum Klorir (CaCl,.2H,0), bir miktar tris-HCI tamponunda ¢6zildu.
Uzerine 1.5 ml asetonda ¢Oziillen, 44 pl paraokson eklenerek tris-HCI

tamponu ile hacmi 100 ml’ye tamamlandi.

Aseton: Normal safliktaki aseton sisesinden alinarak kullanildi.

Deneyin Yapihsi:

Numune ve kor kuyucuklarma 280 ul ¢alisma ayiract konulur. Daha sonra kor

kuyucuguna 8 pl distile su, numune kuyucuguna ise 8 ul plazma ilave edilir.

25°C’de, 2 dk boyunca kore karst numunenin 412 nm’deki absorbans artig1 6l¢ulir
(AA/dk: dakikadaki absorbans farki).

AA/dk x SF x 10°

U/L (umol/dk/L) =

€ x 1/0.6

AA/dk : Bir dakikadaki absorbans degisimi

e
SF
108

1/0.6

. p-nitrofenoliin molar absorbsiyon katsayisi, mevcut deney sartlari icin 18290
: Seyreltme faktorl ( Total hacim/Numune hacmi)
: umole ¢evirme faktoru

: Plate 151k yolunun uzunlugu
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2.2.5.3. Plazma Total Kolesterol, Trigliserit, HDL, LDL ve VLDL Analizleri

Plazma total kolesterol, trigliserit, HDL, LDL seviyeleri ticari kitler kullanilarak
otomatik analizorde (Huma Star 600, Germany) analiz edildi. VLDL seviyeleri
Friedewald formalu [Trigliserit (mg/dl) <400 mg/dl ise VLDL (mg/dl)= Trigliserit
(mg/dl)/5] kullanilarak hesaplandi (12).

2.2.5.4. Plazma ve Doku Total Sialik Asit Analizi

Deneyde Kullanilan Cozeltiler

a- %5’lik Perklorik Asit Cozeltisi (V/V): 7.04 ml Perklorik asit alinarak bir miktar

distile su ile ¢6zuldi ve hacmi 100 mI’ye tamamland.

b- Ehrlich Ayraci: 5 gr p-dimetilaminobenzaldehit 50 ml yogun HCI icerisinde
¢cozuldi ve Uzerine 50 ml distile su ilave edilerek hacmi 100 ml’ye tamamlandi

(Ehrlich ayraci, her analiz den 6nce taze olarak hazirlandr).

TSA Analizinin Yapihsi

TSA analizi Sydow’un (161) metodu kullanilarak yapildi. 0.2 ml plazma Uzerine 1.5
ml perklorik asitten ilave edildi. 100 °C’de 5 dakika kaynatildi ve sogutuldu. Tupun
dibinde olusan tortu 2500 rpm’de 4 dk santrifiij edildi. Siipernatant’tan 1 ml alinarak
diger temiz tiiplere aktarildi. Uzerine 0.2 ml Ehrlich ayiraci ilave edilerek 100 °C’da
15 dakika kaynatildi. Kaynatma isleminden sonra tiipler tekrar sogutuldu ve 1 ml
distile su ilave edilerek 525 nm’de optik dansiteleri (OD), spektrofotometrik olarak
okundu. Elde edilen OD’ler hazirlanan standart egriden degerlendirildi (161).
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TSA i¢in Standart Egrisinin Hazirlanisi

NANA (Sigma) standardindan, 100 mg/dl stok standart ¢ozeltisi hazirlandi. Stok
standart ¢ozeltiden; 75, 50, 25 ve 12.5 mg/dl konsantrasyonlarinda diliisyonlar
yapildi. Elde edilen standart diliisyonlarin her biri i¢in, 3 tiip hazirlanarak metot
uygulandi ve OD’leri okundu. Elde edilen OD’lerin ortalama degerleri alinarak
standart egri olusturuldu ve bu standart egriden 6rneklerin TSA degerleri hesaplandi.
Standart egrinin hazirlanmasinda, her bir diltisyon icin elde edilen kalibrasyon egrisi

Grafik 2.1’de gosterilmistir.
02 y= OI,?(30:1(9)?<9-9 8’39007
0,18 F
0,16 F
0,14 F

0,12 f

Absorbans

01 f

0,08 F

0,06 F

0,04

0,02

0 25 50 75 100

TSA (mg/dl)

Grafik 2.1. TSA standart grafigi.
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2.2.6. Histopatolojik incelemeler

Calismanin sonunda Otenazi edilen deney hayvanlariin histopatolojik incelemeleri
i¢in ayrilan ve buz tizerinde izole edilen beyin dokusuna ait “substantia nigra”lari
derhal alinarak %210’luk tamponlu formaldehit solisyonu igerisinde, bir gece
bekletilerek tespit edildi. Tespit edilen dokular, rutin islemlerden ge¢irilerek parafin
bloklar hazirlandi. Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda doku kesitleri alinarak
Hematoksilen-Eosin (H.E.) ile boyanmak suretiyle 1sik mikroskobunda incelendi.

Incelenen dokularin mikroskobik resimleri ¢ekildi.

2.2.7. istatistiksel Hesaplamalar

Calismada elde edilen sonuglarin istatistiksel analizleri, SPSS 16.0 for Windows
Istatistik Paket Programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasinda anlamli iliski olup
olmadig1, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile belirlendi. Istatistiksel olarak
farkliliklarin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in ¢oklu karsilastirma
(post hoc) analiz testlerinden, Tukey testi kullanildi. Gruplar arasi negatif (-) ya da
pozitif (+) iligskinin arastirilmasi i¢in korelasyon analizi yapildi. Sonuglar ortalama =+

standart sapma (X + SD) seklinde belirtildi.
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3. BULGULAR

3.1. Deney Siiresince Hayvanlarda Gozlemlenen Degisimlerin Takibi
3.1.1. Genel Hareketlerin izlenmesi (Ludolph Hareket Analizi)

Butln gruplardaki farelerin Ludolph Hareket Analizi (genel hareketlerin
degerlendirilmesi) sonuglari, deney siiresinin 1. hafta, 2. hafta ve 3. hafta arasindaki
karsilastiritlmasinin istatistiksel olarak anlamli (P< 0.001) fark gosterdigi tespit edildi
(Grafik 3.1).

