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1. GiRiS

Son yillardaki ¢aligmalar; reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), etanol aracili
oksidatif doku hasaniyla iligkili oldugunu gdstermektedir'”. ROS olusumundaki artig;
hiicrelerdeki ve/veya dokulardaki prooksidan ve antioksidan dengenin bozulmasma yol agar”.

Etanolle indiiklenen oksidatif stres etanoliin baglica metabolize oldugu
karaciger ile smrli degildir. Deneysel veriler, ratlarda yapilan akut ve kronik etanol
intoksikasyonunda merkezi sinir sistemi, kalp ve testis gibi gesitli ekstrahepatik dokularm da
etkilenebilecegini  gostermigtir.  Akut etanol  yiiklenmesinin  serebellumda  lipit
peroksidasyonunu arttirdigx rapor edilmigtir® .

Etanol, noronlar ve astrositler gibi farkli serebral alanlarda reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) olugumu ve lipit peroksidasyonunun artigi ile iligkilidir’. Etanol reaktif oksijen
tiirlerinin, lipit peroksidasyonun, demir tiirlerinin konsantrasyonunun ve tiyol bagli gruplarin
oksidasyonunun artigi ile oksidatif strese yol agar ve gesitli hiicre komponentlerinin hasarina
sebep olur®®. Merkezi sinir sisteminin hiicresel komponentleri iizerinde etanol toksisitesinin
etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi igin §8yle agiklayabiliriz; néronlar etanol igin segilmiy bir
hedeftir, fakat astrositler yiiksek antioksidan igerigine rajmen, hem insan hem de hayvan
modellerinde etanol maruziyeti astroglial hasara neden olmaktadir®",

Histidin igeren dipeptitler (karnozin, homokarnozin ve anserin) kas ve beyin
dokusunda sentezlenebilen onemli ve essiz antioksidanlardir'’. Yapilan gahigmalarda;
karnozinin etkili bir antioksidan oldugu gosterilmistir'>"®, Karnozin B-alanin ve L-histidinden
olusmus bir dipeptittit. Endojen olarak sentezlenen bu dipeptit, dokularda yaygin olarak
bulunmasina karsilik, 6zellikle iskelet kasi1 ve beyin dokusu gibi uyarilabilen dokularda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur®?®. Kamozin, suda gziinebilen serbest radikalleri temizlerken,
hiicre membranm lipit peroksidasyonundan korur'’. Karnozin aldehitlerle ve hipokloritle
kolayca reaksiyona girerek proteinleri MDA ve hipoklorit aracii modifikasyonlardan
koruyabilir'®®.

Brown’m yaptig1 bir ¢aligmada; karnozinin etkili bir bakir (Cu) selatlayici ajan

oldugunu gostermigtir’’. Yine bir bagka ¢aligmada da; karnozinin, bakir (Cu) ve ginko (Zn)



selatlayica etkiye sahip oldugu bildirilmigtir”'. Karnozin, hem metal selatlayic: hem de serbest
radikal temizleyici ozellikleriyle lipit peroksidasyonunu inhibe edebilmektedir™

Deneysel ¢aligmalar karnozinin in-vitro ortamda yaslanmayla iligkili olan
protein karbonillerinin olusumu ve c¢apraz baglanmalarn olusumunu inhibe ettigini
gostermektedir?.

Bu bilgiler isiginda c¢aliymamizda, rat beyininde etanolle indiiklenen
oksidatif strese, antioksidan Ozelligi olan kamozinin etkilerini aragtrmayr amagladik. Bu
amagla dokuda bir antioksidan enzim olan SOD, lipit peroksidasyon belirteci olarak MDA ve
protein oksidasyon belirteci olarak da protein karbonil diizeylerini inceledik. Ayrica diyet
karnozinin beyindeki karnozin diizeyleri etkilerini aragtumak i¢in doku karnozin diizeylerini
Slgmeyi ve deneysel oksidatif stresi de histolojik bulgularla desteklemeyi amagladik. Bu
galigmalar 1518inda; kronik alkol tiiketimi sonucunda artan ROS ve lipit peroksidasyonunun
antioksidan olan karnozinin serbest radikal temizleyici ve metal selatdr etkisiyle

indirgenebilecegini diislinmekteyiz.



2. GENEL BiLGILER
2.1 Oksidatif Stres ve Biyolojik Sistemlerdeki Etkileri

Oksidatif stresin, bir ¢ok hastahfin patolojisinin baslamasinda ve
gelismesinde Snemli bir faktsr oldugu bilinmektedir”. Oksidatif stres, pro-oksidan (reaktif
oksijen tiirleri (=ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (=RNS)) ile antioksidan savunma sistemi

arasindaki hassas dengenin, prooksidan ve oksidan maddelerin lehine kaymasi olarak

tanimlanmaktadir®.
Enzimler:
SOD,GPX.CAT
Diisiik Molehiil Agwritkh Antiohsidantar:
( Vitaminder (EA.C), tiyoller, @rik osi,
‘ serulopluzmin, fenofler, albumin
e all -
L Endojen | kel o
Metabolizma (Mitokondri vh.) /
Hilereler (nétrofiller, monositler vb.) bl
Aragidonik asit metabolizmas Antichsidantar
Direlit ROS Greten enzimier;
(NO sentetaz)
[edivetet ROS direten enzimler;
(ksantin olsidaz)
\ Prooksidanlar

Sekil 1: Oksidatif Stres

Oksidatif stres dogal bir siirectir, oksijene ihtiyag duyan tiim canh
sistemlerde, cesitli basamaklarda olugmaktadir. Biyolojik sistemler, bu stresi kontrol altnda
tutan, spesifik mekanizmalar igermektedir. Kontrol mekanizmalarinin yetersiz oldugu
durumlarda oksidatif hasar meydana gelmektedir®. Potansiyel hasarlayici tiirler (reaktif oksijen
tiirleri, nitrojen ve kiorin tirleri); metabolizma iiriinleri, fizyolojik mediyatorler ve sinyal
molekiilleri olarak ortaya gikarlar® (Tablo.1). Hasara sebep olan ROS iiretimi hem ekzojen
hem de endojen kaynakli olabilmektedir (Sekil.1). Ekzojen kaynaklar: hava kirleticiler, dogal

zararh gazlar (ozon, oksijen ve hiperbarik oksijenin yiiksek konsantrasyonlar1), iyonize ve non-



iyonize radyasyon, ilaglar, alkol, patojenik bakteri ve viriisler”*”®. Endojen kaynaklar ise
mitokondrial elektron transport sistémi, endoplazmik retikulum, arasidonik asit metabolizmasi,
redoks dongiisi, fagositik hiicreler (monosit ve makrofajlar, nétrofil, eozinofil) ve endotelyal
hiicreler gibi hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, ksantin oksidaz, NADPH oksidaz gibi
oksidan enzimler ve otooksidasyon reaksiyonlanidi. Organizmanmn vapisinda bulunan
proteinler, serbest amino asitler, DNA, lipitler ve niikleik asitler gibi makro molekiiller, bu

sistemler tarafindan tiretilen reaktif oksijen tiirlerinin etkilerine maruz kaldiklarinda hasara

ugramaktadiriar®.
Tablo 1: Reaktif Oksijen ve Nitrojen Téirleri®®
REAKTIF OKSIJEN TUBLERI (ROS)®
Radikal Sembol Radikal Olmayanlar Sembol
Siiperoksit 02" Hidrojen peroksit Hz02
Hidroksil HO- Hipoklordz asit HOCl
Peroksil ROO- Ozon Os
Alkoksil RO- Singlet oksijen Oz
Hidroperoksil NO- Hipobromdz asit HOBr
REAKTIF NITROJEN TURLERI (RNS)*
Radikal Sembol Radikal Olmayaniar Sembol
Nitrik oksit NO Nitroz asit HNO.
Nitrojen dioksit NO. Nitrosil katyon NO*
Nitroksil anyon NO-
Dinitrojen tetroksit N:O»
Dinitrojen trioksit N:Os
Peroksinitrit ONOO-
Nitronyum katyon NO.*
Nitril klorit NO.Cl
Akil peroksinitratlar ROONO-
Nitroksil anyon NO-
REAKTIF KLORIN TORLERI (RKS)
Radikal Sembol Radikal Olmayanlar Sembol
Hipokloroz asit HOCI*
Nitril Klorit NOLCl

#ROS; hem reaktif oksijen hem de okside edici ajanlarla ve/veya kolaylikla radikallere doniigen non-radikalleri
iceren kollektif bir terimdir. ¥RNS hem nitrojen igeren radikalleri hem de non-radikalleri igerir. Peroksinitrit de ROS
ve RNS olarak da ifade edilir. #HOCI gibi baz tiirler hem ROS hem de RNS grubuna girer.



Oksidatif strese bagli olarak olugan in vivo DNA ve protein hasarmmn,
lipitlerdeki hasardan daha 6nemli oldugu &ne siiriilmektedir’'. Proteinlerde in vivo olarak
meydana gelen oksidatif degigiklikler, proteinlerin rol oynadift cesitli hiicresel
fonksiyonlar1 etkiler. Reseptorlerin, sinyal ileti mekanizmalarinin, yapisal proteinlerin,
transport sistemlerinin ve enzimlerin rol oynadig: hiicresel olaylar oksidatif protein hasarmdan

etkilenir %,

Protein oksidasyonu; hem ROS ile direkt hem de oksidatif stresin sekonder
ara friinlerinin reaksiyonlariyla indiiklenen proteinlerin kovalent modifikasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Protein oksidasyonu, bir ¢ok mekanizmayla gergeklesebildigi ve amino agil
yan zincirlerinin hepsi oksidatif olarak modifiye olabildigi igin, ok farkli tipte oksidatif
protein modifikasyonlar vardir™. Protein oksidasyonu; dncelikle proteinlerin fizikokimyasal
karakteristiklerinin ve sonra da fonksiyonlarnin bozulmalarina yol agabilir®®. Oksidatif protein
modifikasyonlarin  biyokimyasal sonuclari: yan zincir gruplarin oksidasyonu, omurganmn
fragmentasyonu, capraz baglanmalar, yanhs katlanmalar, konformasyon ve hidrofobik yapida
degisikler ve proteolitik enzimlerde aktivite kaybi olarak siralanabilir'™. Bu modifikasyonlar

sonucunda yeni gruplar olusmaktadir. Bu gruplar Tablo. 2°de gosterilmistir®”.

Reaktif oksijen tiirlerinin proteinlerle etkilegimi sonucunda histidin, prolin,
arjinin ve lizin gibi gok sayida amino asit kalintisinda ve/veya peptit omurgasinda meydana

gelen oksidatif hasar sonucunda protein karbonilleri (PCO) iiriinleri meydana gelir’>**,

Protein oksidasyonun en yaygin olarak dlgiilen firiinii protein karbonilleridir.
PCO diizeylerinin saptanmasmnm, oksidatif protein hasarini belirlemede duyarh bir yontem
oldugu bildirilmektedir’>*. Karbonillerin tayini olduk¢a hassas metotlarla yapilabilir*'. Bu
metotlarin  bir gogunda  karbonil grup 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile derivetize
edilmektedir*. Derivatizasyon sonucu stabil dinitrofenilhidrazon firiinit olusmaktadir. Bu tiriin
daha sonra ¢egitli yontemlerle tayin edilebilir. DNP grubu 370 nm’de absorbans verir ve molar
ekstinsiyon katsayisi 22.000 M™'em™dir. Bu yiizden total protein igerigi veya protein

kargimi 370nm/280nm absorbans orani ile hesaplanabilir®?. Spektofotometrik DNPH 8lgiimiine



yiksek performansh sivi kromatografi (high-performance liquid chromatography=HPLC)
yoluyla protein fraksiyon tayini eklenerek bir protein karisimi igindeki toplam karbonil
gruplarinin Glglimiinden daha duyarh ve spesifik bir yontem elde edilmis olur. DNPH aracilt
diger yontemler, karbonil igeriginin saptanmasi igin anti-DNP antikoru kullanirlar®®. Total
karbonil igerigi enzim bagli immunosorbent yontemi (ELISA)”, slot blotting” veya
immunohistokimyasal® olarak da 8lgilebilir. Her bir proteinin karbonil igerigi bir yonla*®*®
veya iki yonla® sodyum dodesil siilfat (SDS) jel elektroforezini takiben immunoblotting
{(Western blotting) ile tayin edilebilir. Son iki metot tiim diger total karbonil metotlarmdan daha

hassas ve spesifiktir, fakat bunlar sadece semi-kantitatifdir 341465051

Tablo 2: Proteinlerin Oksidatif Modifikasyonlari®®

Modifikasyon Amino asitler Oksidasyon kaynaklaxz (*)
Distilfitler. glutatyonlanma Cys Hepsi. ONOO”
Metivonin silfoksit Met Hepsi. ONOO”
Karboniller (aldehitler. ketolar) Hepsi (Lys. Arg. Pro, Thr) Hepsi
Okso-histidin : His ¥-Ray. MCO. 0,
Ditirozin Tvr v -Ray. MCO. l()z
Klorotirozin Txr HOCI
Nitrotirozin Tsr ONOO
Triptofanil medifikasyonlar Trp v-Rav

(N-formylkintirenin

Hidro{ peroksi deriveleri Val. Leu, Tvr. Trp v-Ray
Kloraminler. deaminasyan Lys HOCI
Lipit peroksidasvon reaksivenlart Lys. Cyvs. His v -Ray. MCO (HOCI hari¢)

(MD AL HNE, akrolein)

Amine asit oksidasvon reaksivonlar Lys. Cys, His HOCI
Glikooksidasvon reaksivonlari Lys Glukoz
Capraz baglar. agregatlar, fragmentler Cesitli Hepsi

(*) : MCO-Metal katalizli oksidasvon Hepsi: y-ray. MICO. HOCL Ozon. 102
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Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu oksidatif hasarlardan en
yaygin olanlarindan biri de hiicresel DNA hasaridir. Stabil bir molekiil olan DNA, ¢ok iyi
korunur, fakat ROS ile etkilesime girdiginde gesitli tiplerde hasarlar olusur ($ekil.2). Oksidatif
DNA hasarlari; DNA bazlarmin modifikasyonu, tek ve ¢ift zincirli DNA kiriklars, piirinlerin
kayiplari (apurinik alanlar), deoksiriboz sekerlerin hasarlari, DNA tamir sistemlerinin hasari ve
DNA-protein gapraz baglaridir’. Bu hasarlar sonucu; mutagenezis, karsinogenezis ve hiicre
olimii meydana gelir”. Yapilan cesitli caligmalar siiperoksit anyonunun ve onun
dismutasyonuyla olugan H,O,’in dogrudan DNA ile etkileserek baz oksidasyonuna veya zincir

kiriklarina yol agmadig: ancak, gecis metal iyonlari varliginda fenton reaksiyonu ile olusan ve
daha reaktif bir tiir olan OH- radikalinin DNA hasarina yol agtigidir’***. Yine giiglii bir

oksidan olan peroksinitroz asitin de DNA hasari olusturdugu bilinmektedir’®. Yapilan
galismalarda DNA hasarinin gesitli hastaliklarin etiyolojisinde ve yaglanmada 6nemli bir rol

oynadii ileri siiriilmektedir *’.

