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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ACT (aqueous cigarette tar) : Sigara Tarinin Sudaki Ekstreleri
BDNF: Brain Derived Neurotrophic Factor
CaRE: Calcium-Response Element

CREB: cAMP/Ca++ Response Element Binding
cNOS: Yapisal Nitrik Oksit Sentaz

CDYA: Coklu Doymamis Yag Asidi

DM: Diabetes Mellitus

DTNB: 5-5 —Ditiyobis 2-Nitrobenzoik asit
EDTA: Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

ESR: Elektron Spin Rezonansinda

eNOS: Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz

GABA: Gamma Amino Bitirik Asit

GSH: Glutatyon

GS’: Glutatyon Radikali

GSSG: Yiikseltgenmis Glutatyon

GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz

HOCI: Hipoklorik Asit

HO,": Hidroperoksil

H,0,. Peroksit

IARC: International Agency for Research on Cancer
iNOS indiiklenebilir NOS

KAH: Kronik Arter Hastahgi

KOAMH: Kronik Obstriktif Akciger Hastalig

L": Lipid Radikali

LDL: Dustik Yogunluklu Lipoprotein

LO": Alkoksil Radikali

LOOH: Lipid Hidroperoksit

MDA: Malondialdehit

NMDA: N -Metil D-Aspartat

NO: Nitrik Oksit



NOS: Nitrik Oksit Sentaz

NO?: Nitrojen Dioksite

NNOS: Noronal NOS

NRSE: Neuron-Restrictive Silencer Element
NT: Norotrofin

O,™": Sliperoksit Radikali

OH’: Hidroksil Radikali

ONOO' : Peroksinitrit

ONOQO': Peroksinitriti

ONOOH: Peroksinitroz Asit

ppm : Parts Per Million

ROT: Reaktif Oksijen Turleri
sit.P450: Sitokrom P-450

SOD: Superoksit Dismutaz

SSS: Santral Sinir Sistemin

TBA: Tiyobarbittrik Asit

TCA: Trikloro Asetik Asit

Trk: Tropomiyosine-Related Kinase
WHO: Diinya Saglik Orgiiti



SEKILLER DIiZIiNi

Sekil 1: Sigara Dumani: Fazlarin Tanimi

Sekil 2: Sigara Dumani Gaz Fazi Radikalleri ve Akcigerle iliskisi
Sekil 3: Sigara tar fazi bilesikleri ve DNA ile etkilesimleri

Sekil 4: BDNF geninin yapisi

Sekil 5: BDNF gen transkripsiyonunu diizenleyen Ca**’
Sekil 6: BDNF Sinyal Sistemi

Sekil 7: Sigara igen ve igmeyen gruplar arasindaki serum BDNF duzeyleri

nin aktive ettigi sinyal yolu

Sekil 8: Sigara icen ve icmeyen gruplar arasindaki serum SOD duzeyleri
Sekil 9: Sigara icen ve icmeyen gruplar arasindaki serum NO diizeyleri
Sekil 10: Sigara igen ve igmeyen gruplar arasindaki plazma MDA duzeyleri
Sekil 11: Sigara igen ve igmeyen gruplar arasindaki eritrosit GSH diizeyleri



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1: GSH 6lcumu igin izlenecek prosedurler

Tablo 2: Sigara icen ve icmeyen gruplarda BDNF, SOD, NO, GSH ve MDA
duzeyleri

Tablo 3: Sigara icen ve icmeyen kadinlarda BDNF, SOD, NO, GSH ve MDA
duzeyleri

Tablo 4: Sigara icen ve icmeyen erkeklerde BDNF, SOD, NO, GSH ve MDA
duzeyleri



1. AMAC VE KAPSAM

Sigara, yaygin ve en gucli bagimhilik yapici aliskanhklardandir. Gelismekte
olan dinyada hizla yayginlasmakta ve gelecekte dinya sagligi igin en bulyuk
tehditlerden birini  olusturacagl disuntlmektedir. Sigara kullanimiyla beyin
hicrelerinin 6limd, hafiza zayifligr, 6grenme bozuklugu ve erken bunamanin
goraldagu bilinmektedir (1).

Norotropinler ise sinir sisteminin gelismesinde 6nemli rol oynarlar.
Norotropinlerden olan Brain Derived Norotrofik Faktér (BDNF) yasamin erken
doneminde santral sinir sistemin (SSS)’de néronal gelisimin hemen hemen tim
safhalarini etkiler. Bunlar arasinda; néronal proliferasyon, migrasyon, néronal yasam
ve korunma, nodrogenez, morfogenetik ve kemotrofik etkiler, aksonal dallanma,
dendritik biyume ve dallanma, sinaps formasyonu, sinaptik ileti, néronal uyarilma,
plastisite, eksitator ve inhibitdr sinapslarin modilasyonu, N-metil D-aspartat
(NMDA) reseptorlerinin modulasyonu, noérotransmiter ve noropeptid sentezinin
uyarilmasi, saliverilmesi sayilabilir (2). BDNF seviyeleri postnatal gelisim sirasinda
aktivite bagimh mekanizmalarla diizenlenir. BDNF duzeyleri genetik olarak siki bir
kontrol altinda olmakla birlikte fiziksel aktivite, sigara ve patolojik bazi durumlarda
serum diizeylerinin degistigini gosteren bazi calismalar bulunmaktadir (3, 4, 5).

Bu calismadaki amacimiz sigara kullaniminin serum BDNF dizeyleri
Uzerindeki etkisini arastirip, bu duzeylerle oksidan-antioksidan parametreler olan
Malondialdehit (MDA), Glutatyon (GSH), Superoksit Dismutaz (SOD) ve Nitrik
Oksit (NO) diizeyleri arasinda iliski olup olmadigini saptamakii.



2. GENEL BIiLGI

2.1. Sigara kullanimi ve genel 6zellikleri

Sigaranin, Avrupali kasiflerin Kuzey Amerika'ya gidip, oranin yerli halkiyla
baris cubugu tattirmesine kadar uzanan c¢ok eski bir tarihgesi vardir. Sigara
gelismekte olan diinyada hizla yayginlasmaktadir ve gelecekte diinya sagligi icin en
blyuk tehditlerden birini olusturacagl distnulmektedir (1). Yuksek gelirli bazi
ulkelerde erkekler arasinda kullanim prevelansinda disus egilimi gorilmektedir,
ancak gen¢ nufus ve kadinlar arasindaki kullanimi halen yayginlasmaktadir (6).
Sigara, tdtun kullaniminin en yaygin bicimidir. Gunimizde ortalama olarak
erkeklerin % 47,5’i ve kadinlarin % 10,30 sigara bagimhisidir (7). Tatun, dinyada
ikinci en sik 6lim nedenidir. Diinya Saglik Orgitiiniin (WHO) verdigi rakamlara
gore dunyada her on (¢ saniyede bir kisi sigara yiizinden hayatini kaybetmektedir,
bu rakama 6lmeden 6nce yillarca aci ¢eken insanlar dahil degildir. Su anki egilimler
devam ettigi takdirde 2030 yil itibariyle her y1l 9 milyondan fazla insanin 6limine
yol acacagl tahmin edilmektedir. Sigaradan 6limlerde en fazla artis tguncl dinya
ulkelerinde gozlenmektedir (7). 45-64 yas arasi sigara icen bireyler icmeyenlere gore
3 kat fazla mortalite oranina sahiptir, 65-84 yas arasi ise bu oran 2 kat olarak
belirlenmistir (8). Sigara cesitli organ sistemlerini etkileyerek ‘tatin ile iliskili
hastaliklar’ olarak adlandirilan bir grup hastalia yol acar. Kanser, kalp ve akciger
hastaliklari ile iligkisi iyi tanimlanmistir. Sigara ile iliskili hastaliklardan 6len her bir
kisiye karsihik, yirmi kisi sigara ile iliskili ciddi bir hastalikla karsi karsiya
kalmaktadir (9). Ateroskleroz ve Kronik Obstriktif Akciger Hastaligi (KOAH) gibi
yaygin bir grup sistemik hastalikla sigaranin iliskisini ortaya koyan calismalar
olmasina ragmen, sigaranin sistemik etkilerini tam olarak nasil gerceklestirdigi

kesinlik kazanmamistir (10).



2.1.1. Sigara dumaninin bilesenleri

Sigara dumani insan biyolojik sistemleriyle karmasik reaksiyonlara giren
4000’in Gizerinde biyoaktif madde icerir. Her bir inhalasyonda ortalama 10" oksidan
molekile maruz kalindigi bilinmektedir (11). Dolayisiyla saglik tizerine istenmeyen
etkilerinden sorumlu bir yolak oksidatif strese maruziyet olarak karsimiza ¢ikar (12).
lleri boyutta hasar oksidanlarin endojen olusumu sonucu inflamatuar ve immun
sistemlerin etkilenmesiyle ortaya ¢ikar. Olusan oksidatif stres, hedef molekllerde
oksidatif stresin etkilerinin g0sterilmesi veya oksidatif strese yanitin ortaya
konmasiyla gosterilebilir (13).

Sigara dumaninin kimyasal yapisi tutinin kimyasal yapisiyla ayni degildir,
zira tutinin yanmasiyla yeni bilesikler aciga cikar. Bu sebepten dolay! sigara
dumaniyla islenmis/yanmamis tutiinin yapilari ayri ayri degerlendirilmelidir (14).
Yanmamis titiin yaklasik 2500 adet kimyasal madde icermektedir. Tutlinlin yanmasi
sonucu ana akim ve yan akim denilen iki tir duman meydana gelir. Ana akim sigara
icicisi dumani icine ¢ektiginde yanan sigara boliminde aciga c¢ikar; yan akim ise
sigara kendiliginden yanarken yayilan sigara dumanidir. Bir sigaradan ortama sacilan
dumanin buylk cogunlugu yan akimdan ibarettir. Bazi kanserojen maddelerin
miktari yan akim dumanda ana akima gore 10-200 kat daha fazladir. International
Agency for Research on Cancer (IARC) 2004’e gore 4000 kadar ana akim bilesigi
tanimlanmis ve bu bilesiklerin kalitatif 6zellikleri ana akim ve yan akimda yaklasik
olarak ayni goOzlenmistir. Sigara dumanindaki kanserle iliskili bazi maddeler;
Arsenik, Benzen, Krom, Nikel, Vinilklorur, 4-aminobifenil, Benzopiren, Kadmiyum,
Formaldehit, N-Nitrozodietilamin, N-Nitrozodimetilamin, Asetaldehitdibenzopiren,
Parakrezol, N-Nitrozometiletilamin, N-Nitrozonornikotin, N-Nitrozopiperidin, N-
Nitrozopirolidin, Orto-toluidin’dir (15).

Sigara dumani bir filtre yardimiyla -tipik olarak Cambridge cam filtresi; 0,1
um’den buytk partikillerin % 99,9°u filtrede kalir- tar ve gaz fazi olmak tzere iki
faza ayrilabilir. Bir sigara igicisi gaz fazini oldugu kadar filtreye penetre olan

partikilleri de inhale eder. Her iki faz da ileri diizeyde oksidandir (14).
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Sekil 1: Sigara Dumani: Fazlarin Tanimi

2.1.1.1. Sigara dumani gaz fazi radikalleri

Gaz fazi her bir inhalasyonda, 10'*iin iizerinde diisiik molekiil agirhkli ve 1
saniyeden kisa sureli etkili olabilen karbon ve oksijen merkezli radikallere
maruziyete yol acar (16). Ek olarak 500 parts per million (ppm) NO icerir ve bu da
yavasca nitrojen dioksite (NO;") okside olur; her iki gaz da radikaldir. Gaz fazindaki
radikaller direkt elektron spin rezonansinda (ESR) saptanamayacak kadar kisa
omdarladarler; ancak indirekt spin trap metoduyla 6lculebilirler (17). Kisa émurlerine
karsin sigara dumaninin gaz fazindaki radikal konsantrasyonlari 10 dakikadan fazla
streyle yiksek konsantrasyonda kalabilir. Bu paradoks NO’nun kimyasiyla
aciklanmistir. Mekanizma NO’nun yavasca nitrojen dioksite okside olmasi ve
sonrasinda izopren gibi duman bilesenleriyle karbon merkezli radikaller olusturmasi
seklinde aciklanir (18).