CPF uygulanan grupta, 1. haftada tiim farelerin genel davranislarinda bir yavaslama
ve yer degistirmede zorlanmalar gozlemlenirken, CPF+CAPE grubunda ise bazi
farelerin davraniglarinda yavaslama olsa da CPF grubundaki kadar degildi. 2. haftada
CPF uygulanan grupta, anormal davraniglar ve yiirimede zorluklar gdzlenirken, 3.
haftada, arka ayakta fel¢ benzeri belirtiler ve yirimede zorluklardan dolay1 besin ve
suya ulasmada zorlanmalar gozlemlendi. CPF+CAPE grubunda ise belirtiler CPF
grubuna gore daha hafifti. K, CAPE ve E grubunda ise Ludolph Hareket Analizi

skalasina gore hareketlerin normal oldugu tespit edildi.

Ludolp Hareket Analizi

1.Hafta

) Hafta

Ludolp Hareket Analiz Skoru

0 - 1 1 1 1
K CPF CAPE CPF+CAPE E
Gruplar

Grafik 3.1. Gruplar aras1 Ludolph Hareket Analizi Skalas1 degisimleri
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3.1.2. Motor Aktivite Tayini

Motor aktivite tayini igin, ¢ubuk testi ile degerlendirilen harekete gegme zamani
asagida Grafik 3.2°de gosterildi. Buna gore 1. Haftada, CPF ve CPF+CAPE
grubunda, diger gruplara gére onemli derecede istatistiksel fark (P< 0.001) gozlendi.
2. ve 3. haftada ise CPF, CPF+CAPE ve E gruplarinda, K ve CAPE gruplarina gore
istatistiksel olarak fark (P< 0.001) gozlenmis olup, harekete gegme zamaninin CPF

grubunda daha fazla uzadigi tespit edildi.

% - Motor Aktivite Tayini
a
80
c 70 -
&
S 60 -
E 50 a "
o O1. Hafta
ch3~ 40 O 2. Hafta
g b m 3. Hafta
230 a c
2 b c
0 d
207 ¢ dd c d c
T
10 | W J- J-
0
K CPF CAPE CPF+CAPE E
Gruplar

Grafik 3.2. Gruplar aras1 motor aktivite degisimleri

3.2. Biyokimyasal Parametreler

Plazma total kolesterol, trigliserit, HDL, LDL, VLDL, PONL1 aktivitesi, TAK, TOK,
TSA seviyeleri ile beyin PONL1 aktivitesi, TAK, TOK ve TSA seviyeleri analiz
sonuclar1 ve gruplar arasindaki istatistiksel farklar Tablo 3.1’de, plazma K grubu ile
CPF, CAPE, CPF+CAPE ve E grubu farelerde biyokimyasal parametreler arasindaki
korelasyonlar Tablo 3.2’de ve beyin dokusu K grubu ile CPF, CAPE, CPF+CAPE ve
E grubu farelerde biyokimyasal parametreler arasindaki korelasyonlar Tablo 3.3’de

verildi.



Tablo 3.1. Plazma ve beyin dokusu biyokimyasal parametre sonuglar1 ve gruplar arasindaki istatistiksel farklar

(ortalamazstandart sapma (X%SD) )

GRUPLAR
PARAMETRELER K CPF CAPE CPF+CAPE E
Total kolesterol (mg/dl) 100+2° 116+3° 93+4¢ 110+3° 103+4°
Trigliserit (mg/dl) 73+3° 85+4° 64+5° 79+4%P 75+4°
HDL (mg/dl) 50+1° 33+3° 54+42 37+3° 50+3°
LDL (mg/dl) 35+1¢ 63+3° 27+2° 55+2° 38+2°
VLDL (mg/dl) 15+1° 17+1° 13+1° 16+1°¢ 15+1°
Plazma PON1 (U/L) 81.99+4.02*° 37.62+3.44° 85.70+3.11° 61.75+3.96° 80.14+2.20"
Plazma TAK (mmol Trolox eq/L) 1.25+0.07° 0.75+0.07¢ 1.27+0.04° 1.00+0.03° 1.13+0.08"
Plazma TOK (pmol H,O; eq/L) 9.26+0.70° 16.20+0.86° 8.98+0.77° 12.06+0.72" 9.36+0.38°
Plazma TSA (mg/dI) 68.75+5.24" 81.81+5.25° 68.67+3.51" 74.68+3.26° 69.40+3.96"
Beyin PON1 (U/g yas doku) 3.55+0.28" 1.81+0.18° 3.87+0.13° 3.09+0.14° 3.43+0.14°
Beyin TAK 1.10+0.09" 0.75+0.08° 1.26+0.05° 1.06+0.05" 1.10+0.04°
( mmol Trolox eq/L g yas doku)
Plazma TOK 8.50+0.41° 15.85+0.69° 8.46+0.40° 11.92+0.50" 8.82+0.36°
(umol H,O, eq/L g yas doku)
Beyin TSA (mg/g yas doku) 0.32+0.04%¢ 0.43+0.04% 0.30+0.05° 0.38+0.04" 0.33+0.03%¢

a, b, c,d, e : Aym satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasi farklilik 6nemlidir (P < 0.001).

LS



Tablo 3.2. Plazma K grubu ile CPF, CAPE, CPF+CAPE ve E grubu farelerde biyokimyasal parametreler arasindaki korelasyonlar

TAK TOK TSA PON1 T.Kolesterol Trigliserit HDL LDL VLDL

TAK -0.909* -0.745* 0.948* -0.870* -0.796* 0.842*  -0.915* -0.796*
TOK 0.776* -0.959*  0.822* 0.740* -0.861* 0.889*  0.740*
TSA -0.779*  0.586* 0.576* -0.763* 0.738*  0.567*
PON1 -0.861* -0.747* 0.886*  -0.927* -0.747*
T.Kolesterol 0.845* -0.741* 0.913*  0.845*
Trigliserit -0.748* 0.829*  1.000*
HDL -0.931* -0.748*
LDL 0.829*
VLDL

*. Korelasyon P < 0.01 dizeyinde énemlidir.