OKSIDATIF DNA HASARI

Fotosensitizasyon iyonize Radyasyon Oksidatif Metabolizma
UV ile indiiklenen Ksenobiyotikler

o, H.0,— O

Baz modifikasyonlar

Tek ve ¢ift zincir kmklan
DNA-protein ¢apraz baglar

DNA tamir sistemlerinin hasarlar

&2 + N Ty

HOCRE OLUMU  MUTAGENEZ KARSINOGENEZ YASLANMA

Sekil 2: Oksidatif DNA Hasan



Giintimiizde hassas yoOntemlerle dokuda, kanda ve idrarda diizeyi

belirlenebilen®**

8-hidroksi-2"-deoksiguanozin (8-OHdGua) ve onun serbest bazi olan 8-
hidroksi-guanozin (7,8-dihidro-8-okso guanin, 8-OH-Gua, 8-oxoGua), ROS tarafindan
olusturulan DNA hasarmnmn belirlenmesinde en ¢ok kullanilan belirteglerdir®. In-vivo reaktif
oksijen tiirleri hasarmnin hassas birer gostergesi olan 8-OH-dGua ve 8-OH-Gua mutajenik
olmalari nedeniyle potansiyel birer karsinogenez belirteci olarak diisiiniilebilirler®. Bu @iriinler
DNA oksidasyon tirinleri i¢inde en ¢ok olusan ve en mutajenik olanlardir. Normal DNA
metabolizmas: sirasinda bir giinde her hiicrede 178 adet 8-OH-Gua kalintisi olugtugu
belirlenmigtir*®*. 8-OHdG, ROS’un DNA hasar1 sonucu olusan 23 tane oksidatif baz iiriimiinden
biridir. Modifiye bir baz olan 8-hidroksi-2'-guanozin, guaninin 8. karbon atomuna OH- radikali

ataklar1 ile olugur®.

Yine bir oksidasyon (hidroksilasyon) iriinii olan timil glikol hiicre iginde
olugtuktan 24 saat sonra kandan temizlenerek idrara geger. idrarda bulunan deoksitimin glikol
diyet kaynakli degildir. idrar timin glikol diizeyi de oksidatif DNA hasarinin gostergesi olarak

degerlendirilir®®.

Tiim hiicre membranlari, yiiksek konsantrasyonda poliansature yag asitlerini
(=PUFA) igerdiklerinden oksidatif hasara ugrarlar’>*’. Membrandaki kolesterol ve PUFA’larm
oksidasyonu ile peroksidasyon {irfinleri olusur. Bu durum lipit peroksidasyonu olarak
adlandmnhr®. Lipitler, hem enzimatik hem de non-enzimatik yolla oksidasyona ugrayabilirler
(Sekil.3). Enzimatik lipit peroksidasyonunda, lipitler  siklooksijenazlar (COX) ve
lipooksijenazlar (1LOX) ile okside olurlar. Bu yolda aragidonik asit (AA) metabolizmas ile
serbest radikal olugur. Non-enzimatik lipit peroksidasyonu ise ROS ile indiiklenen bir
peroksidasyondur®. Serbest radikal aracili lipit peroksidasyonu; bir kez bagladiktan sonra
kendini devam ettiren bir zincir reaksiyonu seklinde stirdiigil igin oldukga zararlidir® "', Direkt
membran yapismna, indirekt olarak da reaktif aldehit fireterek diger hiicre bilegenlerine zarar

verir. Bdylelikle bir gok hastalia ve doku hasarmna sebep olur®.



T

Arasidonik Asit (AA)
Oksidasyon
Enzimatik Non-Enzimatik
COX ROS aracih
peroksidasyon
20:1+2¢
[ Z |
]\/\/ ; WYMO l
Prostaglandln H. 4-hidroksi-2-nonenal
(PRG.) (HNE)
5} 3 . g OMO i
Non-Enzimatik { /S:/T(/(CH-A)J:OOH
b Malondialdehit
| 2~ 32.CgHqq
. OHC™ 8 i
g { L | (MDA)
. Levuglandin
(LGE.)
A 4

v Prostaglandinler
v Tromboksanlar
v’ Prostasiklinler

Sekil 3: PUFA’larmm enzimatik ve non-enzimatik lipit peroksidasyonu ile biyoaktif aldehitlerin olugumu.
Arggidonik asit (AA) COX eziminin oksidasyonu ile PRG;’ye diniigiir. PRG;’de enzimatik bir yolla
tromboksanlara, prostasiklinlere ve difer prostaglandinlere dBniisebilir. PRG; sulu bir ortamda non-enzimatik

olarak tekrar diizenlendifinde LGE, gibi reaktif aldehitler olugturur’™”. Ayrica, AA’nm ROS aracih

peroksidasyonu difilze olabilen MDA ve HNE gibi biyoaktif aldehitlerin oluyumuna yol agar™.,

Serbest radikal aracili lipit peroksidasyonu sonucunda olusan kisa zincirli reaktif
tirinleri baglica 3 sinifa ayirabiliriz: 4-hidroksialkalenler (HNA), ketoaldehitler ve 2-alkalenler
gibi son firiinler olusmaktadir™ (Sekil. 4). Diisik molekil agirlikli olan bu iriinlerden 4-
hidroksi-2-nonenal (HNE) ve malondialdehit (MDA), oksidatif hasarm belirlenmesinde yaygin

olarak kullanilan markirlardir”7® (Sekil. 4). Peroksidasyon sonucu olugan reaktif aldehitler



-10-

serbest radikallere gore daha stabildirler ve hiicre iginde veya hiicreden digariya gikarak daha
uzaktaki bélgelerdeki protein, DNA ve fosfolipit gibi hedeflere ataklarda bulunabilirler. Bu

ataklar sonucunda molekiil ici ve molekiiller arasi kovalent etkilegimler olugur™.

A B C
2-Alkalenler 4-Hidroksialkalenler Ketoaldehitler
R ooy

OH

mﬂ WYMO OM o

OH
Akrolein 4-Hidroksi-2-nonenal Malondialdehit
(HNE) (MDA)

Sekil 4: Grup:Reaktif Aldehitlerin Genel Yapilari; Ornek: Reaktif aldehitlerin genel yapilarma birer 6rnek.

Ug karbonlu bir ketoaldehit olan malondialdehit, normal metabolik sartlarda,
once asetat veya malonata kadar okside olur, daha sonra krebs siklusu ile CO,’e indirgenerck
atilir. Fakat agin lipit peroksidasyonunda MDA konsantrasyonu artar ve dokulara hasar verir’ .
MDA, proteinlerin lizin rezidileri veya fosfoditiletanolamin ve fosfoditilserin gibi

fosfolipitlerin amin gruplariyla kovalent modifikasyonlar olusturabilir™”.

MDA l¢limiiniin en yaygin metodu; 2-tiyobarbitirik asit (TBA)

reaksiyonuna dayanan spektrofotometrik 6lgtimdiir®

. Ne yazik ki TBA, biyolojik numunelerde
bulunabilecek diger bilegiklerle reaksiyona girebildiginden, bu metotla Slglim sonrast MDA
ifade edilirken, dirckt MDA ifadesi yerine tiyobarbutirik asit reaktif bilegikleri (TBARS) olarak
ifade edilmektedir®’. UV veya florometrik detektdrii HPLC kullanimi bu metodun segiciligini

gelistirmis ve hassasiyetini arttrmigtir®>®,
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MDA tayini igin diger bir metot, aldehitler ve ketonlarmn diisiik pH’da 2,4-
dinitrofenilhidrazinle (DNPH) reaksiyonuna dayanir ve DNPH derivelerinin olusur ki bu
deriveler 300-380 nm olan bolgede giiglii bir absorbansdw. Bu metot plazmadaki,
idrardaki ve diger biyolojik orneklerdeki MDA, diger aldehitler ve ketonlarn 8l¢limi igin

kullanilmigti®>®’,

Baslica genotoksik bir bilesik olan MDA®, bakteri ve memeli hiicreleri igin

mutajeniktir *. MDA diizeyleri lipit peroksidasvonunun derecesivle ivi korelasyon gosterir®™ ",

Irreversibl oksidatif hasarmn birikimi ile 6nce hiicre &lilr, daha sonra doku ve
organ sistemlerinde yapisal ve fonksiyonel defektler ortaya gikabilir. Ozellikle iki doku,
merkezi sinir sistemi (MSS) ve kas dokusu, oksidatif strese duyarhidir. Her iki doku da yiiksek
miktarda oksijen kullanir ve bu dokular post mitotik (yenilenemeyen) hiicreler igerirler. Bu
nedenle bu hiicreler asirt oksidatif hasar birikimine maruz kalirlar®. Oksidatif stresin, hem
akut norolojik hastaliklarda (iskemi gibi) hem de kronik norolojik hastaliklar da
(Parkinson, Alzheimer ve Huntington gibi) kritik bir role sahip oldugu yaygin olarak kabul

edilmektedir’®®".
2.2. Beyin ve Oksidatif stres:

Beyin, viicudun dier organlariyla karsilastinildiginda oksidatif strese en

hassas dokudur®. Bu hassasiyetin sebeplerini soyle siralayabiliriz;
1. Oksidatif metabolik aktivite himn yiiksek olusu®:

Insan beyni, viicut agwhgmm yaklasik %2’si olmasina kargin, solunan
oksijenin %20’sini kullanmaktadir™. Bu nedenle beyin siirekli ve yiiksek konsantrasyonda
Oy’ye maruz kalmaktadir. Oksijen, beyin igin esansiyel bir molekiil olmasma kargin aymi
zamanda yapisal ozelliginden dolayr serbest radikal kaynagi olarak da gorev yapabilir®.
ROS’un % 95-98’lik bir kismi aerobik solunum esnasinda mitokondrideki elektron transport
sisteminde iiretitmektedir™®. Yiksek oranda oksijen kullanan beyin diger organlarla

kargilagtirildigida nispeten daha fazla ROS firetir”.
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2. Dagiik antioksidan aktivite:
Beyin diger dokularla kargilagtirildiginda antioksidan diizeyleri diigiiktiir™.
3. Membran /sitoplazma oranemn yiiksek olusu®:

Beyin, yiiksek oranda kolayca okside olan unsature yag asitleri igerdiginden

(6zellikle 20:4 ve 22:6 vag asitleri)'* lipit peroksidasyon reaksivonlarm bir kaynagidur'” .
4. Yiiksek oranda gegis metal iyonlarmin varhge:

Beyin, yiiksek oranda demir, bakir ve ¢inko gibi gegis metallerini
icermektedir. Bu redoks-aktif metalleri, metal aracili Haber-Weiss reaksiyonlan aracilifiyla,

yiiksek oranda reaktif radikal olusumunu katalizleme yetenegine sahiptir™.

Beyindeki konsantrasyonu yliksek olan demirin beyin fonksiyonlar1 igin

102

esansiyel oldugu ileri stiriilmektedir™". Demir mitokondrial solunum zincir enzimleri, krebs

siklusu enzimleri ve DNA replikasyonu igin gerekli bir kofaktordir'® .
5. VYenilenemeyen noronal hiicreler:

Néronlar yenilenemeyen (post-mitotik) hiicrelerdir ve ROS ve RNS’in

giderek artan birikimiyle beyin dokusu zarar gorebilir' ™%,

6. Askorbik asitin Janus yond:

Beyinin hem gri hem de beyaz maddesinde yiiksek konsantrasyonda bulunan
askorbik asit bir antioksidan oldugu kadar prooksidan olarak da gorev yapabilir. Askorbik asit
intraserebral hemorjide beyin bdlgelerinde serbest demirin artmasiyla prooksidan ozellik

kazanir 104-106

Beyindeki baglica reaktif oksijen kaynaklari; mitokondri, nitrik oksit sentetaz,
aragidonik asit metabolizmasi, ksantin oksidaz, monoamin oksidaz ve sitokrom P450 enzim

sistemleridir'®".
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Mitokondrial elektron transport zinciri, sitokrom P450 sistem, ksantin ve
aldehit oksidaz, prostaglandin metabolizmasi, hemoglobin ve katekolaminler gibi sistemler
tarafindan iiretilen siiperoksit anyonu, beyinde bol miktarda bulunan bir antioksidan enzim olan

siiperoksit dismutaz tarafindan dismute edilerek hidrojen peroksite doniisturiliir'®. Patolojik

sartlarda. hidrojen peroksit (H-0-) ve Oz~ anlamli olarak artmaktadir ****.