Reaksiyonlar asagidaki gibidir:
2NO" + O, —  2NO;

NO + izopren —» R’
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Gaz fazi, karbon ve oksijen merkezli radikaller ve ylksek konsantrasyonlarda
nitrik oksit icerdiginden alkil peroksinitrit ve peroksinitrat esterleri de olusabilir (16).

(Rl RO R

et Pkl aetosol

' + HOO-N=O
I Sigara Dumarn l \\
» HOO-NO;
. My » HOGHNO,
> N > (b, -

» RefROODs

Sekil 2: Sigara Dumani Gaz Fazi Radikalleri ve Akcigerle iliskisi

2.1.1.2. Sigara dumani tar fazi radikalleri

Gaz fazindaki radikallerin tersine tar fazindaki radikal uzun omurli
semikinondur ve direkt olarak ESR yoluyla analiz edilebilir. Sigara tarinin sudaki
ekstreleri (aqueous cigarette tar-ACT) dustk molekdl agirhkh semikinon kinon-
hidrokinon- sistemi icerir (Q'QH,'QH"). Bunlar bir grup pro-oksidan bilesiktir.
Semikinon; kinon ve hidrokinonlarla denge halindedir (16). Sigara tar semikinon
radikali, bdyle radikallerde tipik olarak goruldugi Uzere oksijeni redikleyerek
stperoksit olusumuna yol acabilir. Siperoksit mitokondriyel membranlari
hasarlayarak sitoplazmaya sizar; sitoplazmada hidrojen peroksit ve hidroksil
radikaline donlsebilir. Tar radikalinin aksine stperoksit ve hidroksil radikalleri ¢ok
kisa 6émurli ve cok reaktiftirler. Dolayisiyla direkt ESR ile gdzlenemezler. Ancak
tarin  sudaki ekstreleri slperoksit, hidrojenperoksit ve hidroksil radikali
urettiklerinden potent oksidanlara dondsurler. Bu ACT soltsyonlari lipid

11



peroksidasyonunu baslatabilir, antiproteinaz ve al proteaz inhibitoru gibi proteinleri
okside edebilir.

Bu reaksiyonlar asagidaki sekilde dzetlenebilir.

Q + QH; — 2QH’

QH + O, » Q + O +H

20, + 2H" — 0, + H0,

Bunun disinda tar fazinin icerdigi polihidroksiaromatikler deoksiribonikleik
asit(DNA)’e baglanarak bolgeye spesifik degisiklikler olusturabilir. Kinon-
hidrokinon-semikinon sistemi canli memeli hiicrelerine girebilir. Tar radikalince
DNA’da olusturulan hasarlarin onarilmasi ¢cok basamakli bir sirectir ve hataya
aciktir. DNA’da tar radikallerinin baglanmasina daha yatkin bélgelerin varhigr 6ne
strtlmastir ve bu bolgeler satlire oldugunda radikal baglanmasinin azaldigini
gosteren calismalar mevcuttur (19).

Katalazin tar kinonlarina karsi belirgin  koruyucu etkileri oldugu
gosterilmistir. Glutatyonun da benzer sekilde belirgin koruyucu etkileri gosterilmistir
(20).

12
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Sekil 3: Sigara tar fazi bilesikleri ve DNA ile etkilesimleri

Sigara iciminin istenmeyen etkilerinden sorumlu ana yolaklardan biri
oksidatif strese yol acmasidir. Sigara kullanicilari ¢ok sayida toksik maddeyi inhale
etmeleri sebebiyle oksidatif stresin in vivo etkilerini incelemek icin uygun bir

populasyondurlar (20).

2.2. Oksidatif Stres

Orijinal olarak tanimlandigi Uzere oksidatif stres hiicre, doku veya organ
sistemleri duzeyinde oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasidir
(21). Oksidatif hasar ise bu denge bozuklugunun bir sonucudur ve hicresel
makromolekullerin oksidatif modifikasyonu, apoptozis veya nekroz yoluyla hiicre
6lumundn indiksiyonu ve yapisal doku hasari ile sonuglanabilir (22). Kimyasal
olarak bakildiginda oksidanlar hedef molekiilleri okside edebilen molekdllerdir (23).
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Bu g yolla gerceklesebilir:
1. Molekdlden hidrojen ¢ikariimasi
2. Molekilden elektron ¢ikariimasi

3. Molekiile oksijen eklenmesi

Oksidan ajanlar molekulleri direkt ve indirekt olarak hasarlayabilirler.
Aerobik kosullarda yasayan tim hicreler cesitli dis ve i¢ kaynaklardan koken alan
cok sayida oksidana surekli olarak maruz kalirlar. Ancak saglikl bir organizmada
reaktif oksijen turleri (ROT) ile enzimatik ve non-enzimatik antioksidan savunma
sistemleri arasinda bir denge vardir. Ancak eritrositler gibi bazi hucreler oksidatif
streclere digerlerinden daha acik olabilirler. Eritrositlerin sirekli olarak yiksek
oksijene maruz kalmalari, hemoglobinin otooksidasyona acik olmasi ve bir
oksidaz/peroksidaz gibi davranabilmesi eritrositleri oksidatif ortama acgik hale getirir.
Ayrica eritrositler hasarli  komponentlerini yeniden sentez ederek onarma
yeteneginden yoksundurlar. Dolayisiyla eritrositler 120 glnlik yasam sireleri
zarfinda antioksidan komponentlerine bagimhdirlar (23).

Oksidanlar ayrica apoptozis ve inflamasyon gibi ana kaskadlarin kontroliinde
yer alan endojen sinyal molekilleri olarak da gorev alirlar (22). Biyolojik
sistemlerdeki en énemli oksidanlar cogunlukla reaktif oksijen tirleri olarak bilinirler.
Nitrojen ve silfirden tlreyen reaktif nitrojen/sulfir turleri de mevcuttur. Bu
molekdllerin bazilari (hidroksil radikali) buyik reaktivite gosterirler. Digerlerinin
biyolojik 6nemi ise hidroksil radikaline kolayca donlsebilmelerinden kaynaklanir.
Bu durum 6zellikle demir varhginda gerceklesir (24, 25, 26).

Oksidatif Stresin Rol Oynadigi Dustinilen Surecler:
- NOrodejeneratif hastaliklar

- Katarakt

- Sistemik amiloidoz

- Muskdler distrofiler

- Romatoid artrit

- Respiratuar distres sendromu

- Kardiyovaskdler hastaliklar
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- Atreoskleroz

- Diyabetes mellitus

- Multiple skleroz

- Yaslanma

- Gastrik ulser

- Sigara icimiyle iliskili hastaliklar (24, 25, 26)

2.2.1. Reaktif Oksijen Turleri

Oksijenin indirgenme sirecinin tam olarak tamamlanamamasiyla veya
elektron dizeninde olusan degisikliklerle reaktif oksijen tirleri olusur (19). Bunlar
ayni zamanda, son yorungesinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron bulunan
atom ya da molekil olduklarindan serbest radikal olarak da adlandirilirlar (27).
Serbest radikaller cok reaktif maddelerdir. Stperoksit radikali (O;), hidroksil
radikali (OH"), yuksek derecede reaktivite gosteren ancak radikal olmayan hidrojen
peroksit (H20,), singlet oksijen, hipoklorik asit (HOCI), peroksinitrit (ONOQ),
hidroperoksil (HO;"), lipid hidroperoksit (LOOH), nitrik oksit (NO") ve nitrojen
dioksit (NOy") reaktif oksijen tirlerindendir (19). Molekiiler oksijen dis yoriingesinde
eslenmemis 2 elektron icerdigi icin bir diradikaldir. Bu iki elektron paralel iki farkl
spinde bulunur. Oksijen kararli duruma ge¢cmek icin suya donismek amaciyla
elektron almak ister; oksijen molekilindeki elekronlarin dagilimi spinin uyumlu bir
elektron cifti almasina engeldir. Bu sebeple elektronlari teker teker alir ve superoksit
anyon radikali (O,") meydana gelir (27, 28).

o, + ¢ - Oz_.

O, : 16 proton, 16 elektrona sahip notr bir diradikal

O : 16 proton, 17 elektronu olan negatif yikli stiperoksit anyon radikalidir.
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Siiperoksit anyon radikali baslica elektron transport zincirindeki kagak
elektronlardan kaynaklanir (28). Ayrica;

-NADPH’In NADPH oksidaz tarafindan oksitlenmesiyle,

-ksantin ve hipoksantinin ksantin oksidaz ile oksitlenmesiyle,

-gecis metalleri varhginda hemoglobin, flavinler ve monoaminlerin
otooksidasyonuyla

-molekdler oksijenin sitokrom P-450 (sit.P450) sistemince tek elektronla

indirgenmesiyle olusabilir (29, 30, 31).

Eger molekiler oksijene 2 elektron eklenirse hidrojen peroksit (H,0;) olusur.
Biyolojik sistemlerde bu genellikle sliperoksit dismutaz enzimince katalizlenir veya 2

stiperoksit molekilinin kendiliginden girdigi reaksiyonla gerceklesir.

2H
O, + € > Oz= > H,0O,

20,7 + 2H" > H0, + O

Bu reaksiyon dismutasyon reaksiyonudur. Burada iki slperoksit anyon
radikalinden biri yukseltgeyici biri indirgeyici olarak goérev yapar. Sit.P-450,
D-aminoasit oksidaz, asetil koenzim A oksidaz ve Urik asit oksidaz enzimleri de
molekiler oksijene 2 elektron tasinmasina yol acarak H,O, olusumunu saglar.
Hidrojen peroksit bir radikal degildir; ancak kararsiz bir yapidir, ge¢is metallerinden
( ferréz demir, kiprik bakir gibi ) ya da siiperoksit radikalinden bir elektron alarak
hidroksil radikali olusturur (28).

Haber- Weiss reaksiyonu

H,O, + Oz_. — OH + OH + 0O,

Reaksiyon kendiliginden gerceklesebilirse de gecis metalleri ortamda

mevcutsa daha hizli olur.
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Fenton reaksiyonu

0" + Fe® - 0, + Fe*?

H,0, + Fe” — OH + OH + Fe™

Hidroksil radikali yar1 émri ¢ok kisa fakat hasarlayici bir molekildir. Birgok
organik molekilu oksitleme kapasitesine sahiptir (32). Molekdiler oksijende
eslenmemis ancak paralel spinlerde bulunan elektronlarin spinlerinin anti paralel
duruma gelmesiyle daha kararsiz bir tir olan singlet oksijen meydana gelir. Singlet
oksijen de bir diradikaldir.

Nitrik oksit; azot monoksit veya nitrojen monoksit olarak da adlandirilir.
Bazik bir aminoasit olan L-arginini ve molekiler oksijeni kullanan, nitrik oksit

sentaz yardimiyla sentezlenir (33).

L-arginin + O —  Sitrullin~ + NO’

Nitrik oksit sentazin (NOS) (i¢ ana izoformu vardir;

1) Noronlarda ( beyin, non adrenerjik non kolinerjik periferik sinirler) ve
diger bazi dokularda ( akciger, pankreas, mide, uterus ) bulunan néronal nNOS
olarak adlandirilan tip | NOS

2) immunolojik uyarilar sonucu indiiklenen ve neredeyse tim cekirdekli
hlcrelerde bulunan indtklenebilir iINOS yani tip I NOS

3) Endotel hiicrelerinde bulunan endotelyal eNOS yani tip 111 NOS

eNOS ve nNOS beraber yapisal NOS (cNOS) olarak da adlandirilirlar (33).
NO ve NO; iki nitrojen serbest radikalidir. NO eslenmemis bir elektron igerdigi icin
oksijen, stperoksit radikalleri, demir, bakir, kobalt, manganez gibi gecis metalleriyle
hizla reaksiyona girmektedir. Cok kisa yari ¢émre sahip olmasi oksijen ve
stperoksitle girdigi reaksiyona baglanmaktadir. Nitrik oksit radikali siiperoksit
radikali veya hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek onlardan daha oksidan bir ajan

olan peroksinitriti (ONOO") meydana getirir (24). Peroksinitrit bir serbest radikal
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degildir ancak reaktif bir molekildlr. Peroksinitritin  protonlanmasi sonucu

peroksinitroz asit (ONOOH) olusur; bu molekil de gi¢li bir oksidandir.