Tablo 3.3. Beyin K grubu ile CPF, CAPE, CPF+CAPE ve E grubu farelerde biyokimyasal parametreler arasindaki korelasyonlar

TAK TOK TSA PON1
TAK -0.868* -0.751* 0.895*
TOK 0.806* -0.931*
TSA -0.760*

PON1

*: Korelasyon P < 0.01 diizeyinde 6nemlidir

89
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3.2.1.Total Antioksidan ve Total Oksidan Kapasite Seviyeleri

3.2.1.1. Plazma ve Beyin Total Antioksidan Kapasite Seviyeleri

Plazma TAK seviyeleri gruplar arasinda karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
o6nemli (P<0.001) bir fark tespit edildi. CPF uygulanan grupta plazma TAK seviyesi
anlamli derecede (P<0.001) azalirken, CPF+CAPE ve E gruplarinda CAPE ve K
gruplarina gére daha diistik bulundu (Tablo 3.1 ve Grafik 3.3). Plazma TAK seviyesi
ile plazma TOK, TSA, total kolesterol, trigliserit, LDL ve VLDL seviyeleri arasinda
P<0.01 dizeyinde negatif (-) korelasyon (sirastyla r= 0.909, r= 0.745, r=0.870,
=0.796, r=0.915, r=0.796), plazma PONI1 aktivitesi ve HDL seviyesi ile arasinda
P<0.01 diizeyinde pozitif (+) korelasyon (sirasiyla = 0.948, r= 0.842) bulundu
(Tablo 3.2).
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Grafik 3.3. Deney gruplar1 plazma TAK sonuglari

Beyin dokusu TAK seviyesi gruplar arasinda kiyaslama yapildiginda, kontrol
grubuna gore CPF uygulanan grupta TAK seviyesinin istatistiksel olarak énemli
oOl¢iide azaldigi (P<0.001) tespit edildi (Tablo 3.1 ve Grafik 3.4). Beyin dokusu TAK
seviyesi ile TOK ve TSA seviyeleri arasinda P<0.01 diizeyinde negatif (-) korelasyon
(swrastyla r= 0.868, r= 0.751), beyin PONI1 aktivitesi ile arasinda P<0.01 diizeyinde
pozitif (+) korelasyon (r= 0.895) bulundu (Tablo 3.3).
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Grafik 3.4. Deney gruplari beyin TAK sonuglari

3.2.1.2. Plazma ve Beyin Total Oksidan Kapasite Seviyeleri

Plazma TOK seviyeleri karsilagtirildiginda, en fazla farkin CPF uygulanan grup ile
K, CAPE ve E gruplar arasinda oldugu, CPF uygulanan grupta TOK seviyesinde
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artis (P<0.001) oldugu tespit edildi.
Ayrica CPF+CAPE grubunda da TOK seviyesinin CPF grubuna gore daha diisiik
(P<0.001) oldugu, ancak diger gruplara gore daha yiiksek (P<0.001) oldugu tespit
edildi (Tablo 3.1 ve Grafik 3.5).

Plazma TOK seviyesi ile plazma TAK, PON1 aktivitesi ve HDL seviyesi arasinda
P<0.01 duzeyinde negatif (-) korelasyon (sirasiyla r= 0.909, r= 0.959, r=0.861),
plazma TSA, total kolesterol, trigliserit, LDL ve VLDL seviyeleri arasinda P<0.01
diizeyinde pozitif (+) korelasyon (sirastyla r= 0.776, r= 0.822, r=0.740, r=0.889,
r=0.740) bulundu (Tablo 3.2).
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Grafik 3.5. Deney gruplar1 plazma TOK sonuglari

Beyin dokusu TOK seviyesi gruplar arasi kiyaslama yapildiginda, CPF uygulanan
grupta TOK seviyesinde kontrole grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig
(P<0.001) oldugu tespit edildi. Ayrica CPF+CAPE grubunda da TOK seviyesinin
CPF grubuna gore biraz daha diisiik oldugu, ancak diger gruplara gore daha yiksek
(P<0.001) oldugu tespit edildi (Tablo 3.1 ve Grafik 3.6).

Beyin dokusu TOK seviyesi ile TAK ve PON1 aktivitesi arasinda P<0.01 diizeyinde
negatif (-) korelasyon (sirastyla r= 0.868, r=0.931), beyin TSA seviyesi ile arasinda
P<0.01 diizeyinde pozitif (+) korelasyon (r= 0.806) bulundu (Tablo 3.3).
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Grafik 3.6. Deney gruplar1 beyin TOK sonuglari

3.2.2. Plazma ve Beyin Paraoksonaz (PON1) Aktivitesi

Plazma PONL1 aktivitesi gruplar arasinda kiyaslama yapildiginda, CPF uygulanan
grupta kontrol grubuna gore PONL1 aktivitesinde istatistiksel olarak onemli bir
azalmanin (P<0.001) oldugu tespit edilmis olup, CPF+CAPE grubunda ise PONI
aktivitesinin CPF grubuna gore daha yiiksek (P<0.001) oldugu tespit edildi (Tablo
3.1 ve Grafik 3.7).

Plazma PONL1 aktivitesi ile plazma TOK, TSA, total kolesterol, trigliserit, LDL ve
VLDL seviyeleri arasinda P<0.01 dizeyinde negatif (-) korelasyon (sirasiyla r=
0.959, r= 0.779, r=0.861, r=0.747, r=0.927, r=0.747), plazma TAK ve HDL
seviyeleri arasinda P<0.01 dlzeyinde pozitif (+) korelasyon (sirasiyla r= 0.948, r=
0.842) bulundu (Tablo 3.2).
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Plazma PON1 AKTIVITESI
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Grafik 3.7. Deney gruplari plazma PON1 aktivite sonuglari

CPF uygulanan grupta beyin dokusu PON1 aktivitesinde kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak énemli bir azalmanin (P<0.001) oldugu, CPF+CAPE grubunda ise
PON1 aktivitesinin CPF grubuna gore daha yiiksek oldugu tespit edildi (Tablo 3.1 ve
Grafik 3.8). Beyin dokusu PONI1 aktivitesi ile TOK ve TSA seviyeleri arasinda
P<0.01 dizeyinde negatif (-) korelasyon (sirasiyla r= 0.931, r= 0.760 ), beyin TAK
seviyesi ile arasinda P<0.01 diizeyinde pozitif (+) korelasyon ( r= 0.895) bulundu