Monoamin oksidaz ile biyojenik aminlerin oksidatif deaminasyon yolunda da

19 Beyinde yiiksek

hidrojen peroksit firetilir ve bu durum iskemi-reperflizyonda artar
konsantrasyonda bulunan, askorbik asit hidrojen peroksit firetimini arttirir'*°. Beyinde bulunan
flavin igeren monooksijenazlar da''! hidrojen peroksit olusturalabilirler'. Ayrica nitrik oksit

sentetaz da hidrojen peroksit iiretir. Bu yollarin hidrojen peroksit iiretme kapasitesi

degiskendir'”. H,0,, Fe'?, Mn*? ve Cu*? gibi gegis metal iyonlar: ile reaksiyona girerek OH-

radikalini olugturdugu igin®'"*'"* sinir dokusu igin toksiktir’®®'. OH- radikali giigli bir

reaktiftir. Kolaylikla biyolojik molekiillerden hidrojen (dolastyla bir elektron) koparabilir. Eger
hedef molekiil PUFA ise lipit peroksidasyonu olusabilir ve sonunda plazma membran
biitiinliigii kaybolur. Plazma membran biitiinliigii bozuldugunda, iyon gradiyenti korunamaz ve
bu durum kalsiyum gibi ekstraselliiler iyonlarin plazma membranindan hiicre igine akigiyla

116

sonuglanir ve hiicre igi serbest kalsiyum konsantrasyonu etkili bir gekilde artar'°. Bu olay

hiicre dliimiiyle sonuglanir.
Diger taraftan, siiperoksit anyonu (O2-7) nitrik oksit (NO) ile reaksiyona

girerek peroksinitriti (ONOO-) olusturabilir. Peroksiniritin, iskemik ataklar ve reperfiizyon

gibi nérodejeneratif durumlarda agirt amino asit atilimt ile sonuglanan noropatolojik sartlarda
rol oynadigina inanilmaktadir. Ayrica peroksinitrit; DNA’y1, proteinleri ve lipitleri okside
edebilir. Boylece noropatolojik sartlarda ROS, DNA, protein ve lipitleri oksidatif hasarlayarak,

eksitotoksititeyi promote eder''”"'%,
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ROS veya oksidanlar beyin fonksiyonlarmm bozulmasi ve bir gok nérolojik
hastalim gelismesinde rol oynamaktadir''>"™!. ROS ile olusan oksidatif hasar. hiicre ici
organellerden organlara kadar bir gok deneysel galismada, in-vivo ve in-vitro modellerde
gosterilmigtir. In vivo ortamda etanolle indiiklenen ROS olugsumu birgok hayvan ve insan
gabsmalarinda bildirilmistir'. Etanol birgok mekanizma aracihfiyla ROS firetimini
arttirabilir'®"'?*.  Artan ROS firetimi karaciger, kalp, bobrek'>"'?’ ve beyin'®® gibi dokularda
oksidatif hasar olusturmaktadir. Etanol ile indiiklenen oksidatif strese bu organlar iginde beyin

ve sinir sistemi, karacigerden daha hassastir'®.

2.3. Beyinde Etanol Metabolizmas::

Kan-beyin bariyerini kolaylikla gegebilen etanol™, beyinde oksidatif
(enzimatik bir sistem) ve non-oksidatif olmak iizere 2 yol ile katalize olur®' (Sekil 5).
Oksidatif yolda; etanol beyinde asetaldehite kadar baghca 3 farkh enzim sistemi ile metabolize
olmaktadir: alkol dehidrogenaz (ADH), mikrozomal etanol oksidasyon sistemi (MEOS) ve
katalaz’'. Etanol, bu enzim sistemlerinin oksidasyonuyla ilk metabolit olan asetaldehite
donistir™®'**. Her bir sistem spesifik bir hiicre i¢i lokalizasyona sahiptir. izozimler ve dagilim
dokudan dokuya gegitlilik gosterir'®’. Asetaldehit de aldehit dehidrogenaz (EC 1.2.1.3; ALDH)
enziminin oksidasyonu ile asetik asite dontgtiriilerek, viicuttan atilir'**"*7, Asetaldehit etanol
gibi kan-beyin bariyerini kolaylikla gecemez, bu nedenle periferal dokulardan gelen
asetaldehit, beyin membranlarinda bulunan aldehit dehidrogenaz (ALDH) enzimi ile asetik

asite doniistiirilic' = (Sekil 6).
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C Beyinde Etanolan Metabalik Yollars )

CAlkol Dehidrogenaz) Yag Asit Etil Esterlenj
[ MEOS ) Fosfaditiletanol j
Katalaz )

Sekil 5: Beyin Dokusunda Etanoliin Oksidasyon Mekanizmalari

2.3.1. Oksidatif Yol:
Bu yol 2 agamah olup; ilk agamada etanol enzim sistemleri ile asetaldehite,
ikinci agamada ise asetaldehit asetata okside edilerek metabolize olur. Bu asamalar agagidaki

sekilde 6zetlenmistir.

ETANOL
(CH,CH,OH)

|
( CYIEZEI ) (Alkol Dehidrogenaz) ( Kaalez )
NADPH NAD T ~  HO
N NaDH < v wo

NADP </ (" Asctalachit )
| (CH3CH20H) [~

Aldehit Dehidrogenaz
~ NAD

<z\s» NADH

E Asetat

(CH3COOH)

Sekil 6: Etanoliin Asetata Metabolizmas:
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2.3.1. 1. Alkel Dehidrogenaz (ADH):

Alkol dehidrogenaz (alkol: NAD-oksidorediiktaz, EC 1.1.1.1) sitozolik bir
enzimdir. Hepatositlerde ¢ok yiksek konsantrasyonda bulunan bu enzim, ayn zamanda
sindirim kanali, akciger, kalp ve beyinde de bulunmaktadir'*'. Memelilerde ADH’mn 6 farkl:
sintfi bulunmaktadir'®. Beyinden izole edilen ve diigiik aktiviteye sahip olan sadece smif IIT
tipidi. = ADH’in multiple izozimleri hem sitoplazmada hem de mitokondrial matrikste

bulunmaktadir'*’.

ADH aktivitesi ilk olarak 1968’de Raskin ve Sokoloff tarafindan
tamimlanmistir™. Bu enzim 1975°te rat beyninden izole edildikten sonra, saflagtmilmigtir'®,
izole edilen ADH’in molekiiler agirligt 80.000, maksimum aktivite gdsterdigi pH ise 9.8°dir

ve 1 mM pirazol ile %98 oranmda inhibe olmaktadir'*,

ADH enzimi kofaktor olarak okside nikotin amid diniikleotite (NAD") ihtiyag

duvar'*? (Reaksivon. 1).

CH,CH,0H + NAD* =22=CH,CHO+ NADH + H* (1)

Rat beynindeki ADH’1n beyindeki dokularda bulunma miktart serebellum,
korteksin beyaz ve gri maddesi ve subkortekse dogru azalmaktadir'®’. Bu aktivite noronal
sitoplazma ile dzellikle serebral korteks néronlar, arka hipotalamus, hipofizin infindubulum

sap1 ve serebellumun purkinje hiicreleri ile smrlidir™.

2.3.1.2. Mikrozomal Etanol Oksidasyen Sistemleri (MEOS):

Mikrozomal etanol oksidasyon sistemleri, birgok hiicre tipinin endoplazmik
retikulumunda bulunur ve etanolfin varhiginda upregiile olur. Etanol, hepatositlerdeki diiz

endoplazmik retikulumun poliferasyonunu indiikler'” .

MEOQOS, etanoliin asetaldehite oksidasyonu igin kofaktor olarak rediikte

nikotin amid diniikleotit fosfat (NADPH) kullanur'™® (Reaksiyon. 2)
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CH,CH,OH + NADPH + H* + 0, —%22\_y CH ,CHO+ NADP"* +2H,0 (2)

Bu sistem 1977°de Sasame tarafindan kegfedilen sitokrom P450° yi de
(CYP) igermektedir'®®. Sitokrom P450°nin spesifik bir formu olan sitokrom P450 2E
(CYP2E1), etanolin oksidasyonundan sorumludur ve ilk olarak 1982’de Morgan'” ve
arkadaglar1 tarafindan rat beyninde bulunmugtur'®®. Sitokrom P450 2E1 (CYP2E1) rat beynin
gesitli bolgelerinde (8rn; koku loblarinda) ve hiicre tiplerinde (6rn; astrositler) eksprese edildigi
bulunmugtur'>'***, immunohistokimyasal olarak hem glial hem de sinir hiicrelerinde oldugu

gosterilmigtir'®’.

CYP2E] aktivitesinin, kronik alkole maruz kalan hayvanlardan izole edilen
beyin mikrozomlarinda %496 kadar arttig1 gosterilmistir'>. Etanoliin CYP2E1 indiiksiyonu en
fazla bazal ganglia, serebellum, substantia nigra ve hipokampusta gézlenmistir'>. Aktivitedeki
bu artisin, etanol metabolizmasinin artisiyla asetaldehit diizeylerinin artthi1 ve asetaldehitin de
beyin hiicrelerini hasara ugrattigy ileri siiriilmiigtir. CYP2El’in indiksiyonuyla lipit
peroksidasyonu ve membran degisiklikleri arasinda pozitif bir korelasyonun bulundugu

gosterilmigtir'*.

2.3.1.3. Katalaz :

Beyindeki etanoliin oksidasyonunu saglayan bu 3 metabolik yoldan en kritik
role sahip olan katalazdir. Katalaz, etanoliin asetaldehite oksidasyonu esnasinda, H,O,’yi
indirgeyerek 2 molekiil su olusturur (Reaksiyon. 3). Bu aktivite beyindeki
mikroperoksizomlarda, 5zellikle aminerjik nSronlarmm mikroperoksizomlarinda ve beyaz madde

glial hiicrelerinde, lokalizedir*”"°.

CH,CH,OH + H,0, —**=_ CH,CHO +2H,0 (3)



-18-

2.3.2. Non-oksidatif Yol:

Non-oksidatif etanél metabolizmasinda, bu iki yolun etanoliin norotoksik

etkilerinde bir rol oynadig ileri striiimiigtiir'*.
2.3.2.1. Ya asit etil ester (FAEE):

Yag asit etil esterlerinin firetimi ilk olarak; 1987°de Laposata tarafindan
rapor edilmistir'®. FAEE sentetaz aktivitesinin noronlarda lokalize oldugu goriilmektedir.
FAEE sentetaz noronlarin membran fraksiyonlarma zayif bagh olarak veya sitoplazmasinda
bulunmaktadir. EtOH fizyolojik diizeylerde bulundugunda, bu enzim FAEE olugumunu
katalizler'**'®'. FAEE’n mitokondrial fonksiyonlar, hiicre membranlarmi, protein sentezini ve

miyelin metabolizmasmi bozmaktadir''%,

2.3.2.2. Fosfaditiletanol

Beyindeki etanol metabolizmasimnm son yolu fosfaditiletanoliin olugumudur.
Etapoliin, protein kinaz C’nin (PKC) aktivitesini arttirdiy goriilmiigtiir, ki PCK fosfoditilkolin
ve etanolden fosfoditiletanol olugumu arasmdaki reaksiyonu katalizleyen fosfolipaz D’yi
aktiflestirir'®*. Fosfatidiletanol PKC’nin gama izomerini aktive edebilme yetenegine sahiptir'®,

Fosfatidiletanol diizeyleri, kronik diizeylerde etanole maruz kalan ratlarm serebrum ve

serebellumunda artmaktadir'®®,
2.3.3. Beyinde Etanolle indiiklenen Oksidatif Stres

Bir seri enzimatik oksidasyon reaksiyonlar1 ile metabolize olan etanol,
potansiyel bir oksidatif stres kaynagidir'® . Etanoliin oksidatif metabolizmasiyla; asetaldehit'®®,
reaktif oksijen tiirleri (siiperoksit ve hidrojen peroksit vb.), reaktif nitrojen tiirleri (nitrik oksit
ve peroksinitrit vb.)'®, etanolin o-hidroksietil radikali'”®, 4-hidroksinonenal ve
malondialdehiti igeren gesitli lipit peroksit tiirleri'>’ gibi cesitli reaktif metabolitler iiretir.

Etanoliin indiikledii serbest radikal firetimini ilk olarak Di Luzio gdstermigtir'”".