Reaksiyonlar asagidaki gibi gerceklesir:

NO° + 0,” — ONOO

ONOO" + H' —  ONOOH

2.2.2. Lipid peroksidasyonu

Reaktif oksijen tirleri coklu doymamis yag asidi (CDYA) molekilinden bir
hidrojen atomu c¢ikardigi zaman bir lipid radikali (L*) meydana gelir. Bu lipid
radikaline bir oksijen molekilu katilirsa lipid peroksil radikali olusur. Olusan lipid
peroksil radikali bir CDYA’dan bir hidrojen atomu alip kendisi lipid hidroperoksite
donuslr. Bu arada yeni bir lipid radikali olusur. Lipid hidroperoksit boltnerek lipid
alkoksil radikali (LO") haline gelir. Bir dizi ilerleme ve yikim evresi sonucunda lipid
peroksidasyonunun son drini olan MDA olusur. Bu reaksiyonlar antioksidan
ajanlarin fenolik hidrojenini vermesi veya iki peroksil radikalinin birlesmesiyle sona
erer (34).

Baslama:

LH + reaktif oksijen tirleri  — L
ilerleme:
L + 0, — LOO’

LOO + LH —» LOOH + L

Yikim:
LOOH - MDA
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Sonlanma:

LOO" + LOO" —» LOOL + O;(non-reaktif trinler)
L + LOO — LOOL

L + L - LL

LOO" + VitE —» LOOH + VitEoks

LOO® + VitEoks — LOOH + Non-reaktif Griin

Oksidanlarin endojen kaynaklari ¢ok cesitlidir. Mitokondrideki solunum
zinciri, immun reaksiyonlar, ksantin oksidaz ve nitrik oksit sentaz gibi enzimler ve
gecis metalleri aracili oksidasyon yoluyla bir¢ok oksidan agiga ¢ikar. Reaktif oksijen
tirlerinin cesitli ekzojen kaynaklari total oksidan yike direkt veya indirekt olarak
katkida bulunur. Bunlar iyonize ve non-iyonize radyasyon, hava Kirliligi, ozon gibi
dogal toksik gazlar, kimyasallar ve toksinlerdir. Antioksidanlardan fakir yetersiz bir
diyet de hlcresel savunma mekanizmalarini bozarak indirekt olarak oksidatif strese
yol acabilir. Oksidatif stresin sebeplerinden biri de sigara kullanimidir. Sigara icen
bireyler artmis ekzojen oksidatif strese maruz kalmalarindan 6tlr oksidatif stresin

etkilerini arastirmak icin elverislidir (22).

2.3. Antioksidanlar

Yukseltgenebilir bir substratla (protein, lipid, karbonhidrat ve nikleik asitler)
karsilastirildiginda daha distk konsantrasyonlarda bulundugu zaman o substratin
oksidasyonunu belirgin bicimde geciktiren/énleyen maddeye antioksidan denir (35).
ikinci bir tanima gore; diyetsel antioksidanlar normal fizyolojik fonksiyonlarin
varhiginda reaktif oksijen ve nitrojen tirleri gibi reaktif tirlerin yan etkilerini belirgin
bicimde azaltan ve yiyeceklerde var olan maddeler olarak tanimlanir (36). Ancak bu
tanim yeniden gozden gecirilmis ve genisletilerek membran stabilitesini devam
ettirme 6zelliginin de antioksidanlarin fonksiyonlarindan biri oldugu belirtilmistir
(37).
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Antioksidan savunma mekanizmalari etkilerini;

1. Hasarli hedef molekdillerin yerini alarak,

2. Reaktif oksijen tdrlerinin olusumunu minimumda tutarak,

3. Hasarli hedef molekilleri onararak,

4. Yiksek derecede reaktif turlerin olusumunda gorev alan metal iyonlarini
baglayarak,

5. Reaktif tirleri enzim kullanarak yahut bizzat kendisinin yer aldigi

reaksiyonlarla temizleyerek gosterebilirler (38).

Antioksidanlar; intraselliiler veya ekstraselluler yerlesimli olanlar, enzim
veya enzim olmayanlar, endojen veya eksojen olanlar, suda veya yagda ¢ozlinenler

olmak Uzere cesitli gruplara ayrilabilirler.

Ayrica iki genis sinifta toplanacak olursa antioksidanlar,
1. Koruyucu antioksidanlar
- Metalleri deaktive edenler ( transferrin, ferritin )
- Hidroperoksilleri ayiranlar ( katalaz, glutatyon peroksidaz )
- Singlet oksijeni temizleyenler ( s-karoten, likopen )
2. Zincir Kirict Antioksidanlar
- Genellikle peroksil radikaliyle reaksiyon verenler (tokoferol, askorbat, rik asit)

olarak gorev yaparlar (39).

2.3.1. Enzim Olan Antioksidanlar

2.3.1.1. Superoksit Dismutaz

Superoksit dismutaz enzimi (SOD) slperoksit anyonunun hidrojen peroksit
ve molekuler oksijene donlstligu reaksiyonu katalizleyen enzimdir (28). SOD
enziminin bakir-¢inko, mangan ve demir iceren Ug¢ tip izoenzimi bulunur. Bakir ve
cinko igeren Cu-Zn-SOD sitoplazmada, mangan iceren Mn-SOD mitokondride
aktivite gosterir. Cu-Zn-SOD ve Mn-SOD ayni mekanizma (zerinden etki

gosterirler, ancak Mn-SOD pH:7’nin  Gzerinde aktivitesini  kaybederken
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Cu-Zn-SOD’un aktivitesi pH: 5.5-10 arahiginda degismez. Ayrica demir i¢eren formu
Okaryotlarda bulunmaz (27, 40).

Oz_. + Oz_. + 2H" - H,O, + 0O,

Bu reaksiyon SOD enziminin siperoksit anyon radikallerinden birini
kullanarak digerini ylkseltgemesi esasina dayanir. Enzim, hiicre yapilarini
stiperoksitin hasarlayici etkilerine karsi koruma amacli ¢alismaktadir. Bu reaksiyon
SOD enzimi tarafindan katalizlendiginde kendiliginden olusmasina kiyasla yaklasik
4000 kat hizli olur. Dolayisiyla SOD enzimi antioksidan savunmada oldukca 6nemli
bir enzimdir. Oksijen kullanimi yuksek olan dokularda SOD aktivitesi fazladir ancak
ekstrasellller sivilarda aktivitesi oldukca dustktir (27, 40).

2.3.1.2. Katalaz

Katalaz enzimi hidrojen peroksitin su ve molekiler oksijene cevrildigi
reaksiyonu Katalizler. Enzim hiicre icinde peroksizomlarda yerlesmistir ve bir
hemoproteindir. Dort tane hem grubu icerir. Katalazin etkisi de SOD’a benzerdir. 2
hidrojen peroksit molekilind kullanarak digerini oksitler. (27, 40).
Reaksiyon asagidaki gibi gerceklesir
H,0, + H,0, - 2H,0 + O,

Bu reaksiyon hidrojen peroksit konsantrasyonlari yikseldiginde 6nem
kazanirken dustk hidrojen peroksit konsantrasyonlarinda diger peroksidazlar

hidroperoksitlerin daha az reaktif olan alkollere ve suya parcalanmasini katalizler.

Kanda, bobrekte ve karacigerde ayrica mukoz membranlarda bulunur (35).
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2.3.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) bir hidroperoksidazdir. Hidroperoksidazlarin
substrati hidrojen peroksit veya organik peroksitlerdir. Glutatyon peroksidaz
sitoplazmada yerlesik bir enzimdir. Tetramer yapihdir. Aktif bolgesinde dort adet
selenyum bulunur. Eritrositlerde ve diger dokularda rediikte glutatyon kullanarak
hidrojenperoksit ve lipid peroksitlerin  parcalanmasinda rol alir. Lipid
peroksidasyonunu engelleyerek membran lipitlerini ve hemoglobini peroksitler
aracihigiyla olusabilecek oksidasyona karsi korur (40). Rol aldigi reaksiyonlar
asagidaki sekildedir.

H,O, + 2GSH — GS-SG + 2H,0
LOOH + 2GSH —» GS-SG + LOH + H)0

GSH-Px’in iki substratindan biri olan peroksitler alkole indirgenirken diger
substrat olan glutatyon (GSH) yukseltgenir. Ortaya ¢ikan yukseltgenmis glutatyon
(GSSG) glutatyon redlktaz enzimince katalizlenen baska bir reaksiyon ile tekrar
indirgenmis glutatyona cevrilir.
2.3.1.4. Glutatyon Reduktaz

Hidrojen peroksitin indirgenmesi esnasinda GSH oksitlenir. Glutatyon
peroksidazin fonksiyonunun devamlihgi icin okside glutatyon tekrar indirgenmelidir.
Reaksiyon GSH reduktaz tarafindan katalizlenir. Enzim NADPH bagimh bir

flavoproteindir.

GS-SG  + NADPH + H" - 2GSH + NADP’
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2.3.1.5. Sitokrom Oksidaz:

Superoksit anyonunun suya donustiigu reaksiyonu katalizler. Bakir icerir.

Mitokondrideki elektron tasima zincirinin son basamaginda yer alir.

0, + sitC(Cu™® —> 0, + sitC(Cu™

2.3.1.6. Glutatyon Transferaz

Lipid peroksitlerine karsi selenyumdan bagimsiz glutatyon peroksidaz

aktivitesi gostermektedir.

LOOH + 2GSH —» GSSG + LOH + H)O

2.3.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar

2.3.2.1. E Vitamini

Yalnizca bitkilerde sentezlenen tokoferol ve tokotrienollerin bir karisimidir.
Yagda cozundrler. Alfa tokoferol iclerinde en yiksek antioksidan gice sahip
olanlaridir. Bitkisel yaglar ve tohumlar E vitamininden zengindir. insanda diyetsel
yaglarla birlikte ince bagirsagin proksimalinden emilir. Yagda c¢dziinen en gucli
antioksidandir. CDYA’dan tureyen lipid hidroperoksitlerin olusumunu 6nler. Disuk
yogunluklu lipoproteini (LDL) oksidasyona karsi korur, peroksinitritten tireyen
serbest radikalleri temizler. Ote yandan 6zellikle ortamda C vitamini yoksa pro-
oksidan &zellik gosterebilecegine dair kanitlar da mevcuttur. Ancak fizyolojik

kosullarda bu durumun nasil gerceklestigi netlik kazanmamistir (41).
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2.3.2.2. C Vitamini

C vitamini pek cok biyolojik fonksiyon icin gerekli (42), biyolojik sivilarda
en ¢ok bulunan ve suda ¢6ziinen bir anti-oksidandir. Superoksit, hidroperoksil
radikalleri ve singlet oksijen ile peroksinitrit, nitrojen dioksit ve nitroksit radikallerini
toplayabilme 06zelligine sahiptir. Fizyolojik roli cok glcli redoks potansiyeli ve
glutatyon, NAD ve NADP gibi hiicre ici antioksidanlarca rejenere edilebilmesi
sebebiyle 6nemlidir. EK olarak C vitamini alfa tokoferol ve glutatyon gibi diger

6nemli antioksidan molekulleri donustirebilir (43).

2.3.2.3. Karotenoidler

Karotenoidler bitkilerde, diger fotosentetik organizmalarda ayrica non-
fotosentetik bakteriler ve mayalarda sentezlenebilen tetraterpenoidlerdir (44).
Karotenoidler, singlet oksijen ve peroksil radikalini temizlerler. Ayrica serbest
radikal ve singlet oksijen olusumuna yol acan eksite molekdlleri inaktive ederler
(45).

Ek olarak karotenoidler peroksil radikalini de temizlerler ve lipid
peroksidasyonuna karsi koruma saglarlar. Ozel bazi durumlarda pro-oksidan olarak
davrandiklari da bilinmektedir. Ancak bunun ylksek dozlarda suplementasyon
durumlarinda gerceklestigi dustntlmektedir. E vitamini, C vitamini ve s-karoten tek
baslarina gosterdikleri antioksidan aktivite ile karsilastirildiginda ozellikle reaktif
nitrojen tirlerini toplamada kooperatif sinerjistik etkiler gosterirler (46).