(Tablo 3.3).
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Grafik 3.8. Deney gruplar1 beyin PON1 aktivite sonuglari
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3.2.3. Plazma Total Kolesterol, Trigliserit, HDL, LDL ve VLDL Seviyeleri

Calismada plazma lipid profili bakimindan gruplar arasinda kiyaslama yapildiginda,
CPF uygulanan grupta plazma total kolesterol seviyesi diger gruplara gore yiiksek
(P<0.001) olup, en fazla fark ise CPF grubu ile CAPE grubu arasinda bulundu.
Plazma total kolesterol seviyesi bakimindan K ve E grubu arasinda istatistiksel bir
fark saptanmazken, CPF+CAPE grubunda ise K ve E grubuna gore istatistiksel
olarak 6nemli bir artis (P<0.001) oldugu saptandi (Tablo 3.1 ve Grafik 3.9). Plazma
total kolesterol seviyesi ile plazma TAK, PON1 aktivitesi ve HDL seviyesi arasinda
P<0.01 duzeyinde negatif (-) korelasyon (sirastyla = 0.870, r= 0.861. r=0.741),
plazma TOK, TSA, trigliserit, LDL ve VLDL arasinda P<0.01 diizeyinde pozitif (+)
korelasyon (sirastyla = 0.822, r= 0.586, r=0.845, r=0.913, r=0.845) bulundu (Tablo
3.2).

Trigliserit seviyeleri bakimindan gruplar kiyaslandiginda; CPF uygulanan grupta
trigliserit seviyesi en yiiksek iken, CAPE grubunda ise en diisiik bulundu. Trigliserit
seviyesi K ve E grubu arasinda istatistiksel bir farklilik gostermezken, CPF+CAPE
grubunda ise K ve E gruplarina gore istatistiksel olarak dnemli dlcude artis (P<0.001)
gosterdigi tespit edildi (Tablo 3.1 ve Grafik 3.9). Plazma trigliserit seviyesi ile
plazma TAK, PONL1 aktivitesi ve HDL seviyesi arasinda P<0.01 diizeyinde negatif (-
) korelasyon (sirasiyla r= 0.796, r= 0.747, 1=0.748), plazma TOK, TSA, total
kolesterol, LDL ve VLDL seviyeleri arasinda P<0.01 diizeyinde pozitif (+)
korelasyon (sirasiyla r= 0.740, r= 0.576, r=0.845, r=0.829, r=1.00) bulundu (Tablo
3.2).

HDL seviyeleri bakimindan gruplar kiyaslandiginda; CPF ve CPF+CAPE gruplan
ile K, CAPE ve E gruplarn arasinda istatistiksel olarak énemli (P<0.001) bir fark
tespit edildi. CPF uygulanan grubun en diisiik HDL seviyesine sahip oldugu CAPE
grubunun ise en yiksek HDL seviyesine sahip oldugu tespit edildi. K ile E grubu
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmazken, CPF+CAPE grubunda ise K ve E
grubuna gore HDL seviyesi biraz daha diisiik saptandi (Tablo 3.1 ve Grafik 3.9).
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Plazma HDL seviyesi ile plazma TOK, TSA, total kolesterol, trigliserit, LDL ve
VLDL seviyeleri arasinda P<0.01 diizeyinde negatif (-) korelasyon (sirasiyla
r=0.861, r= 0.763, r= 0.741, , r=0.931, r=0.748), plazma TAK seviyesi ve PON1
aktivitesi arasinda P<0.01 diizeyinde pozitif (+) korelasyon (sirasiyla r=0.842,
r=0.886) bulundu (Tablo 3.2).

LDL seviyeleri bakimindan gruplar kiyaslandiginda; CPF uygulanan grup ile diger
gruplar arasinda ve gruplarin kendi aralarinda istatistiksel olarak 6nemli (P<0.001)
bir fark tespit edildi. CPF uygulanan grubun en yiiksek LDL, CAPE grubunun ise en
diisiik LDL seviyesine sahip oldugu saptandi (Tablo 3.1 ve Grafik 3.9). Plazma LDL
ile TAK, PONI aktivitesi ve HDL seviyesi arasinda P<0.01 diizeyinde negatif (-)
korelasyon (sirasiyla r=0.915, r= 0.927, r= 0.931), plazma TOK, TSA, total
kolesterol, trigliserit ve VLDL seviyeleri arasinda P<0.01 diizeyinde pozitif (+)
korelasyon (sirastyla r=0.889, r= 0.738, r= 0.913, , r=0.829, r=0.829) bulundu (Tablo
3.2).

VLDL seviyeleri bakimindan gruplar kiyaslandiginda, CPF uygulanan grupta kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak énemli (P<0.001) bir fark tespit edilirken, kontrol,
ve CAPE arasinda 6nemli bir fark tespit edilmemistir. Yine CPF+CAPE grubunda
VLDL seviyesi CPF grubuna gore daha diisiik saptandi (Tablo 3.1 ve Grafik 3.9).
Plazma VLDL seviyesi ile plazma TAK, PONI aktivitesi ve HDLseviyesi arasinda
P<0.01 duzeyinde negatif (-) korelasyon (sirasiyla r=0.796, r= 0.747, r= 0.748),
plazma TOK, TSA, total kolesterol, trigliserit ve LDL seviyeleri arasinda P<0.01
diizeyinde pozitif (+) korelasyon (sirasiyla r=0.740, r= 0.567, r= 0.845, r=1.00,
r=0.829) bulundu (Tablo 3.2).
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Grafik 3.9. Deney gruplari plazma lipid profili sonuglari