Etanol birgok mekanizma ile ROS olusumunu arttirabilir. Bir ¢ok ¢aligmada

etanoliin metabolik doniisiimii, Ozellikle sitokrom P4502E1 (CYP2E1) indiiksiyonuyla
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tammlanmigtir'?*'”%, Santral sinir sisteminde (SSS) CYP2E! varhig1 diisik diizeylerde oldugu
halde'™ ', kronik alkol almimi1 sonrasi rat beyninde bu enzimin aktivitesinin indiksiyonuyla
birlikte ROS olusumunun arttig bildirilmistir'”®, CYP2E1 ile hem O, - hem de H,O,
tiretilebilir. H,0,, ozellikle tehlikelidir, ¢tinkii firetildigi yerden uzak bolgelerde hasara neden
olabilir. Ayrica H,0, diger bilesiklerle birlegebilir ve daha sonra tagiyicilarla uzak bolgelere
hareket eder. Sonunda, H,O, ve O, - metal katalizli reaksiyonlar ile serbest radikallerin en

zararli ve hasarlayicisi olan OH- radikalini olugtururlar'™.

Yapilan ¢aligmalarda CYP2E1’in alkol verilen ratlarm karaciger ve beyin
mikrozom preperatlarmda a-hidroksietanol radikalini olusturdugu g6sterilmistir'® -
hidroksietil radikali; etanol ile OH- radikalinin reaksiyonu sonucu olugur'’*"”¢, Hidroksietil
radikali, OH- radikalinden daha reaktif ve daha uzun Gmirliidiir. Hidroksietil radikali kritik
bolgelere difiize olabilir ve lipitler, proteinler ve diger makro molekiillerle reaksiyona girer ve

OH- radikalinin tek bagmna verecegi zarardan daha fazlasim verir'”".

Kronik alkol, rat serebral kortekste, nitrik oksit sentetaz aktivitesini indiikler
ve bununla birlikte nitrik oksit firetimi de artar. Nitrik oksitin, siiperoksit radikalleriyle
reaksiyona girmesiyle de sitotoksik peroksinitrit olugur'”.

Etanol &zellikle glial hiicrelerde sitotoksik sitokinlerin iiretimini arttic ve bu
sitokinler, astrositler veya mikroglial/makrofaj hiicreler araciligiyla otoimmiin cevapla direkt

veya indirekt olarak ndronal yapilar1 hasarlayabilir' %,

Etanoliin indiikledigi serbest radikal iretiminde, etanoliin oksidasyonuyla
olusan asetaldehit olusumu da onemli bir rol oynayabilir'®. Etanol ndrotoksititesi, onun
oksidatif metaboliti olan asetaldehit deriveleri ve etanol metabolize edici enzim sistemlerinden
olugur™®'®_ ROS veya asetaldehit norotubiiline'® baglanarak norotubulin polimerizasyonunu

bozabilir'*'%.

Etanoliin non-oksidatif metabolizmasi; proinflamatuar eikozonoidlerin

firetiminin artmasina veya yag asit etil esterlerinin asirt miktarlarma sebep olabilir'®'.
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Beyinde etanolle indiiklenen oksidatif stres, azalmig antioksidan savunma
sistemi ve serbest radikal olusumu arasindaki dengesizlikten olugabilir'®'*, Beyindeki digiik
o-tokoferol konsantrasyonlarindan dolay; 6zellikle serebellum oksidatif hasara kargi oldukga
hassastir'® ve a-tokoferol eksikliginde bu hassasiyet oldukga fazladir'®'. Akut doz etanoliin
serebellumdaki selenyum, ginko, bakir, a-tokoferol ve askorbati azaltirken'®?; diisik molekiil

192154 rapor edilmistir. Kronik etanol

agirhkh demir tiirleri'® ve lipit peroksidasyonun arttirdif
almmi; serebellumda a-tokoferol diizeylerinin azalmasma ve diisiik molekiil agirhkl demir

tiirlerinin de artmasina neden olmaktadir'®.
2.3.4. Beyin Dokusundaki Antioksidan Savanma Sistemleri:

Surekli prooksidanlara maruz kalan hiicreler gesitli savunma sistemleri
gelistirmiglerdir. Bunlar; oksidatif hasara kargt koruyucu mekanizmalar, tamir mekanizmalar:
ve antioksidan savunma sistemidir. Antioksidan savunma sistemi hiicreleri direkt ROS’a kars1

korur ve oksidatif hasar1 onler (Sekil 7)"¢1%.

Bir antioksidanmn fonksiyonu; subselliiler lokalizasyon, oksijenin parsiyel
basinci, antioksidan sistemin kapasitesi ve rejenerasyonu, ve o maddenin transport &zellikleri

gibi gesitli faktorlere baghdir'®®.

Beyin dokusu farkli antioksidan tipleri igermektedir. Detoksifikasyon
enzimleri ve antioksidanlar beyindeki bdlge, hiicre tipi ve subselliiler organellere gore farkli
dagihm gosterirler'”. Ornegin katalaz, oligodentrositlerdeki  endozomlarda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunurken astrositlerde diigiik konsantrasyonlarda bulunur'®. Glutatyon
peroksidaz diizeyleri ise striatum ve substantia nigrada yiiksektir ve astrositlerdeki miktart

néronlardan daha fazladir'**?%.

Antioksidan sistem; enzimler ve diisiik molekiil agirlikh antioksidanlar

(DMAA) (=non-enzimatik) olmak {izere 2 ana grupta toplanabilir' "',
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Koruyucu mekanizmalar

(Metal selatasyonu ile olusan
ROS gretiminin dnienmesi) Fiziksel savunmalar
Tamir Mekanizmalar (Biyolojik alanlarin
{DNA-tamir enzimleri) ? stabilizasyonu, sterik interferans)

| Oksidatif StreseKargr | |
Savunma Mekanizmalar

Antioksidan savunma

i i

Antioksidan Enzimier -
Direkt etid edenler Diisiik Molekiil Agirhikli Antioksidaniar — - =
(SOD, Katalaz, Peroksidaz) (DMAA) \( Indirekt etki eden DMAA
Destekleyici enzimier i,
(Ksantin oksidaz, G6PD) J

Atl_k urlinler Hiicrede sentezlenenler Diyet kaynalkh
Orik asit Histidin di-peptitier: Tokoferoller, karotenler,
e Karnozin, homokarnozin askorbik asit

Glutatyon

Sekil 7: Oksidatif hasara karsi koruyucu mekanizmalar ve antioksidan sistem.

2.3.4.1. Enzimler
Bu gruba, stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, peroksidazlar ve bazi
destekleyici enzimler girmektedir. Enzimlerin diizeyleri beyinin farkli bolgelerine ve tiirlere

gore degisiklik gostermektedir'1%,
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2.3.4.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD; E.C 1.15.1.1)

Siiperoksit dismutaz enzimi (SOD) [E.C.1.15.1.1] 1969’da Mc Cord ve
Fridovich tarafindan tammlanmistir®. SOD, stiperoksit anyonunu hidrojen peroksit ve

molekiiler oksijene dismute eden bir metalloenzimdir’* (Reaksiyon 4):
- - __SoD
0,-+0,-—=>+5H,0,+0, (4)

Bu reaksiyon oksidatif strese kars1 “ilk savunma” olarak da adlandrihr®®.
Ciinkil, siiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarmm giiglii bir baslaticisidir™™. Bu sistem
sayesinde hiicresel kompartmanlardaki O, diizeyleri kontrol altmda tutulur®®.

Memelilerde 3 tip SOD izoenzimi tanimlanmistr ve bunlarn
simflandirilmas: bu izoenzimlerin prostetetik metal iyonu ve hiicresel lokalizasyonuna gore

yapilmaktadir®® (Tablo 3).

Tablo 3: Siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin smiflanduirimass®®

CuZn-SOD Mn-SOD EC-SOD
Lokalizasyon Sitozol Mitokondri  Ekstraselliiler Bogluk
Molekiiler aguridk 32,000 88,000 120,000
Yam Dimer Tetramer Tetramer
Metaller,
Cul,Znl Mnl Cul,Znl
g-atomlar/subinite
21 (insan) 6 (insan)
Kromozom ?
16 (fare) 17 (fare)
Gen tammm: SOD 1 S0D 2 SOD 3

CuZn: Bakar, Cinko; Mn: Manganez; EC: Ekstraselliiler
1. CuZn-SOD (SOD1): Genellikle sitozolde ve lizozomal fraksiyonlarda
bulunur, fakat mitokondrial boslukta da bulunmaktadir™. Cu-Zn SOD enzimi 32 kDa molekiil
agirhginda ve iki alt birimden olusmustur ve birbirlerine disilfit baglan ile baglanmigtir®™®,
Kofaktdrleri ginko ve bakirdi®. Bu enzimlerin aktivitelerinden bakir, stabilitelerinden ginko

sorumiudur®®.
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2. Mitokondrial SOD (Mn-SOD, SOD2): Mitokondride bulunur ve
kofaktsrii mangandir®™®.

3. Ekstraselliiler SOD (EC-SOD, SOD3): Tetramerik bir proteindir,
ckstraselliiler bolimlere salgidanir®’, Heparin baglayan bir domaine sahiptir ve hiicre
yiizeyindeki heparin siilfat proteoglikanlara baglanabilir*’. CuZnSOD enzimi gibi EC-SOD
enziminin de kofaktorleri ginko ve bakirdir®®. Ekstraselliiler bogluklarda bulunan siiperokside
(6rnegin; membran bagli NAD(P)H oksidaz ile #retilen veya proinflamatuar hiicrelerde
iiretilen”'*) kars1 savunmay: sagladigt digtiniilmektedir™. Ekstraselliler botim kiigiiktir ve
bundan dolay: ekstraselliiler boliimdeki EC-SOD konstrasyonlart biyolojik ilgiyi saglamakta
yeterli olabilir®. Bu enzim beyinde de eksprese edilmektedir fakat SOD1 ve SOD2’den daha
diigiik konsantrasyonlardadir®®’.

SOD hiicrelerde heterojen bir sekilde dagilmaktadir. Beyin SOD’un en yiiksek
konsantrasyonu sitoplazmada bulunmaktadir. Mitokondri ve mikrozomlarm igerdigi SOD
diizeyleri, sitoplazmik SOD’un sadece %13-15°tir. Ayrica astrositlerdeki SOD konsantrasyonu
néronal diizeylerden fazladir'®®. Bu nedenle noronlarda da tayin edilebilmektedir®®.

Sinir sisteminde SOD aktivite dengesi; noronal apoptosis esnasmnda®®*"7,

serebral iskemide?'®?"°

ve amiyotrofik lateral siklerosizin ailesel formunda®®*?*' bozulmaktadur.
SOD eksitotoksik ve iskemik/hipoksik lezyonlara karg: sinir dokusunu koruyucu major bir
faktor olabilir’. Cu-Zn SOD enzimi iskemik kalp, beyin ve diger dokularda reperfiizyon

hasar1 indirgemektedir’®**>,

Dokulardaki SOD aktivitesinin lokalizasyonuna ve tayinine biiyiik ilgi vardir
ve dokunun oksidatif strese cevabi hakkinda bilgi verebilir?*. SOD igin direkt ve indirekt tayin
yontemleri vardir. Direkt 6l¢lim ySntemleri; “pulse radiolizis ve stopped flow” olup mevcut
tekniklerin en iyisi olarak kabul edilmektedir. Ancak, bu metotlar igin gerekli donamim her

zaman bulunamamaktadir®®.

Indirekt lgiim yontemlerinde kullanilan yaygin bir yaklasm SOD varhiginda

sliperoksit @ireten bir sistem kullanilarak (6rn;ksantin-ksantin oksidaz reaksiyonu) SOD aktivite
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tayinidir. Bu yaklagim sitokrom c veya nitrotetrazolium (NBT) gibi optikge hassas bir bilegigin
indirgenmesinin Slglimiidiir. Diger bir yontem ise siilfit veya epinefrin kullanan otooksidasyon
tekniklerinin kullanmmidir. Bu yontemlerde kullanilan tekunikler ile SOD’un 2 izoformu

siyanitle CuZn-SOD’un inhibisyonu yoluyla ayirt edilebilir™.
2.3.4.2. Ditgiik molekiil afirlikly antioksidanlar (DMAA)

Direkt etki edenler (6rn; selatlayici ajaniar) ve indirekt etki edenler (siipiiriicii
ve zincir kirici antioksidanlar) olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadir. 2. grup antioksidanlar
dnemli derecede oksidatif strese karsi savag vermektedirler. Bu alt grup endojen ve ekzojen
kaynakli birgok bilesik icermektedir. Hiicre tarafindan sentezlenen antioksidanlar (glutatyon,
NAD(P)H ve karnozin gibi) bu bilegiklerin kiigiik bir kismm olugtururken, diyet ile alinan
antioksidanlar (askorbik asit, lipoik asit, fenoller, ve karotenoit gibi) ise biiyiik bir kismmi
olugturmaktadirlar,. DMAA’nin diger bir kaynagi da iirik asit gibi hiicrelerin metabolik

tiriinleridir'®""%®,
2.3.4.2.1. Karnozin (f-alanil-L-histidin)

Dogal karnozin deriveleri, kamozin iligkili dipeptitler (CRCs) veya
aminoagil-histidin dipeptitleri olarak da adlandinlmaktadirlar. Bunlar; Karnozin (8-alanil-L-
histidin), homokarnozin (y-aminobutiril-L-histidin), anserin (B-alanil-L-1-metil-histidin),
balain (ophidin, f-alanil-L-3-metil histidiny dir. Karnozin, aminoagil-histidin dipeptitleri olarak
bahsedilen bilesikler serisinin ilk 6rnegidir’*. Karnozin, 1900 yilinda, ilk olarak Gulewitsch ve
Amiradzibi adl: Rus bilim adamlar tarafindan et ekstraktlarindan saflastriimistir®™. Endojen
olarak sentezlenen bu dipeptit?>”**%; p-alanin ve L-histidinden olusmus®™® multifonksiyonel bir
dipeptitdir®™®. Ozellikle beyin, iskelet ve kalp kasi gibi uyarilabilen dokularda®™*”"' yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmasina kargm, lenste, midede ve bdbrekte de yaygin olarak
bulunmaktadir®??. (Bazt memelilerin beynindeki karnozin varhg Tablo. 4°de
gosterilmigtir™")

Karnozinin esas biyolojik rolii tam olarak anlagilamamig olmasma ragmen,

yapilan gesitli denmeysel c¢aligmalarda karnozinin; antioksidan, tamponlayict aktivite,
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norotransmitter, yara iyilestirici bir ajan ve savunma sistemini gii¢lendiren bir etkiye sahip
oldugu rapor edilmisti™®™. Yapilan son gahigmalarda ise bu fonksiyonlarma ek olarak

karnozinin homeostatik fonksiyonunun oldugu ileri strilmiigtir™’,

Tablo 4: Bann Memelilerin CNS’de Karnozm Varhgff:

Dipeptitler Smiflar Lokalizasyon Referanslar
Karnozin Fare Beyin 234
Olfactor] bulb/ epitelium 234,235
14,236
Rat Beyin 14,237,238
239,240
Olfactory bulb/ epitelium 14,241,234
Hamster Olfactory bulb/ epitelium 241,242
Tavgan Olfactory bulb 242
Kopek Olfactory bulb 242,243
Domuz Olfactory bulb 241
Insan Brain / Olfactory bulb 244
2.3.4.2.1.1. Kimyasal Yapis: :

B-alanin ve L-histidinden olugan basit bir dipeptit olan karnozin®*® yapisinda,

B-alaninin karboksil grubu histidinin amino grubu ile amid bag: ile baglanir. (Sekil. 8).