2.3.2.4. Flavonoidler
Dogada bulunan diisiik molekiil agirlikhi fenollerdir. in vivo biyoaktivitelerini
reaktif oksijen ve nitrojen tdrlerini direkt toplayici etkilerinden ¢cok enzim ve protein

fonksiyonlarinin dizenlenmesi, hiicre ici sinyalizasyon ve reseptor aktivitelerinin

modulasyonu ile gerceklestirdiklerine dair ¢alismalar vardir (47).
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2.3.2.5. Glutatyon (GSH)

Glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden sentezlenen ve hiicrede en fazla
tiyol iceren bilesiktir. GSH sentezinde kullanilan sisteinin kaynagi N- asetilsisteindir.
Glutaminin glutaminaz ile hidrolizi ve a-ketoglutarat ile dalli zincirli aminoasitlerin
transaminasyonu GSH sentezinde kullanilan glutamatin temel kaynaklaridir.
GSH’dan kaynaklanan glutatyon radikali (GS") bir prooksidandir. Ancak iki GS’
birleserek okside glutatyonu (GSSG) olustururlar bu da GSH rediiktaz tarafindan
GSH’ya indirgenir. Dogrudan veya dolayl yollarla reaktif oksijen turlerini temizler.
Hucresel oksidasyon-rediksiyon dengesinin dizenlenmesinde 6nemli rol oynayan

tiyol proteinleriyle etkilesime girer (48).

2.3.2.6. Melatonin

En potent radikallerden olan hidroksil radikalini ortadan kaldirabilen gigli

bir antioksidandir. Lipofilik 6zellik gosterir.

2.3.2.7. Ubikinonlar

Ubikinon 10 (Koenzim Q) insanlarda bulunan temel ubikinondur. Elektron

tasima zincirinde gorev alir, ayrica E vitamininin rejenerasyonunu saglar.

2.3.2.8. Diger Antioksidanlar

Bilirubin, seruloplazmin, albumin, ferritin, Grik asit, mannitol, transferrin,

hemopeksin, haptoglobin, arjinin, sitrullin, glisin, taurin, polifenollerdir (48).
2.4. Norotrofinler
Norotrofin ailesinin prototipi olarak kabul edilen “sinir blylime faktéri”nin

(nerve growth factor) 1950’li yillarda saptanmasiyla birlikte bu alandaki calismalar

yogunlasmustir (49). iclerinde brain derived norotrophic factor (BDNF), norotrofin
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(NT) -3 ve NT-4/5’in de yer aldigi norotrofinler 30-35 kDA prekdirsoér proteinlerden
ya da prondrotrofinlerden sentezlenir (50, 51). Tim noérotrofinler temel ortak yapiya
sahip olup promotor bolgenin icerdigi farkli domainlerin sayesinde spesifik
reseptorlerine baglanirlar ve biyolojik yanitlar olustururlar (50, 52). Bu baglamda
hepsi p75NGFR ( p75 nerve growth factor receptor) reseptoriine baglanirlar ama her
birinin ayrica yuiksek ilgi ile baglandiklari tropomiyosine-related kinase ( Trk )
ailesinden spesifik reseptorleri vardir (53, 54). Ornedin, BDNF icin bu TrkB
reseptorudur (54). Norotrofin ailesinin beyinde en yogun bulunan Uyesi BDNF,
noronlarin gelisiminde ve yasamlarini strdirmesinde, sinaptik plastisitede oldugu
kadar organizmanin cevresi ile olan davranissal etkilesiminde de blyuk rol oynar
(55).

2.4.1. BDNF Geni ve Dizenlenmesi

BDNF geninin farkli promoterler iceren dort kisa 5’ eksonu ( non-coding
exon I-1V ), olgun ( matir ) BDNF proteinini kodlayan bir 3> eksonu ( exon V ) ve
pek cok diizenleyici elementi ile kompleks bir yapisi vardir. Promoterlerin alternatif
kullanimlari ve farkli baglantilar 8 farkli BDNF messenger RNA ( mRNA )
olusmasina neden olur (56).
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Sekil 4: BDNF geninin yapisi

Sonugta ayni BDNF proteinini kodlayan bu farkli BDNF mRNA’larin var
olus sebepleri tartisiimakla birlikte dokuya/bolgeye spesifik bazal BDNF
ekspresyonunu ve stimilusun uyardigi regulasyonu sagladiklari distinilmektedir. Bu
baglamda mRNA iceren I, 11 ve I11 eksonlar agirhikli olarak beyinde, promoter 1V ise
periferik dokularda aktiftir. Beyinde gesitli BDNF mRNA’lar diurnal ritim, iskemi,
egzersiz, aktivite, antidepresan tedavi, stres gibi fizyolojik ve patolojik uyaranlara
yanit olarak farkli bicimde regule edilirler (57). BDNF geninin regllasyonu da
duzenleyici elementlerin yer almasindan 6tiri oldukca karmasik bir yapidadir (56).
Bu dizenleyici elementler arasinda neuron-restrictive silencer element ( NRSE ),
“putative estrogen-response element” ve calcium-response element ( CaRE )
sayilabilir (56, 57).

BDNF geninin aktivite-bagimh kalsiyum ilintili dizenlenmesinde bir dizi

islemde ilk adim sitoplazmaya kalsiyum girisidir (69). Boylece BDNF ekson 11l
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ekspresyonunun indlksiyonu secici olarak aktiflenir. Ancak bu aktivasyon igin
cAMP/Ca™ response element binding ( CREB ) protein gerekli olmakla birlikte
yeterli degildir (67). Aktivasyon icin CREB’in Serin-133 bdlgesinden cAMP bagimli
protein kinaz, kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz IV ya da mitojence aktive

edilen protein kinaz tarafindan fosforilasyonu gerekmektedir (58, 59).

EGF-R
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ﬂP‘fI-LE /;f F;raf
__a Ras-GRF M'{EH

ERK1/2
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Sekil 5: BDNF gen transkripsiyonunu diizenleyen Ca**’nin aktive ettigi sinyal yolu

SSS’nde aktivite bagimh BDNF regilasyonu klasik norotransmiterlerden
etkilenmekte, BDNF mRNA glutamat, asetilkolin ve serotonin ile “up-regiile”, gama
amino batirik asit ( GABA ) ile “down-reglle” olmaktadir (56). Diger yandan,
BDNF’nin Il ve IV transkriptlerinin noronal aktivasyona ya da elektriksel
stimulasyona yanit olarak “early gene” olarak yeni protein sentezine gereksinim
olmadan hizla indlklenebildikleri de gosterilmistir (56, 58).
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2.4.2. BDNF reseptorleri

BDNF noronal etkilerini TrkB reseptorlerine yiiksek affinite ile baglanarak
gostermektedir. Bu baglanma reseptor dimerizasyonunu, fosforilasyonu ve tirozin
kinaz bdlgesinin aktivasyonunu saglayip, cesitli kompleks sinyal sistemlerini
baslatarak biyolojik yanitlarin olusmasini gerceklestirir (56). Beyinde trkB mRNA
ekspresyonunun veya protein miktarinin gelisim, yas, kognitif performans, stres,
beyin hasari, antidepresan tedavi gibi cesitli cevresel ve fizyolojik kosullardan
etkilendigi ifade edilmektedir (56).

2.4.3. Santral Sinir Sisteminde BDNF Dagilimi

Eriskin sican beyninde BDNF mRNA hipokampus, septum, hipotalamus,
korteks ve adrenerjik beyin sapi cekirdeklerinde yaygin olarak bulunur (56). BDNF
immdunoreaktivite ise soma, dendrit ve liflerde lokalize olarak serebral korteks,
hipokampus, bazal 6n beyin, striatim, hipotalamus, beyin sapi ve serebellumda
saptanmistir (56). Ayrica, bu immunoreaktivitenin bazi kortikal, hipokampal
bolgelerde ve amigdalada soma cekirdeklerinde saptanmasi BDNF’nin néron
cekirdegine girerek dogrudan transkripsiyonu etkilediginin isareti olarak 6ne
strilmektedir. BDNF reseptorii TrkB’nin de BDNF ile benzer dagilim goésterdigi,
néron govdesinde, aksonlarda ve dendritlerde lokalize oldugu gésterilmistir. ilging
olarak BDNF ve reseptorinin hipokampal ve kortikal noronlarda birlikte
ekspresyonu BDNF’nin SSS’deki etkilerini otokrin ya da parakrin mekanizmalarla

gerceklestirebilecegini disundirtmektedir (56).

2.4.4. Sinyal iletimi

Norotrofinlerin ortak 6zelligi santral ve periferik sinir sistemlerinde retrograd
olarak tasinmalaridir (56). Norotrofin reseptorleri Trk’lar hizli sinyal tasiyici gorevi
yaparlar. Noron tarafindan alinan nérotrofin etki edecegi hiicre gévdesine retrograd
olarak tasinir. Son yillarda BDNF ve NT-3’0n anterograd olarak da tasindiklarina

iliskin raporlar yayinlanmaya baslanmistir. Anterograd tasinma, BDNF’nin klasik
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ndrotransmiterlerde aranan ozelliklerini — 6rneg@in; presinaptik sentez, vezikuller
depolanma, depolarizasyonun  uyardigi  saliverilme,  post-sinaptik  TrkB

lokalizasyonu, inaktivasyonu- tasimasi agisindan 6nemlidir (60).

Retrograd notrofin sinyali

Sekil 6: BDNF Sinyal Sistemi

2.4.5. BDNF’nin Fonksiyonlari

BDNF yasamin erken doneminde SSS’de noronal gelisimin hemen hemen
tim safhalarini etkiler. Bunlar arasinda; noronal proliferasyon, migrasyon, noronal
yasam ve korunma, norogenez, morfogenetik ve kemotrofik etkiler, aksonal
dallanma, dendritik blyime ve dallanma, sinaps formasyonu, sinaptik ileti, néronal
uyarilma, plastisite, eksitator ve inhibitor sinapslarin modulasyonu, N-Metil D-
Aspartat ( NMDA ) reseptorlerinin modilasyonu, ndrotransmiter ve noropeptid

sentezinin uyarilmasi, saliverilmesi vb. sayilabilir (56).
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Norotrofinler morfolojik ve sinaptik plastisitenin molekiler mediatorleri
olarak kabul edilirler (61).

Memeli beyninde “dentate gyrus”da nérogenezin varhginin gosterilmesi ile
birlikte ndéronlarin replikasyona refraktor oldugu dogmasi yikilmis, néronal stem
(k6k) hacrelerinin eriskin beyninde “dentate gyrus” bolgesinde ve supraventrikiler
zon’da yasam boyunca varliklarini surdirdukleri gosterilmistir (56, 62, 63). Bu
arada, BDNF mRNA’yi degistiren fizyolojik kosullar ve faktorlerin nérogenezi de
modifiye etmeleri BDNF ile ndérogenez arasinda nedensel bir baglanti olasthgini
dustindiirmektedir. Ornegin, zengin cevrede yasama hem hipokampusta yeni néron
olusumuna neden olmakta hem de BDNF mRNA ekspresyonunu artirmaktadir (56,
64). Ayrica stres “dentate gyrus”da hem yeni olusmus hticre sayisini hem de BDNF
mMRNA miktarini azaltmaktadir. Diger bir faktor olarak kronik antidepresan tedavisi
sican hipokampusunda nérogenezin ve BDNF mRNA diizeyinin artmasina neden
olmaktadir (56, 65, 66).