3.2.4. Plazma ve Beyin Total Sialik Asit (TSA) Seviyeleri

Plazma TSA seviyeleri bakimindan gruplar arasinda kiyaslama yapildiginda, CPF
uygulanan grupta diger gruplara gore istatistiksel olarak onemli (P<0.001) bir artis
oldugu tespit edildi. CPF+CAPE grubunda TSA seviyeleri, CPF grubuna gore daha
disiik (P<0.001), K, CAPE ve E gruplarina gore daha yiiksek (P<0.001) oldugu
saptand1 (Tablo 3.1 ve Grafik 3.10). Plazma TSA seviyesi ile plazma TAK, PON1
aktivitesi ve HDL seviyesi arasinda P<0.01 diizeyinde negatif (-) korelasyon
(swrasiyla = 0.745, = 0.779, r=0.763), plazma TOK, total kolesterol, trigliserit, LDL
ve VLDL arasinda P<0.01 diizeyinde pozitif (+) korelasyon (sirasiyla r= 0.776, r=
0.586, r=0.576, r=0.738, r=0.567) bulundu (Tablo 3.2).
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Grafik 3.10. Deney gruplar1 plazma TSA sonuglari

Beyin doku TSA seviyesi bakimindan gruplar arasinda kiyaslama yapildiginda, CPF
uygulanan grup ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli (P<0.001) fark
tespit edilirken, TSA seviyesi bakimindan istatistiksel olarak en fazla fark CPF grubu
ile CAPE grubu arasinda oldugu tespit edildi (Tablo 3.1 ve Grafik 3.11). Beyin
dokusu TSA seviyesi ile TAK ve PON1 aktivitesi arasinda P<0.01 diizeyinde negatif
(-) korelasyon (sirastyla r= 0.751, r= 0.760), beyin TOK seviyesi ile arasinda P<0.01
duizeyinde pozitif (+) korelasyon (r=0.806) bulundu (Tablo 3.3).
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Grafik 3.11. Deney gruplar1 beyin TSA sonuglar1
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3.3. Histopatolojik Incelemeler

Histopatolojik incelemelerde K, CAPE ve E gruplarinda herhangi bir histopatolojik
degisiklige rastlanmadi (Resim 3.1, 3.3 ve 3.5). CPF uygulanan farelerde beynin
substantia nigra bolgesindeki ndronlarda dejenerasyon, bazilarinda ndrofaji ile az
sayida dejeneratif ndronda intrasitoplazmik yerlesimli, tekli ya da ¢oklu graniiler
yapilar halinde, kahverengi goriiniimde Lewy body olarak adlandirilan cisimciklere
rastland1 (Resim 3.2). CAPE ile birlikte CPF verilen grupta ise sadece CPF verilen
gruba goére dejeneratif noronlarin sayisinda ve siddetinde azalma dikkati g¢ekti.

Ayrica bu grupta Lewy body cisimciklerine rastlanmadi (Resim 3.4).

Resim 3.1. Kontrol grubu farelerin beyin substantia nigra blgesinde
noronlarin normal goriinimii (X 20, H&E).
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Resim 3.2. CPF grubu farelerin beyin substantia nigra bélgesinde néron
dejenerasyonu ve Lewy body cisimcikleri (beyaz oklarin ucu). Yine néron
sayisinda gozle goriilebilir bir azalma dikkat ¢ekmektedir (X 20, H&E).

Resim 3.3. CAPE grubu farelerin beyin substantia nigra bdélgesinde
ndronlarin normal goriiniimii (X 20, H&E).
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Resim 3.4. CPF+CAPE grubu farelerin beyin substantia nigra bélgesinde
dejeneratif noronlarin sayisinda ve siddetinde azalma (X 20, H&E).

Resim 3.5. Etanol grubu farelerin beyin substantia nigra bolgesinde
noronlarin normal goriinimii (X 20, H&E).
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4. TARTISMA ve SONUC

Diinyada norodejeneratif hastaliklar arasinda yaygin olarak goriilen Parkinson
Hastalig1’nin, yash populasyonuna bagl olarak prevalansi da artmaktadir. Genellikle
ileri yaslarda goriilen PH’da, beynin nigrostriatal kismindaki dopaminerjik
noronlarda hasar ve buna bagl olarak striatumunda dopamin seviyesinde azalma
oldugu bildirilmektedir (41). Baz1 ¢calismalarda, PH’da dopaminerjik néron kaybinin
oksidatif strese bagli olusabilecegi ileri siiriilmektedir (53, 148). Cevresel toksinler
ile pestisitlere dolayli yollardan maruz kalan canlilarda; sinir sisteminde kronik
hasarlar ve oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar yoniine kaymasi durumunda
artan oksidatif strese bagli olarak PH’nin olusma riskinin arttig1 kaydedilmektedir
(46, 99). Tarimsal alanda yaygin olarak kullanilan ve CPF ailesi organofosfatli
bilesiklere maruz kalan canlilarda PH’ya yakalanma riski arasinda yiiksek bir

iliskinin oldugunu bildiren birgok epidemiyolojik ¢alisma mevcuttur (47, 122).

Yapilan bu calismada, Klorprifos-etil ile deneysel Parkinson olusturulan farelerde
plazma ve beyin dokusu PONL1 aktivitesi, lipid profili, TSA, TAK ve TOK seviyeleri

tizerine CAPE’ nin koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglandi.

Son yillarda deneysel PH modeli olusturulmasinda, 6-OHDA ve MPTP
norotoksinleri ile paraquat, rotenon ve maneb gibi tarim kimyasallar
kullanilmaktadir (11). Bunlarin mitokondri kompleks-1 enzim sistemini inhibe
ederek, dopaminerjik ndéron hasarina bagli PH’ya 0zgii bulgularin (anatomik,
davranigsal ve noropatolojik bulgular) ortaya ¢ikmasina neden oldugu
bildirilmektedir (19). Organofosfatli insektisitler, kolinesteraz inhibisyonu ile
organizmanin motor fonksiyonlarini olumsuz yonde etkilemekte ve PH

semptomlarinin siddetini arttirmaktadir (27, 94).

Yapilan caligmada, deney siiresince deney hayvanlarinin genel hareketlerinin
degerlendirildigi Ludolp Hareket Analiz skalasina gére CPF uygulanan gruptaki
farelerin kontrol grubundakilere goére; hareketlerinde yavaslama, belirgin yiiriime

anormallikleri ve davranig bozukluklar tespit edildi.
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Ludolp hareket analizi bulgulari daha onceki g¢alismalarla (114, 147) uyumluluk
gostermektedir. CPF+CAPE uygulanan gruptaki farelerin ise CPF grubundaki
farelere gore hareketlerindeki yavaslama ve davranis bozukluklarinin daha az oldugu
gozlendi. CPF+ CAPE grubunda, CPF’nin olusturdugu noronal hasar1t CAPE’nin

noroprotektif etkisine bagl olarak dnleyebilecegi diisiincesini (68) paylasmaktayiz.