N

[ e € emremn £ o WM ¢

Sekil. 8: Karnozin®*®
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2.3.4.2.1.2. Karnozin Metabolizmasi :

Karnozin dokularda metabolik kontrol altmdadr. Kamozin karnozin
sentetaz (EC 6.3.2.11) enzimi tarafindan p-alanin ve L-histidinden sentezlenir®**** (Reaksiyon
5). Karnozin sentetaz enzimi % 98 sitozolik aktiviteye sahipti’”. Enzim genel substrat
dzgiilliigii gosterir ve farkh aminoagil histidin dipeptidleri (homokarnozin ve anserin gibi)

sentezleme yetenegine sahiptir™® >,

ATP + L-Histidin + B-Alanin — AMP + PP + Karnozin (5)

Karnozinin yikimi karmozinez enziminin 2 izoformuyla saglanir. Bu
izoformlar, deku (aminoagil-histidin dipeptidaz, EC 3.4.13.3) ve serum karnozinaz (§-Ala-His

dipeptidaz, EC 3.4.13.20)"dir**%.
Karnozin+H,0, — L-Histidin + R-Alanin (6)

Sitozolik bir enzim olan doku karnozinaz, P-alanil-histidin dipeptidaz,
karnozinaz, X-His dipeptidaz ve Xaa-His dipeptidaz olarak da adlandirimaktadir™”. Bu enzim
1949 yilinda Hanson ve Smith?' tarafindan kesfedilmistir. Farelerin kalp, karaciger ve
akcigerlerinde karnozinaz aktivitesi gosterilmis olup en gok aktivite bdbrek, uterus ve nasal
olfaktory mukozada tespit edilmistir’™. insanlarda karaciger, bobrek ve dalakta
bulunmaktadir’™. 1957 yilmda Wood *°°, karnozinazm rat dokularnda yaygin olarak
bulundugunu gdstermigtir. Doku karnozinaz, tiyollerle aktive olurken, metal selatlayici
ajanlarla inhibe olur®’. Domuz bobreginde bulunan kamozinazin aktivasyonu ve
stabilizasyonu Mn'? iyonlari ile olmaktadir™®.

Serum karnozinaz beyinde sentezlenir ve dnce serebrospinal siviya ve daha

2% Serum kamnozinaz ise Cd'? ve sitrat ile inhibe

sonra sistemik dolasima salint
olmaktadir®®. Serum karnozinaz serum, beyin ve serebrospinal sivida bulunmaktadir®™®. Serum
veya intraselliller karnozinaz tarafindan wikilabilen karnozin, a-peptidleri hidrolizi eden

peptidazlara direnglidir. Karnozinazin serumda bulunma sebebi bilinmemektedir, belki de
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kaynagidir®®'. Insanlarda bu enzimin bir formunun eksikligi mental retardasyon ile iligkilidir”
2382%  Yapilan galigmalarda, Parkinson, multipl sikleroz ve serebrovaskiiler hastaliklarda

serum karnozinaz konsantrasyonlarinmn azaldig: bildirilmigtir™®*,

Karnozinin imidazol halkasinin 1-N pozisyonundan metilasyonu ile anserin
(insan beyin dokusunda bulunmamaktadir), 3-N pozisyonundan metilasyonu ile de ophidin
(yunus kas dokusunda) olugmaktadir. Karnozinin hidroliziyle histidin ve -alanin olusur. Non-
proteinik bir amino asit olan B-alanin koenzim-A’nin (CoA) vazgegilmez bir pargasi olup
pirimidin yikimmn sonucunda da olugur. B-alaninin kollajen sentezini attirici bir role sahip
oldugu diigiiniilmektedir. Histidinin dekarboksilasyonu ile histamin meydana gelir. -alanin ve
histaminin  reaksiyonu sonucunda karsinin olugmaktadir. Karsinin  fonksiyonu

bilinmemektedir®®® ($ekil. 9).

/
Metilasyon
//
/ K . [ﬁ Serbest radikal

\7 amozin firtinlerinin etkilegimi

\/)

Enzimatik

h i &ﬁ r"]i ’

/A7 <\

e

/ N
, VAN
;"l E CoA’nun sentezi
Histidin alanin  I— > Niikleik asit sentezi
Kollajen sentezinin stimulasyonu

ﬂ Dekarbokstlasyon
N
Histamin @ Allerjik ve inflamatuar
reaksiyonlarda

Sekil. 9: Dokularda karnozin sentezi’>
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2.3.4.2.1.3. Biyolojik Dokularda Karnozin Tayini

Insan ve hayvan dokularmdaki karnozin ve CRCs’lerin direkt Slglimid igin
HPLC, immunoassay ve niikleer manyetik rezonans spektroskopisi kullanilmaktadir. Solid faz
ekstraktsiyonu ile kombine edilmis reverz faz gradient HPLC metotlan karnozin ve iligkili

dipeptidlerin miktar tayini igin hassas, tekrarlanabilir ve segicilik saglar®®.
2.3.4.2.1.4. Biyolojik Fonksiyonlar: :

Karnozin ve metabolizmas: hakkinda ¢ok az bilgiye sahibiz. Son yillardaki
aragtirmalar karnozinin hiicreleri oksidatif stres hasarma kar;t koruyucu etkisinden bagka;
karnozinin kiiltlire edilmis hiicrelerin yagam siirelerini uzattii, yash hiicreleri genglestirdigi,
hiicreleri hipokiorit, MDA ve amiloid peptidin toksik etkilerine karst korudugu, proteinlerin ve
protein-DNA’nin glikasyonunu ve protein-protein gapraz baglanmay: inhibe ettigi ve hiicresel
homeostazinin korunmasma yardimcr oldugunu gdstermistir. Ayrica karnozin, yaslanmaya
bagl olarak ortaya ¢ikan gbrme bozukluklarn: gegiktirmekte ve katarakti da etkili bir sekilde
onlemektedir. Bu yiizden, karnozin belki de insanlarda, yaslanmaya kars1 bir ilag olarak

uygulanabilir®®’.

Karnozin igeren goz damlalari korneal hastaliklar, artmig intraokiiler basing,
katarakt ve glukoma gibi g6z hastaliklarmin tedavisinde etkilidirler. Rusya Saghik Bakanligmm
izniyle geligtirilen %5’lik karnozin g6z damlasi tipta kullanilmaktadw. 1997 yilinda, 109
optalmik hasta iizerinde yapilan klinik bir ¢aliymada karnozin igeren bir géz damlasi
kullandmustir. Sonuglar; korneal erozyon, keratitiz, bulldz keratopati, primer ve sekonder
korneal distrofi ve post herpetik epitelyapatinin iyilesmesini hizlandirdiini  dogrulamigtur.
Karnozinin var olan katarakti yok edebilmesi oldukga garpicidir. Karnozin lenste protein
karbonilleriyle reaksiyona girerek, proteinleri onarmaktadir®®.

Kataraktlt hayvanlarda karnozin konsantrasyonu diigiik bulunmustur. Diisiik
karnozin konsantrasyonunda, kataraktin giddeti yiiksektir. Yiiksek oranda kolesterol igeren

diyetle beslenen tavsanlara karnozin yiiklemesi yapilirsa, ateroskleroz ve katarakta karg:

koruma bir hayli artmaktadir®’.
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Karnozinin anti-ageing etkisi diyetle karnozin almdigmda hem hiicre
kiiltirlerinde hem de tiim hayvan ¢ahiymalarmda gosterilmistir’. Karnozin, lizin-
metilglioksal-AGE’ler tarafindan indiiklenen protein modifikasyonlarmi inhibe etmektedir.
Karnozin in vitro ortamda yaglanmayla iligkili olan protein karbonillerinin olugumu ve gapraz
baglanmalarm olugumunu inhibe etmektedir. Glike edilmis lizin (glukoz+izin) ldiiriici iken,
glike edilmis kamozin (glukoztkarnozin) oOldiriici deSildir. Karnozin; asetaldehit ve

formaldehit kaynakli DNA/protein ¢apraz baglanmalarmnin olusumunu dnlemektedir®s>5 26%-

270

Karnozin ve anserin fizyolojik pH’da dikkate deger bir tamponlama
aktivitesi gosterir’’ . Zayif bazik pH’da, karnozin, kolayhikla lipit peroksidasyonunu
baskilayabilir. Kastaki aktivite esnasinda intraselliiler ortamda asidifikasyonun artmasiyla,
karnozin tamponlama etkisi gosterir. Boylelikle karnozin peroksidasyonu baskilayarak

homeostazinin korunmasmi saglar'’.

2.3.4.2.1.5. Karnozinin Antioksidan Aktivitesi

Karnozin, suda eriyebilen hayvansal dokularin dogal bir metabolitidir.
Karnozin reaktif oksijen tiirlerini temizleyici fonksiyonundan dolay: antioksidan ozellige
sahiptir. Karnozin antioksidan 6zelliginin yan: sira membran koruyucu rolii de vardir. Suda
¢oziinebilen serbest radikalleri temizlerken, hiicre membranmm lipit peroksidasyonundan
korur'>*272,

Birgok antioksidanmm amaci dokulara serbest radikallerin girigini
engellemektir, fakat ilk savunmanin agiimasindan sonra etkili degildirler. Karnozin sadece
korumada etkili degildir, serbest radikallerin reaksiyonlariyla olusan tehlikeli bilegiklere karg:
da etkilidirler. Boylelikle dokular: ikinci bir kimyasal etkiden korumaktadir'®*". Ornegin;
yiiksek reaktiviteye sahip lipit peroksidasyonun son firfinii olan MDA, serbest radikal

reaksiyonlarmin tehlikeli bir @iriiniidir ve karnozin tarafindan bloke edilibilir. MDA, eger

kontrol edilemezse, enzimleri, lipitleri ve DNA’y1 hasara ugratarak ve eklem inflamasyonu,
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aterosikleroz, katarakt olusumu ve yaglanmada rol oynar. Karnozin MDA ile reaksiyona
girerek MDA *y1 inaktiflestirir, ve bSylece proteinlerdeki amino asitleri korur™* ",

Karnozin, kultiire edilmis rat beyin endotel hiicrelerini MDA toksititesine'®,
insan lenfositleri ve fibroblastlarm1 asetaldehit ve formaldehite kars1'”, kiiltiire edilmis insan
fibroblastlarim1 ise lizin/deoksiriboz ile inkiibe edilmesiyle olusan AGEs’lere karg
korumaktadir®®.

Yaglanma; serbest oksijen radikalleriyle olugan makromolekiller hasar ve
okside/gapraz baglanmis/denatiire proteinlerin birikimiyle iligkilidir. Yaslanma esnasinda
proteinler okside olurlar ve gapraz baglanmalar meydana getirirler. Bu modifikasyonlar glukoz
ve fruktoz gibi zararli aldehitlerin, peroksidasyon iirlinii olan MDA ile reaksiyona girmesiyle
artmaktadir. Metilglioksal benzeri protein modifikasyonlarm arttimaktadir (6zellikle diabetin
ikincil komplikasyonlarinda). Karnozin, olasilikla, proksimal imidazol amino grup ve karboksil
gruplara sahip oldugu igin zararli aldehitlerle reaksiyona girebilmektedir®".

Makrofaj myeloperoksidaz ile H,O, ve klorit iyonlarmdan hipoklorit
olusmaktadir. Hipoklorit, protein ¢apraz baglanmalan ve protein oksidasyonuna (karbonil
gruplarin olusumunu) sebep olmaktadir. Karnozin in-vitro ortamda; hipoklorit ile reaksiyona
girerek stabil kloramin deriveleri olug % ve hipoklorit aracili protein modifikasyonunun
olusumunu engeller*”".