2.4.6. BDNF ve Sosyal Ortam; Stres ve Zengin Cevre

Yasamin erken doénemlerinde, c¢evre kosullarinin eriskin  dénemde
davranislari ve fizyolojik fonksiyonlari etkiledigi, bu anlamda sosyal ve biyolojik
acidan blydk o©Onem tasidigi bilinmektedir (67). Davranis ve fizyolojik
fonksiyonlarda ortaya ¢ikan degisikliklerin altinda yatan mekanizmalar bilinmemekle
birlikte, sosyal cevrenin hipokampal BDNF ve nérogenezi modiile ettigi kabul goren
bir gorustir (68, 69). Hayvanlarda da dogum sonrasi vyetistirildikleri c¢evresel
kosullarin  onlarin  uyum yeteneklerini  sekillendirmede etkili oldugu ©ne
strilmektedir (67). Bu baglamda sosyal izolasyon, ayak soku, ylzme, maternal
deprivasyon gibi cesitli stres tiplerinin hipokampusta BDNF ekspresyonunu
azaltigina iliskin pek cok ¢alisma bulunmaktadir (59). Yapilan calismalarda, tek ya
da tekrarlanan immobilizasyon stresinin ya da eksojen kortikosteron uygulamasinin
hipokampusta BDNF mRNA ve protein miktarini diistirdugi (70), adrenalektominin
ise artirdigi (71) gosterilmistir.

Ancak, immobilizasyonun hipokampal BDNF (zerine etkisi zaman bagimli

olarak gozukmektedir. Soyle ki; kisa sireli stres 15 dakika sonra hipokampusta

31



BDNF mRNA dizeyini artirmakta, 60 dakika sonra bu artis maksimuma
erismektedir. Olasilikla, hipokampus bu kisa sireli-zararli olmayan stresin neden
oldugu degisikligi bellege kaydetmekte, yeni ya da tekrarlayan strese yanit igin
kendini hazirlamaktadir (2, 71). Stresin hipokampusta BDNF ekspresyonunu hangi
mekanizma ile azalttigi tam olarak bilinmemekle birlikte kortikosteron, serotonin,
GABA ve interlokinlerin katkisi oldugu 6ne sirilmektedir (59).

Ote yandan, agir stres ve baskidan uzak, haz yogunlugu olan, stabil bir
atmosferden olusan zengin ortam cansiz ve sosyal uyarilarin bir kombinasyonu
olarak tanimlanir (72). Bu ortam olumlu sosyal etkilesimin gerceklesmesine, ilgi ve
becerilerin gelisimine olanak saglar (73). Sican ve farelerle yapilan calismalarda
zengin ortam kafese siklikla degistirilen renkli objeler, oyuncaklar vb. konularak
olusturulmaktadir (67, 74). Bu baglamda cevrenin zenginlestirilmesi ya da
hayatlarinin ilk iki haftasinda elde tasima gibi anne-yavru etkilesimini dogrudan
etkileyen postnatal manipilasyonlar (67) prenatal stresin neden oldugu duygusal
reaktiviteyi geri cevirmektedir (73). Ayrica, zengin ortamin hipokampal sinaps ve
igsi yaptlarinin yogunlugunu arttirdigi, uzaysal 6grenme performansini arttirmasi ile
hipokampal endoteliyal hiicre ¢ogalmasini uyarmasina ek olarak hipokampal
potensiyalizasyonu guclendirdigi ve prenatal stres yasamis gen¢ ve yasl yavrularda
immatir ndron sayisi ve yeni olusmus hicrelerin yasam oranlarina etki ettigi
gosterilmistir (75, 76).

Zenginlestirilmis ortamin hangi mekanizmalarla bu etkileri gerceklestirdigi
tam olarak anlasilamamistir. Ancak, zengin ortamlarin hicre ¢ogalmasini ve
yenidogan hipokampal néronlarin yasamini arttiran nérotrofik faktorlerin yapimini

uyararak bu islevleri gerceklestirdigi kabul goren bir gorustir (77).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma Kocaeli Universitesi Etik Kurulunun 2011/126 sayi tarihli onayi
ile gerceklestirildi.

3.1. Olgularin Se¢imi ve Orneklerin Toplanmasi

Calismaya 01/11/2011 ve 01/05/2013 tarihleri arasinda Kocaeli Universitesi
Merkez Laboratuarina basvuran toplam 240 kisi dahil edildi. Denekler akut
enfeksiyonu, psikiyatrik, norolojik veya kronik arter hastaligi ( KAH ), diabetes
mellitus (DM), Bobrek yetmezligi, KOAH vb gibi herhangi bir kronik hastahigi ve
kronik ilag kullanimi olmayan, 18-50 ( yas ortalamasi 32,98+7,71 ) yas arasi gonullu
bireylerden secildi. Sigara icen 60 kadin ( yas ortalamasi=33,43+7,94 ) ve 60 erkek
(yas ortlamasi=32,53+8,26) ile sigara icmeyen 78 kadin (yas ortalamasi=32,66+8,52)
ve 42 erkek (yas ortalamasi=31+9,17) olmak Uzere 120°ser kisilik 2 grup halinde
toplamda 240 kisiden kan numuneleri alinmistir. Sigara icen 120 hastanin gunlik
sigara kullanma sikhgi, kag yil sigara kullandigi kaydedildi.

Hastalarin demografik 6zellikleri kaydedildi. Ven6z kandan alinan numuneler
biyokimya tupu ve etilen diamin tetra asetik asit ( EDTA )’li hemogram tiplerine
alindi. Tam kandan proteinsizlestirme yapilarak siipernatantlari alindi, numunelerin
serum ve plazmalari ayrilarak -40 °C’de saklandi. Her iki grubun BDNF, NO, MDA,
SOD ve GSH diizeyleri tespit edildi.

3.2. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Derin dondurucu - 40 °C Ugur UDD 400 SK
Spektrofotometre HITACHI U-1800
Santrifij Nive NF 800 R
Vortex Nuve NM 110
Hassas terazi Sartorius BL 2105
Manyetik karistirici Heidolph MR 301
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Su banyosu Nuve BM402

Tiyobarbitlrik asit Merck UV 550480
Trikloro asetik asit Merck K 22475010
n-Butanol Merck K 35977190
Glasiyel meta fosforik asit Sigma M-5043
Bisodyum EDTA Sigma E-9884
NaCl Sigma M-5043
Na,HPO, Sigma S-7907
Sodyum sitrat Merck K22028732
GSH kalibratori Sigma G4251

5-5 — Ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) Sigma D-8130

3.3. Lipit Peroksidasyon indeksi (MDA) 6lgiimii

Calisma Prensibi

Lipid peroksidasyon driini olan bir molekil malondialdehitin, iki molekil
tiyobarbitiirik asit ( TBA ) ile pH 2-3 arasinda 95-100 °C ‘de reaksiyona girmesi
sonucunda olusan pembe renkli kromojenin n-butil alkol ile ekstrakte edilmesi ile
elde edilen organik fazin 535 nm’de okunmasi esasina dayanir.

EDTA’l plazmada 6l¢cuim yapildi.

TBA: 0,67 gr TBA 100 ml. bidistile su icinde isitilarak eritildi. Stabilitesi ¢cok
az oldugu i¢in gunlik olarak hazirlandi.

% 20 TCA: 20 gr TCA 100 ml bidistile suda eritilerek hazirlandi.

n-butanol: orijinal sisesinden kullanildi.

Alinan 6rnekler, 3000 rpm’de 10 dakika santriftj edildi. Ayrilan plazmadan
0,5 ml alindi, 2,5 ml %20 TCA ile bir tiipe konarak karistirildi. Uzerine 1 ml %
0,67’lik tiyobarbiturik asit eklendi ve karistirildi. 30 dakika kaynatildi. Oda Isisina
gelinceye kadar sogutulduktan sonra tzerine 4 ml n-butanol ekleyip karistirildi. 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Butanol fazi alinarak 535 nm’de absorbanslari
okutuldu. Ayira¢c kokl olarak esit miktarlarda alinan distile su ve TBA karisimi
kullanildi (78).
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MDA diizeyleri molar absorbsiyon Kkatsayisi ( € : 1.56 x 10°> cm™ )
kullanilarak hesaplandi. Sonuglar nmol MDA/mI plazma olarak ifade edildi.

3.4. Eritrosit GSH Duizeyi Ol¢imii

Calisma Prensibi

Eritrositlerin  nonprotein sdlfidril gruplarinin  timd  redikte glutatyon
formundadir. 5-5 — Ditiyobis 2-nitrobenzoik asit ( DTNB ) distilfid bir kromojendir
ve sulfidril grubu iceren bilesiklerle kolayca rediikte olarak koyu sari renkli bilesik
olusturur.

Bu redlikte kromojenin 412 nm’de Olcilen absorbansi GSH konsantrasyonu
ile direk orantilidir.

Kan EDTA’l tiiplere alindi.

Ayiraclar:

1- Cokturme sollisyonu:
1.67 gr glasiyel meta fosforik asit,
0.20 gr disodyum EDTA,
30 gr NaCl,
Yukaridaki maddeler 100 ml’lik balon joje icerisinde distile su ile eritilerek
hazirlandi. Stabilitesi 4 °C’de 3 haftadir.

2- Disodyum fosfat sollsyonu:
1 litrelik balon joje icerisinde 42,59 gr Na,HPO, deiyonize su ile eritilerek

hazirlandi. Stabilitesi 4 °C’dedir. Eger kristalize olursa isitilarak ¢ozdiirilir.
3- DTNB Ayiraci:

100 mP’lik bir balon joje icerisinde 40 mg DTNB, sodyum sitrat ( 1 gr/dl )

soliisyonu eklenerek hazirlandi. Stabilitesi 4 °C’de 13 haftadir.
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4- GSH kalibratorleri:
100 mg GSH 100 ml deiyonize su ile ¢ozuldi. 50 mg/dl ve 10 mg/dI’lik

kalibratorler hazirlandi. Kalibratorler stabil olmadigi icin taze hazirlandi.

Calisma Yontemi:
1- 0,2 ml tam kan, 10 ml test tlplne pipetlendi. 1,8 ml distile su eklendi.

Karistirilarak hemoliz edildi.

2
3
4

3 ml ¢oktlirme sollisyonu eklendi ve karistirildi.

5 dakika oda 1sisinda bekletilip filtre kagidi ile stzuldu.

Kivetler asagidaki gibi hazirlandi.

Tablo 1: GSH 6l¢iimi icin izlenecek prosedrler

AYIRAC (ml) KOR ORNEK STANDART
Filtrat - 2,0 -
Presipitat Ayiracl 1,2 - -
Distile Su 0,8 - -
Na;HPO, 8,0 8,0 8,0
DTNB soliisyonu 1,0 1,0 1,0
GSH kalibratoru - - -

5
6

Kivetler kapatilip 3 kez ters cevrilerek karistirildi.

Kivetler hazirlandiktan sonra 4 dakika icinde 412 nm’de absorbanslari
okundu.

7
8

Tam kan 6rneg@inin hemotokrit (Htc)’i 6lculdi.

Filtrasyon basamagi atlanarak, GSH kalibratorleri calisildi.
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9- Kalibrator egrisi hazirlandi. Grafikten kan 6rneginin GSH konsantrasyonu
elde edildi.
10- GSH konsantrasyonu hesaplandi (79).

GSH ( mg/dl RBCs ) = GSH Konsantrasyonu / Hemotokrit
Referans degeri : 47 -100 mg/dl RBCs

3.5. BDNF Duizeyi Ol¢iimd :

Serum BDNF diizeyleri; Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez
laboratuvarinda, Millipore marka (ABD) Chemikine BDNF ELISA Kiti kullanilarak
Alisei Quality System Seac Radin Company cihaziyla, ELISA yontemiyle
calisiimistir.

3.6. NO Diizeyi Olgiimu :

NO dizeyleri; Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda
Cayman Chemical marka ( ABD ) Nitrite/Nitrate Colorimetric Assay Kiti
kullanilarak, Alisei Quality System Seac Radin Company cihaziyla ELISA
yontemiyle calisiimistir.