Motor aktiviteyi belirlemek i¢in bradikinezi siddeti degerlendirildiginde, CPF
uygulanan grupta, kontrol grubuna gore bradikinezi siddetinin 6nemli oranda arttigi
(P <0.001) gozlendi. Meydana gelen bu artisin, CPF’nin dopaminerjik noronlarda
olusturdugu harabiyete bagli olarak harekete gegme egilimini yavaglatabilecegi
kanaatine varildi. CPF+CAPE grubunda bradikinezi siddetinin kontrol grubuna gore
arttig1, CPF grubuna gore ise azaldigi tespit edildi. Calismada elde edilen motor
aktivite sonuglar1 diger ¢alismalarla (105, 147) uyumludur.

Pestisitler, yaglh dokularda birikerek ¢oklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonuna neden olmaktadir. Bu durum, o6zellikle lipid igerigi ve oksijen
gereksinimi yuksek, noronal hicreleri yenilenemeyen beyin dokusunda olumsuz
sonuglara yol agmaktadir (97). Bunun yani sira organofosfatli bilesikler, merkezi
sinir sisteminde 6grenme ve hafiza fonksiyonlarii da igeren birgok ndropatolojik
olusumlara neden olmaktadir. Bu kimyasallarin hedefi, korteks ve hipokampiisteki
sinirsel uyarilabilirligin ana diizenleyicisi olan GABAerjik ve kolinerjik sistemlerdir
(30, 97). Yuksek miktarda doymamis yag asitlerine sahip olan ve oksijeni yiiksek
diizeyde kullanan beyin dokusu serbest radikal hasarina kars1 olduk¢a duyarlidir. PH
ve AH gibi norodejeneratif hastaliklarin fizyopatolojisi ve prognozunda serbest

radikallerin neden oldugu oksidatif stresin rol oynadigi bildirilmektedir (66, 92).

Literatlirde, organofosfatl bilesiklerin yogun serbest radikal iiretimine neden oldugu,
basta membran lipidleri olmak iizere metabolizmadaki 6nemli biyomolekiillerin
oksidatif hasarma yol agtig1 ileri siirilmektedir (74). Gultekin ve ark. (80)’lar
organofosfatli bir insektisit olan CPF’yi oral yoldan ratlara uyguladiklar1 bir
caligmada, lipid peroksidasyonunun arttigini ve antioksidan savunma potansiyelinin

azaldigini rapor etmislerdir.
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Plazmada antioksidanlar etkilesim igerisinde bulunmaktadir. Bu durum,
antioksidanlarin bir arada olusturdugu etkinin, her birinin tek basina olusturdugu
etkiden daha fazla sinerji ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Ayni durumun oksidan
molekiiller igin de gegerli oldugu bildirilmektedir (173). Bu nedenle organizmadaki
antioksidan/oksidan dengenin belirlenmesi i¢in tek tek antioksidan ve oksidanlarin
Ol¢timiinden ziyade, TAK ve TOK O0l¢limiiniin daha yararli oldugu bildirilmektedir
(60, 61).

El-Banna ve ark. (57)’lar1 yaptiklart bir ¢aligmada, diisiik ve yliksek dozda CPF
uyguladiklart ratlarda TBARS seviyesinin yiiksek, TAK seviyesinin ise diisiik
oldugunu rapor etmislerdir. Yine Kiling ve ark. (103)’lar1i, CPF’nin rat plazmasinda
lipid peroksidatif etkiye sebep oldugunu, melatonin ve vitamin E+C
kombinasyonunun CPF’nin toksik etkilerini anlamli derecede (P<0.001) azalttigini

bildirmislerdir.

Yapilan caligmada, plazma ve beyin TAK seviyeleri kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda CPF grubunda TAK seviyesinin anlamli derecede diisiik
(P<0.001) oldugu belirlendi. CPF+CAPE grubunda ise TAK seviyesinin CPF
grubuna gore yiiksek (P<0.001), kontrol grubuna gore diisiik (P<0.001) oldugu tespit
edildi. Beyin ve plazma TAK seviyeleri karsilastirildiginda, beyin TAK seviyesinin
plazma TAK seviyesinden daha diisiik oldugu gozlemlendi. Elde edilen bu
sonuglarin, CPF’nin beyin dokusunda meydana getirdigi oksidatif strese bagh
ndrodejenerasyondan kaynaklanabilecegi kanaatine varildi. Yine deney gruplan ile
plazma ve beyin TOK seviyeleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda CPF grubunda
TOK seviyesinin 6nemli derecede yiiksek (P<0.001), CPF+CAPE grubunda ise TOK
seviyesinin CPF grubuna gore diisiik, kontrol grubuna gore ise yliksek oldugu tespit
edildi. Deneysel PH modelinde 6-OHDA’nin neden oldugu néronal dokudaki
mitokondriyal hasarin  CAPE’nin antioksidan ve noroprotektif etkisiyle
Onlenebildiginin ileri siiriildiigii ¢alismalarla bulgularimiz uyum gostermektedir (68,

125).
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Canlilarda organofosfatl pestisitlerin detoksifikasyonu; PON1, asetilkolinesteraz ve
karboksilesteraz gibi enzimler tarafindan gergeklestirilmektedir (63, 133). PONL1’in
AH ve PH gibi nérodejeneratif hastaliklarin teshisinde kilit bir enzim oldugu ileri
strilmektedir (165). Sporadik idiopatik olgularda, PON1 ile metabolize olan
cevresel norotoksinlerin yasla birlikte ndrodejenerasyondan sorumlu tutulabilecegi

ve PONI1 B allelin PH’ya genetik yatkinlik olusturabilecegi rapor edilmektedir (28).