Karnozin; kiiltiire edilmis insan fibroblastlarmin maksimum hiicre bliinme
kapasitesini arttirarak olgun/yaglanmig hiicreleri geng hiicrelere doniigtiiren birka¢ ajandan
biridir. Karnozin kiltiire edilmis insan fibroblast DNA’larmda bulunan 8-hidroksiguanin

(DNA oksidasyon iiriinii) diizeylerini azalti®™®.
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3. MATERYAL-YONTEM

Bu ¢aliyma; Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Arastirma

Laboratuvar: ve Pediatri Anabilim Dali Metabolizma Laboratuvarinda gergeklestirilmigtir.
3.1.Kullamilan Geregler
3.1.1.Deney Gruplar:

Deney hayvanlari Refik Saydam Hifzisthha Merkez Bagkanlifi’na bagh
Serum Ciftligi’nden saglanmigtir. Agieliklar 250-300 gram arasinda 40 adet Wistar cinsi erkek
rat kullamlmgtir, Bilimsel aragtirma igin Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Hayvan Etik

Kurul’undan izin alinmgtir,
3.1.2. Kullanilan Aletler

Hassas terazi ( Schimadzu, Libror, AEG 220 )
Homojenizator (Virtis-Virtisheur)

Vorteks (Heidolf Reax 200)

Benmari (Heto)

Santrifuj (Hermle Z 380K )

® & & @& & ¢

Sogutmals santrifuj ( Damon IEC, B-20A sogutmali, Hermle Z 323 K)

&

Spektrofotometre (Schimadzu, UV1601)
HPLC (Waters)

HPLC (Agilent HP 1100 serisi)

® @ @

0,2 ul ve 0,45 pl’lik filtreler

Ayrica aragtirma laboratuvarmda biyokimyasal analizler igin gerekli olan

malzemeler kullamidi.
3.1.3.Kullaniian Kimyasallar

EDTA, nitrobluetetrazolium (NBT), 1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP), 2,4-

dinitrofenilhidrazin (DNPH), karnozin, streptomisin siilfat, guanidin hidrokloriir, bovin serum
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albumin (BSA), Folin ciocalteu’s fenol ve Trietilenamin (TEA) Sigma, o-pitoaldehit (OPA),
ksantin oksidaz (XO), sodyum karbonat (Na,CO,), kloroform, etanol, metanol, amonyum
siitfat, trikloroasetikasit (TCA), bakir kloriir (CuCly) , asetonitril (HPLC grade), sodyum
hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCY), perklorik asit, sodyum tetra borat, dipotasyum fosfat
(K;HPO,), monopotasyum fosfat (KH;PO,), sodyum potasyum tartarat (Na-K tartarat), bakir

siilfat (CuSQ,) ve etil asetat Merck kullanid1
Ketamin (Ketanes ® ), Alcon, xylazin HCl (Rompun ®) Bayer kullanild:.
3.2. Uygulanan Yintemler
3.2.1. Deney Hayvanlarimn Hazirlanmasi
10 adet rattan olugan dort grup olusturulmusgtur.

1. Kontrol Grubu; 13 giin boyunca giinde bir kez (sabah 9:30-10:00),

intraperitonel olarak izotonik tuz ¢ozeltisi verildi.

2. Etanol Grubu; 13 giin boyunca giinde bir kez (sabah 9:30-10:00),
kontrol grubunda uygulanan izotonik tuz ¢ozeltisiyle ayn1 hacimde etanol (2g/kg/viicut agirhgi,

%18 v/v) intraperitonel olarak verildi*”®.

3. Karnozin Grubu; 13 giin boyunca giinde bir kez (sabah 9:30-10:00),

oral volla 1 mg/ kg viicut agirlig1 oraninda karnozin 1 ml distile suva karistiridarak verildi™.

4. Etanol+Karnozin Grubu; 13 giin boyunca giinde bir kez (sabah 9:30-
10:00), hem intraperitonel etanol (2g / kg / viicut agirhigi, % 18 v/v) hem de oral yolla 1 mg/ kg

vilcut agirhigi oraninda karnozin 1 ml distile suya karigtirilarak verildi.

Uygulamadan 24 saat sonra yiiksek doz anestezik (2,5 mg/kg ketamin ve 2,5
mg/kg xylazine HCl kangimi intramuskuler uygulama) ile feda edildi. Kafatas: agilarak hizla
beyin dokusu ¢ikarildi. Dokular % 0,9’luk NaCl ile yitkandi. Her gruptaki yarim beyin dokulan
kendi aralarinda randomize edildi. Biyokimyasal inceleme igin ayrilanlar ise aliiminyum

folyoya sarilarak sivi azotta donduruldu ve analiz siiresine kadar — 70 ° C’de sakland:.
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3.2.2.Yintemlerin Uygulanmasi

3.2.2. 1. Beyin Dokusu SOD Aktivitesinin Tayini

Doku SOD aktivitesi, Yi-Sun’un®™' 1988’de tanimladigi, ksantinin ksantin
oksidaz ile 02+~ olusturmasi ve bunun da NBT ile renkli bir bilesik olugturarak bu renk
siddetinin spektrofotometrik olarak &lgiilmesi esasma dayanir. Ortamdaki SOD aktivitesi ne

kadar fazla ise O2- ’yi ortadan kaldiracag igin olugan rengin siddeti o kadar az olacaktir.

Ksantin MO; .

O, -+NBT —Renkli bilegik

Reaktifler :

#  Stok ksantin.: 3mmol/ L % BSA :1g/L
& NBT : 150 pmol/L % CuClz: 0.8 mmolL

& Naz20€0s : 400 mmol/L

Ksantin oksidaz (XO) enzim g¢ozeltisi : 1/100 (v/v) 2 M’lik amonyum siilfat
gozeltisi ile diliie edilir.

Kloroform / etanol : 3/5 (v/v)

Reaktif karisimi : 40 ml 10 kat diliie edilmis stok ksantin ¢dzeltisi + 20 ml

NBT +12 ml Na2CO3 + 6 m1 BSA karigtirilir. 250 m1’ye tamam]anir.

Deneyin yapilig: :

Dokular distile su ile 2 oranmnda teflon metal uglu homojenizatdrle
homojenize edildi. Sipernatan, kloroform / etanol karigimi ile 1/1 (v/v) oraninda karigtirildi.
5000xg’de +4 °C’de 2 saat santrifuj edildi. Enzim aktivitesi tayini ve protein tayini bu

slipernatandan yapildi. Protein miktarlari Lowry metodu ile dl¢iildii.
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Kar Numune
Reaktif karisim 2.9 ml 2.9 ml
Numune - 50ul
Distile su 50ul -
XO cozeltisi S0pl 50pl

25 °C’de 20 dakika inkiibasyondan sonra tiiplere 0.8 mM CuClz2’den 1 mi

eklenir ve 560 nm’de distile suya karst okunur.

Hesaplama:

% inhibisyon = (Kor abst:“NuEmne abs) 100
Nor abs

% 50 inhibisyonu 10 aktivitenin sagladig: diisiiniilerek hesap yapildi.
Lowry Protein Tayini®*:
Reaktifler:

£ %20k NazCOs iginde 0.1 N'lik NaOH (A1) % %1’lik CuSO,(B2)

.y . #  Folin ciocalteu’s fenol
#£  %?2'lik Na-K tartarat (B1)

Standart olarak 1 mg/ml bovine serum albumin (BSA) kullanild.

C soliisyonu; 0,5 ml B+ 0,5 ml Bo+ 16,5 ml A

Folin ¢ekolte (F.c); 1 hacim F.c. + 1 hacim distile su

Deneyin yapilis
BSA Distile su C soliisyonu
Kir - 100 pl 2 ml
Standart-1 40 pl 60 pl 2 ml
Standart-2 80 pl 20 pl 2 ml

Numune 40 pl 60 pl 2 ml
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Deney tiipleri vortekslendikten sonra, 15 dakika bektilir. Daha sonra deney
tiiplerine 200 ul folin gekolte eklenerek iyice vortekslenir ve 1 saat karanlikta bekletilir. Tiipler

750 nm’de kore kars: okunur.

Hesaplama:

. Numune Abs

Protein miktar : x standart konsantrasvonu,
Standaxt Abs

Sonuglar mg/ml olarak verilir.
SOD enzin; tayini sonucu elde edilen sonuglar protein miktarlarmma boliinerek

U/mg protein olarak verildi.
3.2.2. 2. Beyin Dokusunda Protein Karbonil Diizeylerinin Olgiim i:

Protein karbonil grubu diizeyleri Reznick ve arkadaglarmmn®? 2,4-
dinitrofenilhidrazin’in karbonil gruplar1 ile reaksiyonu sonucu 2,4-dinitrofenilhidrazon

olugmasi prensibine dayanan spektrofotometrik metoduna gére tayin edilmistir.

Reaktifler :

# 100 mM Potasvum fosfat tamponu pH=74 & %10’ luk streptomisin siilfat

#  Y%20TCA # 10 mM 2,4 DNPH (2M HCI’de hazirlandr)
& 2MHCI £  Etanol/Etil asetat (1/1)

6M Guanidin HCI (20mM KH,PO, tamponunda hazirlandi, HCI ile pH=2,3"e ayarlandu).
Deneyin yapihisi :

100 mg beyin dokusu 1ml 100 mM KPO, tamponda (pH= 7.4) homojenize
edildi. Homojenat 12000xg’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Siipernatandaki protein
degerleri Lowry metoduna gére tespit edildi ve 1mg/ml olacak sekilde diliisyonlar hazirland:.
Siipernatandaki niikleik asitlerin interferansini onlemek igin %10°luk streptomisin (100 mM
KPO, i¢inde, pH: 7,2) ile 1streptomisin / 9 numune (v/v) oranmda numuneler hazirlanarak 15

dakika oda 1sinda bekletildi. Bu numuneler 2800xg’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatan
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almir. Stipernatanlar 280 ve 260 nm’deki absorbanslart okundu ve absorbanslar birbirne

oranlandi. Oran 1’den biiyitkse niikleik asitler yeteri kadar elimine edilmigtir.

Analiz igin kullanilacak olan numunelerin her biri i¢in iki ayr1 ependorf tiip
hazirlandi. Tiiplerden birine 0,5 mi numune ve 0,5 ml 10mM DNPH; digerine 0,5 ml numune
ve 0,5 ml 2 mM HCI eklenerek, inkiibasyon igin 1 saat boyunca oda 1sisinda bekletildi ve her
5-10 dakikada bir iyice vortekslendi. Daha sonra her bir tiipe 0,5 mi %20°lik TCA ilave edildi.
3400xg’de 10 dakika oda 1sisinda santrifiij edilerek proteinler yeniden ¢oktiiriildii. Elde edilen
pelletler, tizerlerine 1,5 mi 1/1 etanol/etil asetat eklendikten sonra 3400g’de 10 dakika santrifiij
edilerek 3 kez yikandi. Bundan sonra pelletlerin fizerine 1,25 ml Guanidin HCI eklenerek
¢oziinene kadar vortekslendi. Once kor tiiplerin (yani numune igermeyen HCI tiipleri) 280
nm’de protein absorbanslan 6lgiildi. Daha sonra numuneler 370 nm’de, her bir numunenin

2 M HCl ilave edilerek hazirlanan ikinci tlipiine karsi okundu.

Hesaplama:

280 nm deki protein miktannin hesabi ;: 6M Guanidin HCl icinde hazirlanan

0,1—0,4 mg/m] arasindaki BSA standartlar: ile elde edilen standart egri iizerinde hesaplandi.

Konsantrasyon | Absorbans
PCO Final Protein Standart Egrisi 0,1 0,059
0,2 0,128
ot - 0,3 0,189
0,4 0,264
05 0,5 0,363

2

ABS=0,749*KON-0,0251

1

2s8onm Absorbans

=0,991

‘) T T
[ 0.1 02 0.3 0.4 (153

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 8: 280nm'deki BSA protein standart egrisi



%

370 nm"deki PCO konsantrasvonunun hesabi :

£=22,000 M' cm'=22x10° oM .cm’
A (DNPH,. -HCL,.,)

R - =nmol/ml
22.000/10°

PCO konsantrasyon:

Sonuglar protein miktarlarina boliinerek nmol/mg protein olarak verildi.
3.2.2.3. Beyin Dokusu Total MDA Diizeylerinin Olgiimii

MDA, HPLC’de Pilz ve arkadaslarmm®’, numunenin oda sicakliginda 2,4-

dinitrofenilhidrazinle (DNPH) tiirevlendirilmesi ile olugturulan MDA hidrazonunun kolondan

ayrilmasi esasina dayali bir yontemle olgiilmiistiir.

HPLC analiz sartlari:

X

X X x X

Dedektor: 310 nm. UV dedektor

Kolon: Hypersil ODS Cis. reverz faz kolon. 5 jm. 125 x 4 mm

Kolon sicakligi: 30°C

Mobil faz : % 0.2 asetik asit (v/v) iceren asetonitril-distile su (38:62. v/v)

Mobil faz luzi: | ml/dak. izokratik

Sekil 9: Agilent 1100 serisi HPLC cihaz
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Total MDA standartlarinin hazirlamisi:
Stok TEP standarti (ImM): 25 pl TEP 100 ml distile su i¢inde hazirlandi.

Ara stok standart1 (20 nM): 1 ml TEP stok soliisyonu, 50 ml %1 (v/v) siilfirik
asit (H,SO,) iginde hidroliz edildi ve 2 saat oda 1sisinda, karanlikta inkiibe edildi. Caligma
standartlari 20 nmol/ml’lik ara stok standarttan %1 (v/v) H;SO, ile 10 nM, 5 nM, 2.5 nM, 1.25

nM ve 0,625 nM olacak sekilde diliie edildi.