3.7. SOD Duizeyi Olgum :
SOD duzeyleri; Kocaeli Universitesi Tip Fakiltesi Merkez laboratuvarinda

Almanya’da dretilen Sigma-Aldrich marka SOD Assay Kiti kullanilarak Alisei
Quality System Seac Radin Company cihaziyla ELISA yontemiyle calisiimistir.
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3.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel verilerin analizinde Statistical Package for the Social Sciens
(SPSS) 16.0 paket programi kullanildi. Veriler ortalama £ standart sapma, minimum
ve maksimum olarak ifade edildi. Gruplar arasi karsilastirma Student-T testi
kullaniimistir. P<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

38



4. BULGULAR

Tablo 2: Sigara icen ve icmeyen gruplarda serum BDNF, SOD, NO, eritrosit GSH

ve plazma MDA diizeyleri

Grup Sigara Igenler (n=120) Sigara icmeyenler (n=120)
P
Min.- Min.- degeri
Ort. = SD Ort. £ SD
Parametre Max. Max.
458,0- 436,0-
BDNF (pg/ml) | 780,262135,23 825,643+ 179,35 p=0.028
1014,1 1190,6
3,83- 1,24-
SOD (U/ml) 19,80+10,47** 11,05+5,49 P<0.000
63,01 37,56
0,56- 0,54-
NO (uM) | 10,89+7,62 13,87+11,55* p=0.019
41,00 70,00
GSH (mg/d 33,10- 34,05-
49,54+7,55 48,01+6,95 p=0.103
RBCs) 73,86 76,25
MDA 0,48- 0,39-
0,630,16** 0,57+0,08 P<0.000
(nmol/ml) 1,22 1,80
* P<0.05 ** p<0.000

Serum BDNF dizeyleri sigara igmeyen grupta sigara

39

icen gruba gore
istatistiksel olarak anlamli ylksek bulundu (sirasiyla, 825.643 + 179.35, 780.26 *
135.23, p=0.028).




Serum SOD duzeyleri sigara igen grupta sigara icmeyen gruba gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (sirasiyla, 19.80 + 10.47, 11.05 + 5.49,
p<0.000).

Serum NO dlzeyleri sigara i¢cmeyen grupta, sigara icen gruba gore
istatistiksel olarak anlamli yiksek bulundu (sirasiyla, 13.7 £ 11.55, 10.89 £ 7.62,
p=0.019).

GSH duzeyleri karsilastirildiginda sigara icen grup ile sigara icmeyen grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (sirasiyla, 49.54 + 7.55,
48.01 + 6.95, p=0.103).

Plazma MDA dizeyleri sigara icen grupta sigara igmeyen gruba gore
istatistiksel olarak anlamli yiksek bulundu (sirasiyla, 0.63 £ 0.16, 0.57 + 0.08,
p<0.000).
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Tablo 3: Sigara igen ve icmeyen kadinlarda serum BDNF, SOD, NO, eritrosit GSH

ve plazma MDA diizeyleri

Grup Sigara icen Kadinlar Sigara icmeyen
(n=60) Kadinlar(n=78)
P
Min.- Min.- Lo
Ort. £ SD Ort. + SD degeri
Parametre max. max.
511,7- 436,0-
BDNF (pg/ml) | 788,95 + 125,96 846,40 + 187,20* p=0.033
1002,1 1190,6
SOD (U/ml) 21,00£10,65** | 3,83- 11,23+4,98 3,31- | p<0.000
63,01 32,13
0,56-
NO (uUM) 8,91+6,10 13,47+12,62* 0,96- | p=0.006
41,00
70,00
GSH (mg/dl
53,87+6,93* 42,80- 50,64+6,67 40,27- | p=0.007
RBCs)
73,86 76,25
MDA 0,48- 0,40-
0,63+0,18* 0,57+0,09 p=0.023
(nmol/ml) 1,22 0,80
* P<0.05 ** p<0.000

Serum BDNF duzeyleri sigara icmeyen kadinlarda sigara icen kadinlara gore
istatistiksel olarak anlamli ylksek bulundu (sirasiyla, 846.40 + 187.20, 788.95 *
125.96, p=0.033).

Serum SOD dizeyleri sigara icen kadinlarda, sigara icmeyen kadinlara gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (sirasiyla, 21.00 + 10.65, 11.23 + 4.98,

p<0.000).
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Serum NO duzeyleri sigara icmeyen kadinlarda, sigara icen kadinlara gore
istatistiksel olarak anlamli yuksek bulundu (sirasiyla, 13.47 + 12.62, 8.91 + 6.10,
p=0.006).

GSH duzeyleri sigara icen kadinlarda, sigara icmeyen kadinlara gore
istatistiksel olarak anlamli yiksek bulundu (sirasiyla, 53.87 + 6.93, 50.64 + 6.67,
p=0.007).

Plazma MDA duzeyleri karsilastirildiginda sigara icen kadinlarda, sigara
icmeyen kadinlara gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (sirasiyla, 0.63 *
0.18, 0.57 £0.09, p = 0.023).
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Tablo 4: Sigara igen ve icmeyen erkeklerde serum BDNF, SOD, NO, eritrosit GSH

ve plazma MDA diizeyleri

Grup
Sigara icen Erkekler (n=60) | Sigara icmeyen Erkekler 5
(n=42) o
: i degeri
Min.- Min.-
Ort. = SD Ort. = SD
Parametre max. Max.
458,0- 480,0-
BDNF (pg/ml) | 771,57 £ 144,45 787,09 £ 158,77 p=0.616
1014,1 1075,3
4,34- 1,24-
SOD (U/ml) | 18,48+10,19** 10,70+6,42 p<0.000
58,52 37,56
2,02- 0,54-
NO (uM) 12,86+8,48 14,61+9,35 p=0.337
39,58 56,06
33,10- 34,05-
GSH (mg/dl | 45,22+5,37* 43,12+4,34 p=0.032
62,87 52,11
RBCs)
0,39-
MDA(nmol/ml) | 0,63+0,15* 0,48-0,98 | 0,56+0,08 074 p=0.008
* P<0.05 ** p<0.000

Serum BDNF duzeyleri sigara icmeyen erkeklerle sigara icen erkekler

karstlastinldiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmad (sirasiyla, 787.09 +
158.77, 771.57 £ 144.45, p = 0.616).

Serum SOD diizeyleri sigara icen erkeklerde sigara icmeyen erkeklere gore

istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu ( sirasiyla, 18.48 + 10.19, 10.70 + 6.42,

p<0.000).
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Serum NO duzeyleri Karsilastirildiginda sigara icen erkekler ile sigara

icmeyen erkekler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (sirasiyla,
12.86 +8.48, 14.61 = 9.35, p=0.337).

GSH duzeyleri sigara icen erkeklerde sigara i¢cmeyen erkeklere gore

istatistiksel olarak anlaml yiksek bulundu ( sirasiyla, 45.22 + 5.37, 43.12 + 4.34,
p=0.032).

Plazma MDA duzeyleri sigara icen erkeklerde sigara icmeyen erkeklere gore

istatistiksel olarak anlamli yiksek bulundu ( sirasiyla, 0.63 + 0.15, 0.56 = 0.08,
p=0.008).

Serum BDNF Duzeyleri
1200

» B SIGARA ICENLER
1000 -

B SIGARA ICMEYENLER
800

600 {

pg/ml

B SIGARA ICEN KADIN

B SIGARA ICMEYEN KADIN
400 A

B SIGARA ICEN ERKEK
200

B SIGARA ICMEYEN ERKEK

Sekil 7: Sigara icen ve icmeyen gruplar arasindaki serum BDNF dizeyleri
*: p<0.05 * #<0.000
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u/ml

Serum SOD duzeyleri

30 -

25

20 A

15 4

10 4

* %

* %

* &k

B SIGARA ICENLER

B SIGARA ICMEYENLER

B SIGARA ICEN KADIN

B SIGARA ICMEYEN KADIN

@ SIGARA ICEN ERKEK

B SIGARA ICMEYEN ERKEK

Sekil 8: Sigara icen ve icmeyen gruplar arasindaki serum SOD duzeyleri
#*: p<0.05

* #<0.000

30

uM

Serum NO Duzeyleri

25 4

20 4

15

10 4

B SIGARA ICENLER

B SIGARA ICMEYENLER

B SIGARA ICEN KADIN

B SIGARA ICMEYEN KADIN

B SIGARA ICEN ERKEK

B SIGARA ICMEYEN ERKEK

Sekil 9: Sigara icen ve icmeyen gruplar arasindaki serum NO dizeyleri
*: p<0.05

* #,<0.000
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0,9

Plazma MDA Duzeyleri

0,8

0,7 4

0,6 4

0,5 4

nmol/ml

04

0,3 4

0,2 4

0,14

**

®
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Sekil 11: Sigara icen ve icmeyen gruplar arasindaki eritrosit GSH diizeyleri
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5. TARTISMA

Oksidanlar ile antioksidanlar arasinda denge bozukluguna oksidatif stres
denir (21). Sigara dumanindaki serbest radikallere maruziyet kronik oksidatif stresin
en Onemli sebeplerinden biridir. Sigara hem reaktif oksijen tirlerinin Uretimine yol
acarak hem de antioksidan savunma mekanizmalarini bozarak oksidatif stresi
tetikler. Oksidasyonun hedefleri; lipidler, proteinler ve DNA’dIr (24).

Oksidatif stres gostergesi olarak yaygin kullanilan MDA duzeyleri ile sigara
iliskisini gosteren birgok calisma vardir. Nielsen ve ark. ¢alismalarinda 213 olguyu
incelemis ve sigara icenlerde plazma MDA diizeylerini sigara icmeyenlere gére daha
yuksek olarak bulmuslardir. Sigara icimine bagh olarak polimorf niiveli 16kositlerde
serbest radikallerin olustugunu bdylece peroksidasyonu arttirarak MDA artisina
neden oldugunu disunmislerdir (80).

Istk ve ark. 30 sigara icen ve 30 icmeyen saglikhi birey ile yaptiklari bir
calismada yine sigara icenlerin serumlarinda icmeyenlere gore MDA duzeylerini
anlamli yuksek bulmuslardir (81).

Petruzelli 1990 yilinda yaptigi c¢alismasinda MDA dizeylerini sigara
icenlerde icmeyenlere gore daha yiksek olarak bulmustur. Bu sonuclar ile sigara
iciminin alveolar makrofajlarda oksidatif strese ve lipid peroksidasyonuna neden
oldugunu belirtmistir (82).

Kim ve ark. sigara icenlerde yaptiklari bir ¢calismada, MDA diizeyini yuksek,
Vitamin C, beta-karoten, alfa-tokoferol dizeylerini ise dusik bulmuslardir ve
antioksidan tedavi sonrasinda oksidan dizeylerinde disme tespit etmislerdir.
Sigaranin oksidatif dengeyi bozarak MDA’y arttirdigini ve antioksidan tedaviyle
oksidan-antioksidan denge bozuklugunun diizelebilecegini belirtmislerdir (83).

Harats ve ark. beklemis plazmada, sigara icenlerle igmeyenler arasinda MDA
duzeyleri agisindan 6nemli fark bulamamislardir (84). Bununla beraber sigara
icenlerde icmeyenlere gore plazma MDA duzeylerini anlamli olarak ylksek saptayan
bir gok ¢alisma bulunmaktadir (85, 86).

Solak ve ark. degisik miktarlarda sigara icen ve sigara icmeyen gruplardan

olusan toplam 98 kiside yaptiklari bir calismada MDA dizeylerini sigara icen
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gruplarda sigara igmeyen kontrol grubuna gore belirgin olarak yiiksek bulmuslardir.
Eritrosit GSH-Px aktivitelerinde ise sigara igenlerde igmeyen gruba gore anlamh
azalma saptanmistir. MDA’daki bu artisin nedenini, sigara icmeyle olusan oksidatif
stres sonucu sigaranin antioksidan enzim aktivitelerini disiurmesine bagli olarak lipid
peroksidasyonunu artirmasi ile iliskili olarak agiklamislardir (87).

Benzer sekilde Sekeroglu ve ark. tarafindan, sigara icenlerde kontrol grubuna
gore serum ve eritrosit MDA dlzeylerinin yiksek, eritrosit SOD aktivitesinin ise
o6nemli miktarda disuk bulundugu rapor edilmistir (88).

Orhan ve ark.’nin 17 sigara i¢en ve 17 sigara igmeyen bireyde yaptiklari bir
calismada, eritrosit antioksidan aktivitelerinin sigara icimiyle dusis gosterdigi tespit
edilmistir. Eritrosit SOD ve GSH-Px aktivitelerinin sigara icenlerde kontrollere gore
daha dusik oldugu saptanmistir. Ortalama eritrosit membran lipid peroksidasyonu
beklenen sekilde sigara icenlerde yuksek bulunmustur. Sonuglar eritrositlerin,
sigaraya maruziyetin indukledigi oksidatif strese direncli olmadigini gdstermistir
(89).