Yapilan c¢alismada, plazma ve beyin PONI aktivitesinin CPF grubunda kontrol
grubuna gore oldukea diistik (P<0.001) oldugu tespit edildi. Bunun organofosfatli bir
bilesik olan CPF’nin karacigerde meydana getirdigi hasar sonucu PONI1 sentezinin
azalmasma bagl olabilecegi diisiincesini (102) paylasmaktayiz CPF+CAPE
grubunda ise PONL1 aktivitesinin CPF grubuna gore yuksek, kontrol grubuna gore
diistik oldugu tespit edilirken, en yliksek PONT1 aktivitesi ise CAPE uygulanan grupta
tespit edildi. Elde edilen bu sonuglardan yola ¢ikarak daha onceki ¢alismalarda
antioksidan ve ndroprotektif etkisi oldugu belirtilen CAPE’nin organizmanin ¢esitli
dokularinda organofosfatli pestisitlerce indiiklenen oksidatif stresi engelleyerek
antioksidan bir enzim olan PONI1 aktivitesini arttirabilecegi diisiiniilmektedir (68,

125).

PONL1 antioksidan 6zellikte, HDL’nin apo Al ve apo J (clustrein) proteinleri ile
iliskili bir enzim (83) olup, peroksidasyona ugramis lipidleri metabolize edebilmekte
ve lipid peroksitlerinin hem HDL’de hem de LDL’de birikimini o6nledigi
bildirilmektedir  (119). Yapilan ¢alismalarda, HDL’nin  LDL’yi lipid
peroksidasyonuna karsi korudugu ve bu 6zelliginin A ve E vitaminlerinden daha
etkili oldugu ileri siiriilmektedir (119, 146). Birgok c¢alismada organofosfatli
pestisitlerin total kolesterol ve LDL seviyelerini arttirdigi, HDL seviyelerini ise
azalttig1 kaydedilmektedir (9, 57). Ambali ve ark. (9)’lar1, erkek ratlara gavaj yoluyla
CPF ve vitamin C uyguladiklar1 caligmalarinda; CPF uyguladiklar1 ratlarda total
kolesterol, LDL, VLDL seviyelerinin yiiksek, trigliserit ve HDL seviyelerinin diisiik
oldugunu, vitamin C uygulanan ratlarda ise total kolesterol, LDL, VLDL

seviyelerinin diistik, trigliserit ve HDL seviyelerinin yiiksek oldugunu saptamislardir.
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Benzer sekilde El-Banna ve ark. (57)’lart diisiik ve yiiksek doz CPF maruziyetine
sarimsagin etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, kontrol grubuna gore CPF
uygulanan ratlarda kolesterol, trigliserit ve LDL seviyelerini ylksek, HDL
seviyelerini ise diislik bulmuslardir. Sarimsak uygulanan grupta ise kolesterol,

trigliserit ve LDL seviyelerini diisiik, HDL seviyelerini ise yiiksek tespit etmiglerdir.

Yine 70 giinliik diisiik doz CPF uygulanan erkek ratlarda propolis maddesinin lipid
profillerine etkisinin incelendigi bir calismada CPF uygulanan erkek ratlar kontrol ile
kiyaslandiginda trigliserit, total kolesterol, LDL ve VLDL seviyelerinin yiiksek,
HDL seviyelerinin ise diisiikk oldugu bildirilmektedir (58).

Yapilan ¢calismada, CPF uygulanan grupta plazma total kolesterol, trigliserit, LDL ve
VLDL seviyeleri diger gruplarla karsilastirildiginda ytiksek tespit edilirken, plazma
HDL seviyeleri ise diisiik tespit edildi. CPF grubunda HDL’nin diisik LDL’nin
yiiksek bulunmus olmasi, CPF’nin farelerde meydana getirdigi oksidatif stres sonucu
olusan lipid peroksidasyonuna bagli LDL oksidasyonundan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Yine CPF grubu total kolesterol seviyelerinin yiiksekligi ise
CPF’nin karaciger hiicre permabilitesinde hasara neden olmast ve safra kanalinin

tikanmasina bagli olabilecegi kanaatine varildi.

Tavsan ve insanlarda yapilan calismalar, akut faz reaksiyonunda HDL yapisinda
amiloid A ve seruloplazmin igeriginde artisin ve apo Al, PONI, trombosit aktive
edici faktor asetil hidrolaz’da (PAFAH) belirgin azalmanin goriilmesi HDL’nin
antiinflamatuvardan proinflamatuvar bir molekiile donistiigiinii gdéstermektedir
(168). Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve oksidatif stres yaninda inflamatuvar
mekanizmalarin da PH’daki hiicresel hasarda rolii oldugu kaydedilmektedir (62, 71).
Akut inflamatuvar reaksiyonlarda artan akut faz proteinleri olarak bilinen alfal-
antitripsin, haptoglobulin, seruloplazmin, fibrinojen ve transferrine bagli olarak
bulunan SA miktarinin da arttig1 bildirilmektedir (81). SA’nin biiyiik bir kismi, akut
inflamatuvar reaksiyonlarda artan proteinlere bagli olarak bulunmakta ve akut faz

reaktani olarak gorev almaktadir (111).
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Sialik asitin sialidazlar tarafindan parcalanip agiga ¢ikmasi ve hiicre membraninda
hasar olusmasi nedeniyle Idiyopatik Parkinson’da SA seviyesinin yiikselmesine
neden olabilecegi bildirilmektedir (40). Bununla birlikte sialidaz aktivitesinde
herhangi bir artis olmaksizin, tek basina oksidatif stresin de hiicre yiizeyindeki
oligosakkaritlerden SA’nin saliverilmesini baglatabilecegi kaydedilmektedir (55).
Akhtar ve ark. (3)’lar1 90 giin siireyle CPF uyguladiklar ratlarda kontrol grubuna
gore CPF verilen grupta artan dozlara bagl olarak testis dokusunda SA seviyelerinin

arttigini tespit etmisglerdir.

Calismada, CPF grubu farelerin plazma TSA seviyesi diger gruplarla
karsilastirildiginda 6nemli derecede yliksek (P<0.001) oldugu tespit edildi. Yine CPF
grubu farelerin beyin TSA seviyesinin anlamli derecede arttigi (P<0.001) saptandi.
En diisik beyin TSA seviyesi CAPE uygulanan grupta goézlemlendi. CAPE
uygulanan grupta TSA seviyesinin diisiik bulunmasi CAPE’nin beyin dokusunda,
CPF’nin meydana getirebilecegi ndron hasarina karsi koruyucu olabilecegi

distiniilmektedir.