Derivatizasyon: Caligma standartlarindan 250 pl alinarak iizerine 25 pl DNPH
eklendi ve 10 dakika oda isisinda, karanlikta tiireviendirildi. Tirevlendirilen standartlardan

HPLC’ye 20 pl enjekte edildi.

MDA Standart Egvisi

100 Konsantrasyon Alan
50 0,625 8,1
5 1,25 12,8
5 o 2,5 24
Sl £ 5 12,8
& 10 95,3

Alan=9,272*KON+0,670

#=0,995

Konsantrasyon (nmol/ml)

Sekil 10: MDA standart egrisi

Numunelerin hazirlanisi:

% 1,15 (w/v) soguk KCI ile %10’luk doku homojenatlari hazirlandi.
Numunelerin hidrolizi igin; bir ependorf tiipe igin 1 ml homojenat ve 200 pul 6 NaOH eklenerek
vortekslendi ve 60°C’de bir su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi. Hidroliz olmug numunelere
esit hacimde asetonitril eklenerek, 30 sn vortekslendi ve proteinler ¢oktiriildi. Daha sonra
numuneler 15.000xg’de 10 santrifiij edilir. Ependorf tiipiin iist kismindaki berrak siipernatant

alinarak yeni bir ependorf tiipe aktarilir.
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Derivatizasyon: Numunelerden 250 pl alinarak iizerine 25 pl DNPH eklenir
ve 10 dakika oda 1sisinda, karanhkta tirevlendirilir. Tiirevlendirilen numuneler 0,45 pl’lik

filtreden gegirilerek 20 pl HPLC’ye enjekte edildi.

Hesaplama:
Numunelerdeki total MDA degerleri standart egri iizerinden hesaplanarak

lowry protein miktarlarina béliinerek pmol/mg protein olarak ifade edildi.

mAU ]

& ||
|
|

Sekil 11: Bir numuneye ait MDA kromatogram

2
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Sekil 12: Aymi numunenin standartla birlikte bir kromatogram
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3.2.2. 4. Beyin Dokusu Karnozin Diizeylerinin Ol¢iimii’****

HPLC analiz sartlari:
Dedektor: 310 nm eksitasyon. 375 nm emisyon. floresans dedektor
Kolon: Hypersil ODS Cs. reverz faz kolon. 5 pm. 250 x 4.6 mm

Kolon sicakligr: 27°C

% R R =

Mobil faz : % 50 oranmnda B solventi solvent A’va eklenir ve degaze
edildikten sonra pH: 6,4 e ayarlanir.

Sohvent A: 0.06 M potasyum mono bazik HPLC grade su icinde hazirlanir. Trietilenamin, %0.4
olacak sekilde eklenir

Solvent B: 60 : 40 (v/v) oraninda metanol-asetonitril.

x Mobil faz luzi: | ml/dakika

Sekil 13 : HPLC (Waters)

Karnozin Standartlarimin hazirlamisi:

Stok karnozin standartinin_hazirlanisi (10 mM): 56,56 mg karnozin 25 ml

HPLC grade su iginde ¢oziiliir.

Ara stok standarti (1 mM): 500 pl stok standarttan alinip 0,4 M’hik borat

tamponuyla 5 mI’ye tamamlanarak hazirlamir. Calisma standartlari ImM’lik ara stok standarttan



A=

0,4 M’k borat tamponu ile 0,01 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,5 mM ve 1 mMolacak sekilde diliie
edildi.
Derivatizasyon: 1:1 oraninda (25:25 pl) OPA ile tiirevlendirilen

standartlardan 25 pl HPLC’ye enjekte edildi.

Karnozin standart egrisi:

Konsantrasyon | Absorbans
Karnozin Standart Egrisi 0,01 307185,47
0,05 16681744
1 5E+H0T 0,1 35222641
0,5 16866927
1 34454787
3O0E+0T
g Alan=34383169,93*KON+51345,22
N
LIE+0T 0,999
LOE+O0 4 :: 1
0 03 0.6 (K] 12

Konsantrasyon (mmol/ml)

Sekil 14: Karnozin standart egrisi
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Sekil 15 : 0,5 nmol/mI’lik karnozin standartina ait bir kromatogram
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Sekil 16: Karnozin grubundaki bir ye ait kr -am

Numunelerin hazirlanisi:

100 mg doku 1,5 ml 0,3 M perklorik asit ile 30 sn homojenize edildi.

Numuneler polietilen tiiplerde 5 dakika kaynatildi. Numuneler ependorf tiiplere aktarilarak 10

dakika, 0°C’de 11360xg’de santrifiij edildi. Pellet atilarak siipernatan 0,2 pl’lik filtrelerden
gegirildi.

Derivatizasyon: Filtreden gegirilen numuneler ve standartlar 1:1 oraminda

(25:25 ul) OPA ile tiirevlendirildi. Tiirevlendirilen numunelerden 25 pl HPLC’ye enjekte edildi.
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Hesaplama:

Numunelerdeki karnozin degerleri standart egri iizerinden hesaplanarak mg

doku miktarina boliinerek nmol/mg doku olarak ifade edildi.
3.2.2. 5. Histolojik inceleme:

Beyin dokular1 elektron mikroskobik takip y&ntemine gore, 1 mm” ik
pargalara ayrildiktan sonra % 2,5°lik gluteraldehit on tespit soliisyonunda 72 saat bekletildi.
Daha sonra 1/1 oraninda fosfat tamponu ve OSO, iginde lIsaat bekletilerek ikinci kez tespit
edildi ve boyandi. Ornekler, fosfat tamponunda yikandiktan sonra sirasiyla dereceleri artan
alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Bu dokular % 80°lik etil alkol iginde uranil asetat
soliisyonunda 30 dakika bekletildi. 10 dakika propilen oksitte bekletildi. 2 saat Araldit
CY212+dodesil siiksinik anhidrat (DDSA) karigimindan olusan 6n gomme materyalinde
bekletilerek Araldit CY212+dodesil siiksinik anhidrat (DDSA) ve benzil dimetil amin (BDMA)
karigimi gobmme materyaline gomiiliidir. Elde edilen bloklar 24 saat 90° C’de ve 48 saat 60°
C’lik etiivde polimerize edildi. Alinan kalin kesitler toludin mavi ile boyanarak, Olympus BH,

foto mikroskopta degerlendirildi.

4. VERILERIN DEGERLENDIRiILMESi

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS 10.0 istatistik paket programi
ile yapilmistir. Degerlendirmede Kruskal-Wallis varyans analizi ve gruplar arasindaki farkliligi
tespit etmek igin Mann-Whitney U testi kullanilmistir. P<0.001, p<0,005 ve p<0,05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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5. BULGULAR

Tiim gruplara ait doku SOD aktivesi (0/ mg protein), total MDA (pmol/mg
protein), PCO (nmol/mg protein) ve karnozin (nmol/mg doku) diizeylerinin istatistiksel
sonuglar1 (ortalamatstandart hata) Tablo. 5’te sunulmustur. Ayrica beyin dokusundaki

histolojik bulgular da saptanarak Sekil. 18-21 arasinda verilmistir.

Tablo 5: Tiim gruplara ait doku SOD aktivite (U/mg protein), total MDA (pmol/mg protein), PCO (nmol/mg protein) ve karnozin

(nmol/mg protein) diizeyleri ortalamazx standart hata olarak verilmigtir.

Biyokimyasal Gruplar
Parametreler Grup 1 Grup I Grup IT1 ‘Grup IV
(n=16) (m=16) (nm=10) (n=10)
SOD
rotein, 17,68+0,58 18,45+0,71 19,21+0,49 20,06£0,58
p 4 >
MD
(nmol/m g;, otein) 29,12+1,24 23,79+1,31° 51,50+5,04 ¢ 4 30,59+3,24
PCO -
(nmol/mg protein) 3,33+0,87 3,94+1,34 5,59+1,32°, ,8 3,87+1,28
Karnozin ch . oo
nmol/me protein 0,161:0,009 0,280::0,021°, 0,2100,013 0,504+0,053", ",
0 g protein)

e —  — — ______________ ——— —— _ _— _ ——— — — — ——————— — — —

Grupl :Kontrol, Grup II : Karnozin, Grup HI : Etanol, Grap IV : Etanol+ Karnozin

s p <0,05 Grup I ile kargilastirldiginda, f: p <0,05 Grup Il ile kargilagtinldidinda,

b: p <0,001 Grup I ile kargilagtirildiginda, g, p <0,005 Grup IV ile karsilagtirildiginda.
€ p <0,001 Grup I ile kargilagtinldigimda, h : p <0,005 Grup II ile karsilagtirildifinda,
d : p <0,005 Grup IV ile kargilastirildiginda, ', p <0,001 Grup I1I ile kargilagthinldiginda,

©; p <0,005 Grup I ile karsilastinildiginda,
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Histolojik Bulgular
Kontrol grubunda piramidal hiicreler (<), kapiller (3) normal yapilarinda

izleniyor (Sekil. 10).

Sekil 17: Kontrol grubu rat beyni, piromidol hiicre () ve kapiller (3), (Toluidin mavisi x400).

Etanol uygulanan grubun beyin dokusu yari ince kesitlerinde piramidal
noronlarinin sitoplazmalarindaki yogun vakuolizasyon var (). Damar duvarindaki 6dem son

derece belirgindir (3).

Sekil 18: Etanol grubu rat beyni, néronlarimn si ndaki yogun i () ve damar

duvarindaki ddem (3). (Toluidin mavisi x200).



AT

Karnozin grubunda graniiler (=) hiicreler izleniyor. Damar duvarindaki 6dem

alkol grubundaki kadar ok olmamakla birlikte belirgindir (3). Ayrica glial hiicreler de belirgin

().

Sekil 19 :Karnozin grubu rat beyni, graniiler hiicre (=), cok belirgin olmayan damar duvarindaki 5dem (=)
ve belirgin glial hiicre (*), (Toluidin mavisi x200).

Karnozin+etanol grubunda, glial hiicrelerde (=) normal yapilar izleniyor.

Kapiller duvari ve gevre doku arasinda agilma (6dem) (3)izleniyor.

Sekil 20 : Karnozin+etanol grubu rat beyni, normal yapih glial hiicreler (-») ve kapiller duvan ve gevre doku
arasinda acilma (6dem) (3). (Toluidin mavisi x200).
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6. TARTISMA

Oksidatif stres noronal dejeneratif hastaliklar, iskemi-reperflizyon hasar1 ve
deneysel toksisite modelleri dahil bir gok norodejeneratif bozuklukla iligkilidir®**”*. Beyin
yiiksek oksidatif metabolik aktivite, diisiik antioksidan kapasite, membran/sitoplazma oraninin
yiiksek olusu, gecis metal iyonlarmmm yiiksek konsantrasyonu ve yenilenemeyen ndronal

hiicrelerden dolay1 oksidatif strese duyarhidir™®.

Hem insan hem de hayvan galigmalarinda etanol tiiketiminin gastrointestinal
kanal, karaciger, kalp, ve beyin dokularmda hasara yol agtif1 gosterilmigtir'?**?%, Ogellikle
beyin dokusu etanol toksisitesine hassastir. Bu hem etanoliin hiicre membranlarma direkt
etkisinden hem de membran bagh reseptorlerle etkilesiminden ya da etanoliin kendi
metabolizmasindan kaynaklanmaktadir. Etanol kan-beyin bariyerini kolayhkla gegebilmektedir
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ve farkli yollarla metabolize olabilmektedir Beyin homojenatlar1 ve mikrozomal

preperasyonlarda  yapilan caligmalarda  etanoliin  serbest radikal olugturabildigi

gosterilmigtir>*%'™.

Ayrica, bir ¢ok nérodejeneratif hastalik ve kronik alkol tiiketimi beyindeki
serbest radikal artis1 ile iligkilidir. Bu yiizden kronik ve asir1 etanol tiiketimi ile oksidatif

degisiklikler diger norodejeneratif bozukluklarm ilerlemesini hizlandirabilir®®,

Uzun siireli etanol alinimi sonras: ratlarin néronal ve glial hiicre kiiltiirlerinde
etanol ile inditklenen beyin hasar1 kanitlanmgtir™. Yakm zamanlarda yapilan bir ¢alismada rat
periferal sinirlerinde etanol toksisitesinin artmig lipit peroksidasyonu ve azalmis hiicresel

antioksidanlarla seyrettigi dolayistyla oksidatif stresle iligkili oldugu gosterilmistir’™.

Bir ¢ok klinik ve deneysel galigmada etanolle indiklenen toksisitenin
antioksidan yiikleme ile indirgenebilecegi ileri siirlilmistir”’. Dogal antioksidanlar
biyoorganizmalar1 serbest radikal hasarma karsi koruyucudur ve bu yiizden yakin zamanda

oldukga ilgi gekmektedirler®.
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Néoronlardaki oksidatif stres ve hasar; membran lipitleri, proteinler ve DNA
gibi hiicresel komponentlere serbest radikal ataklartyla olusur ve bu hasar gesitli hiicre igi
mekanizmalarla iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin Uretiminin artiiyla koreledir'™. In vitro
deneylerde karnozinin oksidatif hasara karst noronlar” ve non-ndronal’®?** hiicreleri
korudugu bildirilmigtir.