Geng eriskin sigara icenler Gizerinde yapilan bir baska ¢alismada; MDA, SOD
ve glutatyon peroksidaz seviyelerinde kontrol grubuna gore fark bulunamamistir
(90).

Codandabany ve ark. 30 sigara icen ve 30 sigara icmeyen eriskin erkek
bireylerde yaptigi ¢alismada, lipid peroksidasyonunu sigara icen grupta icmeyenlere
gore anlamli olarak yiksek bulmuslardir. Ayrica sigara icen bireylerde sigara
icmeyenlere gore eritrosit SOD ve GSH-Px aktivitelerinde % 20-30 oraninda dusls
tespit etmislerdir. SOD aktivitesinin sigara igenlerde disik olusu sigara dumani
tarafindan acgiga cikarilan aktif oksijen radikallerine baglanmistir. Sigara icen grupta
go6zlenen disuk eritrosit GSH-Px aktivitesinin lipid peroksitlerde artis ve buna bagl
lipid peroksit temizlenmesi ihtiyacindaki artisa bagll oldugu sonucuna varmislardir
(23).

Zhau ve ark. yaptiklari calismada sigara icen bireylerde plazma lipid
peroksidaz ve NO dizeylerinin arttigini, plazma Vit C, Vit E, beta-karoten ve SOD
dizeylerinin azaldigini gostermislerdir. Sigaranin birakilmasindan bir yil sonra ise
sayilan bu antioksidan-oksidan dengenin, sigara icmeyen olgularla esit dizeye

geldigi bulunmustur. Bu sonuclari, “‘sigara icimine bagl olarak polimorf niveli
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Iokositlerdeki serbest radikaller ortaya ¢ikmakta bu da lipid peroksidasyonunu
arttirmakta ve MDA artisina neden olmaktadir’” seklinde agiklamislardir (91).

Yapilan calismalarin  buyik cogunlugunda MDA dizeylerinin arttig
gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda plazma MDA dizeyleri sigara icen grupta sigara
icmeyen gruba gore istatistiksel olarak anlamli yliksek bulundu. Sigara icen-igmeyen
erkekler ve sigara icen-icmeyen kadinlar karsilastirildiginda da benzer sekilde sigara
icen gruplarda plazma MDA duzeyleri istatistiksel olarak anlaml yiksek bulundu.
(sekil.10). Bu sonuclarin, sigaranin serbest radikalleri ortaya cikararak lipit
peroksidasyonunu arttirici etkisine bagh oldugunu disinmekteyiz.

Sigara kullanimi sonucu olusan oksidatif stresin plazma antioksidan
savunmada bazi degisiklikler yapmasi beklenebilir (92).

Yukarida belirttigimiz gibi, Codandabany ve ark. yaptiklari ¢alismada SOD
ve GSH-Px duzeylerini de karstlastirmislardir. Sigara icen bireylerde, igmeyenlere
gore eritrositlerde SOD ve GSH-Px dulzeylerinde %?20-30 oraninda dusuklik
bulmuslardir. SOD aktivitesinin sigara icenlerde dusuk olusu sigara dumani
tarafindan aciga cikarilan aktif oksijen radikallerine baglanmistir. Sigara icen grupta
gOzlenen dustk eritrosit GSH-Px aktivitesinin lipid peroksidasyonundaki hizlanmaya
ve buna bagh lipid peroksit temizlenmesi ihtiyacindaki artisa bagl oldugu sonucuna
varmislardir (23).

Zhau ve ark. yaptiklari calismada sigara icen bireylerde plazma NO duizeyinin
arttigini ve SOD duizeylerinin azaldigini gostermislerdir (92). Cotgreave ve ark.’da,
sigara kullaniminin akcigerde GSH dizeylerini azaltmasinin ve MDA’nIn
yukselmesinin sigaranin zarar verici etkisinden sorumlu olabilecegini bildirmislerdir
(93).

Benzer calismalarda, sigara icen bireylerde hem serum eritrosit, hem de
bronkoalveoler lavaj SOD seviyeleri kontrol grubuna gore distik olarak bulunmustur
(23, 87). Bu sonuclar artmis oksidanlarin antioksidan defansi arttirdigi, ancak bu
artisin oksidan-antioksidan dengedeki degisiklikler nedeniyle serum degerlerine
antioksidanlarda diisme olarak yansidigini gostermektedir.

Solak ve ark. eritrosit GSH-Px aktivitelerinde sigara igenlerde icmeyenlere
gore anlamli azalma saptamislardir (87).
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Hulea ve ark. eritrosit GSH-Px duizeylerini sigara icenlerde, icmeyenlere gore
anlamli distik bulmuglardir. Bu disustn nedenini; artmis oksidatif stresin, GSH gibi
peptidlerin ve proteinlerin peroksidasyonunu arttirmasina baglamislardir (94).

Bu calismalarin aksine sigaranin eritrosit GSH duzeyini arttirdigini (95) veya
degistirmedigini (96, 97) gosteren ¢alismalarda vardir.

Sigara kullaniminin oksidan-antioksidan denge Uzerine etkilerinin incelendigi
bir calismada; antioksidan savunmanin gostergesi olarak toplam stlfidril gruplarinin
plazma konsantrasyonlari (6zellikle GSH) incelenmis ve kontrol grubu ve sigara
kullananlarin degerlerinde farklhihklar anlamli bulunmamistir (98).

Leonard ve ark. sigara icenlerde SOD ve glutatyon peroksidaz seviyelerinde
kontrol grubuna goére fark bulamamislardir (90).

Yaptigimiz calismada, GSH degerleri sigara icmeyen grupta icenlere gore
yiksek ama istatistiksel olarak anlamli degildi. Kadin ve erkeklerin ayri ayri
degerlendirilmesinde sigara igenlerde istatistiksel olarak anlamli yiksek dizeyler
tespit edilmistir (sekil.11). Calismamizda, SOD duzeylerini de sigara icen grupta,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml yiksek bulduk. GSH ve SOD
duzeylerinde ki bu artisin, sigara kullanimi sonucu olusan lipid peroksidasyonuna
karsi adaptasyon mekanizmasi olarak gelistigini diistinmekteyiz.

Kardiyovaskiler sistemin tek katl endotel hiicreleri devamli olarak nitrik
oksit (NO) salgilarlar (99).

Sigaranin neden oldugu endotel fonksiyon bozuklugunu incelemek igin
yapilan birtakim c¢alismalarda NO aktivitesinde belirgin azalma oldugu ve kalp
damar hastaliklarina neden oldugu gosterilmistir (100, 101, 102, 103, 104). NO’nun
baslica kaynagi endoteldir ve yari dmru birkag saniye olan kararsiz bir molekul olup,
hizla nitrit ve nitrata okside olur (105). Bu sebeple NO dizeyini belirlemek igin
NO'in kararl son Urlnleri olan nitrit ve nitrat dizeylerinin 6l¢cimlerinden yararlanihr
(105, 106).

Higman ve ark. sigara i¢en hastalarda endotel hiicreleri tarafindan sentezlenen
NO dizeyinin sigara icmeyenlere gore azalmis oldugunu saptamislardir (107).
Ayrica Kiowski ve ark. (108) da kronik sigara icenlerde vaskdler tonusdaki artisin
NO sentezindeki yetersizlikten kaynaklandigi sonucuna varmistir. Mc Veugh ve ark.

(109) kronik sigara icenlerde NO aktivitesinin azalmis oldugunu ve bu nedenle
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NO'in aracilik ettigi bazal vazodilatasyonun da baskilanmis oldugunu
gostermislerdir. Ayrica yapilan bircok calismada (108, 110, 111) da kronik sigara
iciminin NO seviyesini azaltarak vaskiler tonusta artisa neden oldugu goésterilmistir.

Node ve ark. 1997 yilinda yaptiklari calismada; sigara icenlerde sigara
icmeyenlere gore serum NO seviyesinin istatistiksel olarak anlaml disik oldugunu
ve glnluk sigara icme miktari artttkga NO seviyesindeki distsun fazlalastigini
bulmuslardir (112).

Vargas ve ark. 2013 yilinda 150 sigara icen ve 191 sigara icmeyen birey
Uzerinde yaptigi calismada NO duzeylerini sigara icen grupta istatistiksel olarak
yiksek bulmuslardir. Bu ylksekligin oksidatif strese bagli olabilecegini 6ne
stirmaslerdir (113).

Calismamizda yukaridaki calismalarla uyumlu olarak sigara icen saglikh
bireylerde serum NO duzeylerinin istatistiksel olarak anlamli disik oldugunu tespit
ettik. Sigara icen-icmeyen erkekler ve sigara igen-icmeyen kadinlar
karsilastirildiginda da benzer sekilde sigara icen gruplarda serum NO dizeylerinin
istatistiksel olarak anlamli disuk oldugunu tespit ettik (sekil.9). NO, hem trombosit
adezyonunu ve agregasyonunu baskilar hem de vaskuler tonusu ve kan basincini
diizenler (99). Ikeda ve ark. uzun sureli sigara i¢ilmesi sonucu trombosit igindeki L-
arjinin  yolunun etkilenerek trombositlerden salinan NO’nun da azaldigini
belirtmislerdir (114). Sigara icilmesi endotel hucrelerinde fonksiyon bozukluguna
neden olarak NO aktivitesinde azalmaya yol acmaktadir (99). Kalp damar
hastaliklarinin nedenlerinden biri nikotinin direk toksik etkisi ile endotel hasari
olusturarak NO aktivitesinde azalma yapmasidir (115, 116). Bizde buldugumuz
dustik dizeylerin, nikotinin direk toksik etkisi ile endotel hasarina yol agmasi ve
sonucunda endotel hiicrelerinde fonksiyon bozuklugu olusmasi ve en sonunda hem
endotel kaynakli hem de trombositlerce sentezlenen NO miktarinin azalmasina bagl
oldugunu distinmekteyiz.

Norotropinler  sinir  sisteminin  gelismesinde 6nemli rol oynarlar.
Norotropinlerden olan BDNF yasamin erken déneminde santral sinir sisteminde
néronal gelisimin hemen hemen tum safhalarini etkiler (2). Sigara kullaniminin ise
beyin hicrelerinde hasar, hafiza zayifhgi, 6grenme bozuklugu ve erken bunama gibi

santral sinir sistemi Uzerine olumsuz etkileri vardir (1). Bunun yaninda nikotin
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bagimliligi her gecen giin yayginlasmaktadir. Bu ¢alismada sigara i¢enlerde oksidatif
stres parametrelerinin yanisira BDNF ile sigara kullanimi arasindaki iliskiyi
arastirdik. Literatir taramalarimiz sirasinda; bu iliskiyi su ana kadar net olarak
aciklayan bir calismaya rastlayamadik.

Zalabany ve ark. 2010 yilinda Misir’da yaptiklari ¢calismada sigara ile BDNF
dizeyleri arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Bu ¢alismaya alerji, kronik fiziksel
hastalik, diizenli ila¢ kullanimi ve psikiyatrik hastalik déykisi bulunmayan 88 hasta
dahil edilmistir. Yapilan karsilastirma sonucu BDNF duzeyleri ile sigara kullanimi
arasinda iliski saptanmamistir. Yalnizca sigara kullanimina erken yasta baslayanlarda
BDNF duzeyleri yuksek bulunmustur. Calismanin sonucunda Zalabany ve ark.
“’BDNF’nin fonksiyonlari disundldigunde, bu bulgu kronik sigara icicilerinde
BDNF fonksiyonlarinin azaldigini ve endojen ndoroprotektif mekanizmalarin
yikildigini gostermektedir’” demislerdir (117). Buna benzer sekilde Kenny ve ark.
yaptiklari calismada sigaranin kronik kullaniminda BDNF diizeylerinde bir artis
tespit etmislerdir (118).