CPF ile deneysel PH modelinin basarili olup olmadigini ve biyokimyasal parametre
sonuglarini histopatolojik olarak desteklemek amaciyla beyin substantia nigra doku
kesitleri incelendiginde CPF uygulanan grupta noronlarda dejenerasyon ve
bazilarinda norofaji goriildii. Yine bu grupta az sayida dejeneratif ndronda
intrasitoplazmik yerlesimli, tekli ya da ¢oklu graniiler yapilar halinde, kahverengi
gorinimde PH’nin histopatolojik  belirteglerinden biri olan Lewy Body
cisimciklerinin varligi tespit edildi. Caligmanin histopatolojik sonuglari, CPF’nin
deneysel PH olusturmada etkili oldugu ve CPF uygulanan grubun beyin substantia
nigra bolgesinde histopatolojik incelemede Lewy Body cisimcigine rastlanmasi bir

ilk olup ¢alismanin orijinalitesi agisindan 6nemlidir.

Sonug olarak, tarim alaninda yaygin bir sekilde kullanilan CPF’nin deneysel PH
modeli olarak kullanilabilecegi, CAPE’nin deneysel PH’da plazma ve beyin dokusu
PONL1 aktivitesi, TAK ve HDL seviyelerini arttirdigi, TSA, TOK, total kolesterol,
trigliserit, LDL, VLDL seviyelerini ise azalttigi ve beyin dokusunda olusan

nOrodejenerasyonlara karsi koruyucu etkisinin olabilecegi kanaatine varildi.
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5.O0ZET

Bu calismada, Klorprifos-etil ile deneysel Parkinson olusturulan farelerde plazma ve
beyin dokusu PON1 aktivitesi, lipid profili, TSA, TAK ve TOK seviyeleri (izerine

CAPE’nin koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglandi.

Calismada 35 adet erkek Swiss albino fare 5 esit gruba ayrildi. Kontrol (K) grubu
farelere intraperitoneal serum fizyolojik, klorprifos-etil (CPF) grubuna deri alti 80
mg/kg Klorprifos-etil, kafeik asit fenetil ester (CAPE) grubuna intraperitoneal 10
umol/’kg CAPE, CPF+CAPE grubuna deri alti 80 mg/kg klorprifos-etil ve
intraperitoneal 10 umol/kg CAPE, etanol (E) grubuna intraperitoneal olarak %10’ luk
etanol serum fizyolojikte seyreltilerek 21 giin siire ile uygulandi. Tim denekler
normal fare yemi ve musluk suyu ile ad libitum olarak beslendi. Calisma sonunda
plazma ve beyin dokusunda PON1 aktivitesi, lipid profili (beyin hari¢), TAK, TOK
ve TSA seviyeleri analiz edildi. Elde edilen beyin substantia nigra doku ornekleri
histopatolojik olarak degerlendirildi.

CPF grubu plazma PON1 aktivitesi, TAK ve HDL seviyelerinin diger gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik (P<0.001) oldugu gozlemlendi. Yine CPF
grubu plazma TOK, TSA, total kolesterol, trigliserit, LDL ve VLDL seviyelerinin ise
onemli derecede yiiksek (P<0.001) oldugu saptandi. Beyin dokusuna ait CPF grubu
PON1 aktivitesi ve TAK seviyeleri istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
(P<0.001) bulundu. Beyin dokusu TOK ve TSA seviyelerinin ise anlamli derecede
yiiksek (P<0.001) oldugu tespit edildi.

Sonug olarak, tarim alaninda yaygin bir sekilde kullanilan CPF’nin deneysel PH
modeli olarak kullanilabilecegi, CAPE’nin deneysel PH’da plazma ve beyin dokusu
PONI aktivitesi, TAK ve HDL seviyelerini arttirdigi, TSA, TOK, total kolesterol,
trigliserit, LDL, VLDL seviyelerini ise azalttigi ve beyin dokusunda olusan

norodejenerasyonlara karsi koruyucu etkisinin olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Parkinson Hastaligi, Kafeik asit fenetil ester, Paraoksonaz,
Lipid profili, Total oksidan kapasite, Total antioksidan kapasite, Total sialik asit.
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6. ABSTRACT

In this study, we aimed to investigate the protective effect of CAPE on PON1
activity, lipid profile, levels of TSA, TAC and TOC in plasma and brain tissue mice
with experimental Parkinson used chlorpyrifos-ethyl.

In the study 35 male Swiss albino mice divided into 5 equal groups as following,
intraperitoneal injection of saline for control (C) group mice, subcutaneous 80 mg/kg
chlorpyrifosethyl for chlorpyrifos-ethyl (CPF) group, intraperitoneal injection of 10
umol/kg CAPE for caffeic acid phenethyl ester (CAPE) group, subcutaneous 80
mg/kg chlorpyrifos-ethyl and intraperitoneal 10 pumol/kg CAPE for CPF+CAPE
group, 10% ethanol diluted in physiological saline solution for ethanol (E) group was
applied intraperitoneally for 21 days. All the mice were fed with the normal chow
and tap water ad libitum. At the end of the study, PONL1 activity, lipid profile (except
for brain), levels of TSA, TAC and TOC in the plasma and brain tissue were
analized. Tissue samples of Dbrain substantia nigra were evaluated

histopathologicallly.

Levels of plasma TAC, HDL and PON1 activity in CPF group were statistically
lower(P<0.001) than in other groups. Also, levels of plasma TOC, TSA, total
cholesterol, triglycerides, LDL and VLDL in CPF group were statistically higher
(P<0.001)than in other groups. Levels of PON1 activity and TAC in brain tissue of
CPF groups were significantly lower (P<0.001). In addition, levels of TOC and TSA
of brain tissue in CPF group were significantly higher (P<0.001).

In conclusion, CPF widely used in the field agriculture can be used as an
experimental model of PH, CAPE in experimental PH increased PON1 activity, TAC
and HDL levels, decreased TSA, TOC, total cholesterol, triglyceride, LDL and
VLDL levels and was observed that can be protective effect against

neurodegenerations in brain tissue.

Key Words: Parkinson’s Disease, Caffeic acid phenethyl ester, Paraoxonase, Lipid

profile, Total oxidant capacity, Total antioxidant capacity, Total sialic acid.
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