Kim ve ark. 2007 yilinda yaptiklari ¢alismada kronik sigara kullanan, sigaray!
birakan ve hi¢ kullanmayan kisilerin kan BDNF diizeylerini arastirmiglardir (119).
Nikotin bagimliligint degerlendirmek igin Fagestrom Nikotin Bagimhhk testi
kullaniimistir. Sigara kullanan grupta sigaraya baslama yasi, kullanim suresi, ginlik
sigara kullanim sayisl, sigara birakma sikligi, sigara birakip kullanmadigr maksimum
sire ve Fagestrom skoru kayit edilmis ve BDNF duzeyleri ile iliskisi
karsilastirilmistir. Bu ¢alismada plazma BDNF duzeylerinin sigara icen grupta disik
oldugu aciklanmistir. Calismay!l tamamlayan 12 kisinin BDNF duzeyleri sigaray!
biraktiklari iki ayin sonunda anlamli olarak yiiksek bulunmus ve yine bu deger sigara
icmeyen grupla karsilastirlldiginda da istatistiksel olarak anlamh  yiksek
bulunmustur. Bhang ve ark. yaptiklari calismada, sigara icen ve igmeyen Kisilerin
BDNF dizeylerini incelemis; toplam 45 sigara icen kisinin sonuclari ile 66 sigara
icmeyen kisinin sonuglarini  karsilastirmislardir. Sigara icen 45 Kisiden 12’si
Varenicline, 21 tanesi nikotin bandi ve diger 12 kisi ise hicbir sey kullanmadan
sigara birakmis. 4. ve 12. hafta kan BDNF dizeylerine bakilmistir. BDNF
duzeylerini sigara icenlerde icmeyenlere gore istatistiksel olarak anlamli disuk
bulmuslardir. Bunun yaninda 4. hafta kontrolde BDNF diizeylerinde artis, 4-12 hafta
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arasinda da azalma egilimi oldugu bildirilmistir (120). Once yiikselip sonra diisme
egilimi ndronal plastisitenin yeniden homeostazi teorisiyle agiklanmistir. Sigara
birakan 3 ayri grubun BDNF duzeyleri arasinda fark saptanmamistir. Benzer sekilde
Umene-Nakano ve ark. yaptiklari ¢alismada saglikli Japonlarda BDNF diizeylerini
sigara icenlerde igmeyenlere oranla dustk bulmuslardir (121).

Kenny ve ark. nikotinin rat hipokampusundaki etkilerini inceledigi hayvan
calismasinda, akut nikotin kullanimi sonucu BDNF diizeylerinde azalma, kronik
kullanimda ise BDNF diizeylerinde artma tespit etmislerdir (118).

Sigara kullaniminin yapisal beyin hasarina yol agtigini bildiren calismalar
mevcuttur. Nikotine maruz kalan ratlarda serebral korteks, hipokampus, orta beyin ve
serebellumda hiicre sayilarinda azalma, apopitozis isaretlerinde artis ve sinaptik
aktivitede degisiklik bildirilmistir (3, 4, 5). Gallinat ve ark. yaptiklari ¢alismada
manyetik rezonans gorintilenme ile frontal bolge, occipital lob ve temporal lobta
sigara icenlerde icmeyenlere gore gri madde miktarinin ve dansitesinin azaldigini
tespit etmislerdir (122). Bu bulgudan yola c¢ikarak néron kaybina bagli olarak
norotrofinlerin sigara icenlerde azalabilecegini disinmekteyiz. Pan ve ark.’nin
yaptigi calismaya gére BDNF kan beyin bariyerini gegebilmektedir Serum BDNF
duzeyleri ile beyin BDNF duzeyleri paralellik gostermektedir (123).

Zhang ve ark. sizofren hastalarda nikotin bagimliliginin BDNF dizeylerine
etkisini arastirdigi calismalarinda, BDNF duzeylerinin sigara icenlerde icmeyenlere
oranla yuksek oldugunu bildirmislerdir (124). Calismaya alinan 139 hastanin tamami
erkek ve sizofren tanili hastalar idi. Sigara igen 102 hastanin BDNF duzeyleri
igmeyen 37 hastanin sonuglari ile karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek bulundu.

Nikotin bagimhhgi olan hastalarda sizofreninin negatif semptomlari ile
BDNF duzeyleri arasinda korelasyon oldugu, 0Ozellikle ¢ok sayida sigara igen
sizofren hastalarda azalmis negatif semptom ve yiksek BDNF diizeyi bulunmustur.
Literatirde BDNF dizeylerini etkileyen ana faktoriin sizofreni mi yoksa sigara
kullanimi mi oldugu net degildir.

BDNF’nin orta beyin dopaminerjik sistemin farklilasmasi, néronal onarim ve
yasam suresi Uzerine oynadigi rol ile sigara birakildiktan sonra BDNF diizeylerinin

yukselmesi, noroprotektif stirecin hizlanmasi ile ilintili olabilir.
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Calismamizda sigara icen grupta BDNF duzeylerini dusik tespit ettik; ancak
sigaraya baslama yasi, kullanim sikli§i ve suresi ile BDNF diizeyleri arasinda bir
iliski bulamadik. Bu dusikligin sebebinin, sigaranin direk toksik etkileri yanisira
noronlar Gzerindeki oksidatif stresi artirmasi sonucu ndronlarda olusan hasar ile
BDNF sentezindeki azalmaya, ya da noroprotektif amachh BDNF’nin asiri
kullanimina bagl olabilecegini dusiinmekteyiz. BDNF miktarinin azalmasi uzun
vadede noronal onarimi azaltacak belki de kalici hasara neden olabilecektir. Sigara
kullanimi ile beyin hicrelerinin oksidatif strese maruz kalmasinin yaninda BDNF’nin
azalmasi noroprotektif stireci de geciktirebilir.

BDNF dustkluginin sebepleri ve etkilerini daha genis aciklayabilmek

amaciyla ileri calismalarin devam etmesinin gerekli oldugunu dusiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Calismamizda, plazma MDA diizeylerini sigara icen grupta icmeyen gruba
gore istatistiksel olarak anlamli yiksek olarak tespit ettik. Sigara iciminin lipid
peroksidasyonunun gdstergesi olan MDA’yI artirmasi, sigaranin oksidatif strese
neden oldugunu disundirmektedir.

2. Eritrosit SOD aktivitesini sigara icen grupta icmeyen gruba gore
istatistiksel olarak anlamli yiksek olarak tespit ettik. SOD duzeylerinin, sigaranin
olusturdugu oksidatif strese karsi bir adaptasyon mekanizmasi olarak arttigini
dustinmekteyiz.

3. GSH aktivitesini sigara icen grupta icmeyen gruba gore istatistiksel olarak
anlamli yiiksek olarak tespit ettik. GSH seviyelerinin, sigaranin olusturdugu oksidatif
strese kars! bir adaptasyon mekanizmasi olarak arttigini disinmekteyiz.

4. Calismamizda, serum NO degerlerini sigara i¢en grupta igmeyen gruba
gore istatistiksel olarak anlamli diusik olarak tespit ettik. Bu distsun sigaranin NOs
enzimini baskilamasina ve endotel hiicre hasarina baglh oldugunu disinmekteyiz.

5. BDNF duzeylerini ise sigara igen grupta icmeyen gruba gore istatistiksel
olarak anlamli dusiik olarak tespit ettik. Bu sonug bize sigaranin beyinde yaptigi
hasari hizlandirabilecegini dustindirmektedir.

BDNF dizeylerinin azalmasinin ve BDNF’nin azalmasiyla meydana gelen
hastaliklarin anlasilabilmesi icin, BDNF ile ilgili daha ileri calismalar yapmaya gerek
oldugu kanisindayiz. Ayrica, sigara i¢imiyle baglantili hastaliklarin patogenezinde
antioksidan-oksidan sistemin ve norotrofinlerin etkisini daha net ortaya koyabilmek
icin daha ileri calismalar yapilmasi gerektigini disinmekteyiz.

Sigara kullanimi ve BDNF arasinda kurulabilecek bir iliski, nikotin
bagimhhginin éniine gegmek igin yeni ¢calismalarin éniind agabilir.

Bu sonuclarla ortaya konulmustur ki, sigaranin saghgimiza ¢ok ciddi olumsuz
etkileri vardir ve nikotin bagimliligi her gecen gun yayginlasmaktadir. Dolayisiyla
sigara icimini azaltmaya yonelik hatta sigaraya baslamayi engelleyici yasal ve egitici
onlemlerin alinmasi hayati 6nem tasimaktadir. Sigaranin zararlari hakkinda egitici
faaliyetlere kicuk yaslardan itibaren baslanmasi ve sigara kullanim alanlarinin

kisitlanmasi, birey hatta toplum sagligi acisindan ¢cok 6nemlidir.
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7. OZET

Sigara kullaniminin serum BDNF dizeyleri ve oksidan-antioksidan
sistem ile iliskisi

Bu calismada, sigara icen ve icmeyen 18-50 yas arasi saglikli bireylerin
oksidan-antioksidan durumlarinin ve serum BDNF dizeylerinin arastiriimasi
amaclanmistir.

Bu calismaya Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinin Merkez
Laboratuvarina basvuran toplam 240 kisi dahil edildi. Denekler akut enfeksiyonu,
psikiyatrik, norolojik veya kronik arter hastaligi (KAH), diabetes mellitus (DM),
Bobrek yetmezligi, KOAH vb. gibi herhangi bir kronik hastaligi ve kronik ilag
kullanimi olmayan, 18-50 (yas ortalamasi 32,98+7,71) yas arasi gonulli bireylerden
secildi. Sigara icen 60 kadin ( yas ortalamasi=33,43+£7,94 ) ve 60 erkek (yas
ortlamasi=32,53+8,26) ile sigara icmeyen 78 kadin (yas ortalamasi=32,66+8,52) ve
42 erkek (yas ortalamasi=31,0+£9,17) olmak (zere 120’ser kisilik 2 grup halinde
toplamda 240 kisiden kan numuneleri alinmistir. Gonallulerin - serumlarindan
BDNF, NO, SOD, plazmalarindan MDA ve deproteinize edilmis tam kan
orneklerinden GSH duzeyleri analiz edilmistir.

Plazma MDA dizeyleri, eritrosit SOD aktivitesi ve GSH aktivitesi sigara icen
grupta icmeyen gruba gore istatistiksel olarak anlamli yiksek olarak bulunmustur.
Serum NO ve BDNF dizeyleri ise sigara icen grupta, igmeyen gruba gore
istatistiksel olarak anlamli diisuk olarak bulunmustur.

Calismanin sonuclarina gore, sigara gerek oksidan-antioksidan dengeyi
bozarak gerekse noroprotektif etkili oldugu bilinen BDNF’yi azaltarak zararl

etkilerini néronlarda da gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Sigara, BDNF, oksidan-antioksidan parametreler

56



8. ABSTRACT

The relationship between smoking and serum BDNF levels and oxidant-
antioxidant system

The objective of this study was to examine the oxidant-antioxidant status and
serum BDNF levels of healthy smoker and non-smoker individuals between the ages
of 18-50.

A total of 240 people who applied to Kocaeli University Medical Faculty
Hospital Central Laboratory were included in the study. The subjects were selected
from among volunteers between the ages of 18-50 (age average= 32,98+7,71) who
did not have chronic drug use or chronic diseases such as acute infection, psychiatric,
neurologic or chronic artery disease (CAD), diabetes mellitus (DM), renal failure,
COPD etc.. Blood samples were taken from a total of 240 people from 2 groups of
120 people consisting of 60 smoking females (age average=33,43+7,94 ) and 60
smoking males (age average= 32,53+8,26) along with 78 non-smoking females (age
average= 32,66+8,52) and 42 non-smoking males (age average= 31,0+9,17). BDNF,
NO, SOD were analyzed from the serum of the volunteers whereas MDA was
analyzed from their plasma and GSH levels were analyzed from their deproteinized
blood samples.

The plasma MDA levels, erythrocyte SOD activity and GSH activity of the
smoking group was determined to be at a statistically significant higher level in
comparison with the non-smoking group. Whereas the serum NO and BDNF levels
were determined to be lower at a statistically significant level for the smoking group
in comparison with the non-smoking group.

Study results indicate that smoking shows its damaging effects on neurons as
well by both disrupting the oxidant-antioxidant balance and decreasing BDNF which

is known to have a neuro-protective effect.

Keywords: Smoking, BDNF, oxidant-antioxidant parameters
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