Endojen olarak sentezlenen karnozin f-alanin ve histidinden olusmaktadir.
Karnozin ve histin igeren dipeptitler iskelet kasi ve beyin gibi uyarilabilen dokularda yiiksek

ar’? 2920 Kamnozinin astroglialden zengin primer kiiltiirler

konsantrasyonda bulunmaktadurl
(kemirgen beyni) ve kas hiicrelerinin primer kiiltiirlerinde, karnozin sentetaz enzimi ile f-alanin
ve histidinden, sentezledigi bildirilmistir™®.

Karnozinin esas biyolojik rolii tam olarak anlagilamamis olmasma rafmen,
vapilan g¢esitli deneysel ¢alismalarda karnozinin; antioksidan, tamponlayici aktivite,
ndrotransmitter, yara iyilestirici bir ajan ve savunma sistemini giiclendiren bir etkiye sahip
oldugu rapor edilmistic®™°.

Karnozinin antioksidan 6zelliklerini metal iyonlarina kargi selatasyon, SOD
benzeri aktivite ve reaktif oksijen radikallerini stipiirticli etkisi olarak sayabiliriz. Karnozin
singlet oksijeni temizlemede histidinden daha etkilidir ve hidroksil radikali, lipooksijenaz,

hemoglobin, ferrik iyonlar ile indiiklenen peroksidatif hasari etkili bir gekilde inhibe

etmektedir®’> #¢2%8,

Karnozin suda ¢6ziilebilen, serbest radikal siipiiriicii ve hiicre membranlarini
lipit peroksidasyonuna kars1 da koruyucudur. Karnozin, belkide sadece ROS siipiiriicii degil
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ayn1 zamanda ROS olusumunu da &nleyebilir™. In vitro galigmalarda, karnozin giiglii bir

oksidan olan hidroksil radikalinin olusumunu ge¢is metal iyonlarmm selatasyonuyla dnler>®.

Bu bilgilerden yola gikarak g¢aligmamizda, rat beyininde etanolle indiiklenen
oksidatif strese, antioksidan ozellifi olan karnozinin etkilerini arastrmayr amagladik. Bu
amagcla dokuda bir antioksidan enzim olan SOD, lipit peroksidasyon belirteci MDA ve protein

oksidasyon belirteci PCO diizeylerini inceledik. Ayrica diyet karnozinin beyindeki karnozin
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diizeyleri etkilerini aragtirmak icin doku karnozin diizeylerini 6lgmeyi ve deneysel oksidatif

stresi de histolojik bulgularla desteklemeyi amagladik.

Rat beyninin cesitli bolgelerinde yapilan ¢aligmalarda, etanoliin baglica
katalaz ve etanolle indiiklenen sitokrom P450 formu (CYP2E1) ile metabolize oldugu
belirtilmistir'>'. Guerri ve arkadaglar’'® ise yaymnladiklari bir makalede ise sadece CYP2E1
degil total sitokrom P450°nin de ndral aktivitesinin arttifim bildirmiglerdir. CYP2E1’in
indiiksiyonu prooksidan serbest radikallerin olusumunu arttirir. Ayrica etanol metabolizmasi
demir iyonlarmm salmmmma neden olmaktadir’® %%, Bu iyonlar karaciger ve beyin igin oldukga
reaktiftir. Serbest demir iyonlar1 demir igeren proteinlerden salmirlar ve hidroksil radikalinin
olusumuna katilirlar. Hidroksil radikalleri serbest oksijen radikallerinin en reaktif olaniandir ve
bu radikaller organik molekiiller dahil bir gok hiicresel kompanentle kolaylikla reaksiyona

girebilir. Ozellikle membran fosfolipitlerinin yag asitleri ve proteinler etkilemektedirler™®.

Birgok ¢aligmada etanoliin serbest radikal olusumunu arttirarak ve/veya
antioksidan savunma sistemini zayiflatarak lipit peroksidasyonunu indiikledigi ve beyinde
oksidatif strese neden oldugu gosterilmistir*. Lipit peroksidasyonu serbest radikailere bagh
hiicre hasarindaki en Snemli mekanizmalardan biridir. Lipit peroksidasyonunun baglica son
iirinlerinden olan MDA oksidan hasar1 degerlendirmede sikhikla kullamlmaktadir®®. MDA
organizma igin olduk¢a zararh bir madde olup, hiicre membraniarindan iyon aligverigine etki
ederek iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin bozulmas1 ve DNA bazlariyla reaksiyona

girerek mutajenik karakter kazanmasi gibi pek ¢ok olumsuz etkiye sahiptir® .

MDA, proteinlerin serbest amino gruplari, fosfolipitler veya niikleik asitlerle
reaksiyona girebilir, molekiil i¢i ve molekiiller aras1 1-amino-3-imino propen (AIP) kdpriileri

olusturabilir ve biyolojik molekiillerde yapisal modifikasyonlar olusturabilir®.

Protein oksidasyonu yaglanma ve birgok norddejencratif hastalign
patogenezisinde dnemli bir rol oynamaktadir. Protein karbonil olugumu protein oksidasyonunu

erken donemde gosteren bir markirdir %377,
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Kronik karaciger hastabklarmin deneysel modellerinde artmig protein
oksidasyonunun ve hilcresel proteinlerin inaktivasyonu ve oksidatif hasarli birikiminin etanol
toksisitesi ile iliskili oldugu ileri siiriilmiigtir’®. Protein oksidasyonunun etanolle indiiklenen
norotoksisiteye katkida bulabilecegi olasilift oldukea ilgi g¢ekicidir. Yaptifimiz literatiir
taramalarinda beyin dokusunda etanolle indilklenen oksidatif stresin proteinler lzerine

etkilerini arastiran bir galigmaya rastlayamadik.

Caliymamizda, etanol verilen grubun MDA ve protein karbonil diizeylerinin
kontrol, karnozin ve etanol+karnozin gruplarma gtre anlamli olarak arttif1 bulunmugtur (MDA
icin srasiyla (p<0,001), (p<0,001), (p<0,005), protein karbonil igin sirasiyla (p<0,005),
(p<0,005), (p<0,001)). Bulgularimiz, etanoliin beyin dokusu lipit peroksidasyonunu ve protein
oksidasyonunu arttrdigini gostermektedir.

Karnozin+etanol verilen gruptaki MDA ve protein karbonil diizeyleri ise,
kontrol grubunun diizeylerine yakin bulunmugtur. Diyetle verilen karnozin, oksidatif sartlardaki
lipit peroksidasyonunu ve protein oksidasyonunu normal diizeylere indirgeyebilecek kadar etki

gostermistir.

Aydin ve ark. *® Rat beyin dokusunda etanol ve N-asetil sistein
yiiklemesinden sonra MDA diizeylerinin anlamlt olarak azaldigimi bildirmiglerdir. Yine aym
calismada etanol grubundaki MDA diizeylerinin, kontrol grubundaki MDA diizeyleri ile

karsilastiriidiginda istatistiksel olarak anlaml bir artis oldugu gosterilmistir.

Ostrowska ve arkadaglarmmn®® 2004 yilinda yaptiklart bir ¢alismada ise,
ratlann beyin ve karaciger organlarinda etanolle indiiklenen lipit peroksidasyonuna kargt yesil
¢aymn koruyucu etkileri aragtirilmigtir. Calismada etanol uygulanan grubun beyin dokusundaki

MDA diizeyleri, diger gruplarla kargilastirildiginda anlamh bir artigin oldugu rapor edilmigtir.

Yine bir baska calismada ise Nadiger”' ve arkadaglari; ratlara etanol ve
vitamin E yiiklemesi sonrasi beyinde lipit peroksidasyon diizeylerinin etanol uygulanan gruba

gbre azaldig1 gbzlenmistir.
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Pirlich ve arkadaglannin®' yaptiklann in vitro bir galismada, klonal
hippokampal hiicre dizilerinde etanolle indiiklenen protein oksidasyonunun o-lipoik asit

kullanilarak dnlenebilecedi saptanmigtir.

Karnozin lipit peroksidasyonu sonucunda olugan MDA gibi zararh
aldehitlerle reaksiyona girerek, hiicredeki protein aggregasyonunu azaltmaktadir'>",
Karnozinin oksidatif stres gartlarmda proteinleri ve membran lipitlerinin oksidatif hasarms

onleyebildigi gesitli calismalarda gosterilmigtir®'>.

Karnozin hiicresel diizeyde koruyucu olabilir. Yapilan caligmalarda bu
dipeptidin kiiltiire edilmis insan fibroblastlarin ve lenfositlerini asetaldehitin toksik etkilerine
karsi ayrica Kkiiltire edilmis rat beyin endotel hiicrelerini MDA’ ya karsi korudugu
bildirilmigtir' ™.

Karnozin uygulanan grubun MDA diizeyleri, kontrol grubu ile
kargilastirtldiginda ise istatistiksel olarak anlamh bir azalma saptanmigtir (p<0,05). Daha &nce
in vitro ve in vivo ¢aligmalarda karnozinin hem MDA ile etkilesime girerek hem de lipit
peroksidasyonuna neden olacak mekanizmalari inhibe ederek antioksidan etki gosterdigi
bildirilmistir. Karnozin verilen grubun MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore diisiig
gostermesi oldukga Snemli bir bulgudur.

Nagasawa ve arkadaglar’®”®, in vitro ve in vivo ortamdaki deneysel ¢alismada
karnozinin iskelet kast dokusunda hem lipit peroksidasyonu hem de protein oksidasyonunu
tizerinde koruyucu etkilerini aragtirmiglardir. Caligma sonucunda karnozinin hem in vivo hem
de in vitro ortamda lipit peroksidasyonunu ve protein oksidasyonunu indirgedigi gézlenmistir.

Diger ¢aligmalarda da karnozinin, MDA ve metilglioksal aracili oksidatif
protein modifikasyonlarini inhibe ettigi bildirilmigtir. Bagka bir ¢aligmada ise, karnozinin serum

albuminini oksidatif modifikasyona kars: korudugu rapor edilmistir’”,

Karnozinin antioksidan 6zelligi ilk olarak in vitro ortamda 1984 yilinda
tammlanmugstir’ ™, Cu*? ve Zn*? ile karnozin kompleksleri SOD benzeri aktiviteye sahiptir. Bu

- ozellik dipeptidin antioksidan aktivite gbstermesine katkida bulunur. Bir gok in vitro deneysel
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galismada, karnozin ve iligkili histidin iceren bilegiklerin hidroksil ve singlet oksijen radikalini

yok edici etkisi ve siiperoksit radikalini siipiiriicii etkisi gosterilmigtir’"’.

SOD, hiicrede ¢6nemli bir antioksidan enzimdir. CuZn-SOD ROS
metabolizmasinda iki yonlii bir rol oynar. ROS i¢in CuZn-SOD bir hedefiir. ROS, hem in-
vitro’'® hem de ROS ile iligkili norodejeneratif hastaliklarda bu enzimi inhibe edebilmektedir'®
2% Choi ve arkadaglarmin®® 1999 yilinda in vitro ortamda yapitiklar: bir galismada; karnozin,
homokarnozin ve anserinin H,O, aracihfiyla Cu, Zn-SOD’un oksidatif hasarmin dnleyebilecegi

gosterilmistir.

Bizim caligmamizda SOD aktivite diizeylerindeki degisiklik sadece
karnozin+etanol uygulanan grupta gozlenmistir. Bu grupta aktivite diizeyleri kontrole gére
anlamli olarak artmistir (p<0,05). Oral yolla verilen karnozin, etanol aracili oksidatif stresden
dolay: artan MDA ve protein karbonil diizeylerini azaltarak, bazal SOD diizeylerinin artmasina
neden olmusg olabilir.

Doku karnozin konsantrasyonlar1 diyetten etkilenmektedir. Diyetle alinan
karnozin; Oncelikle jejunumda bir tagiyict sistem aracilityla herhangi bir degisiklige
ugramadan kolaylikla absorbe olmaktadir. Ince barsak hiicrelerinde karnozinaz ile hidrolize
edilmektedir ve daha sonra kas ve beyin gibi dokularda tekrar sentezlenebilmektedir. Tamaki ve
arkadaglar1 yaptiklari bir ¢aligmada diyetteki histidin eksikliginin, ratlarm iskelet kasindaki
karnozin konsantrasyonu azaltirken, diyete histidin eklenmesiyle karnozin konsantrasyonunun
arttifin1  saptamuglardir. Diyet karnozin konsantrasyonu arttirildiginda iskelet karnozin
konsantrasyonu da artmigtr.

Abdel-Niad ve arkadaglarmm®’ yaptiklart bir caligmada 2 g/kg doz
intraperitonel etanoliin amino asitler ve iligki bilesikler {izerine etkileri rat plazma, kalp, aort,
bronglar ve pankreas dokularinda incelenmigtir. Dokularda etanolle indiiklenen degigikliklerin
farkh oldugunu ve plazma ile korele olmadimi saptamislardir. Etanol grubunun plazma
karnozin diizeylerinin kontrole gore diigiikken, kalp dokusunda anlamli olarak yiiksek

bulunmustur.
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Bizim galigmamizda, etanol, karnozin ve karnozin+etanol gruplarinda beyin
dokusu karnozin diizeylerinde degisiklik gbzlenmigtir. Kontrol grubuna gére doku karnozin
diizeylerinin etanol (p<0,05), karnozin (p<0,005) ve karnozintetanol (p<0,001) gruplarmnda
belirgin olarak arttig1 bulunmustur. Karnozin verilen saglikl: ratlarin karnozin diizeyleri kontrol
grubuna gore anlaml olarak artmigtir (p<0,005). Bu bulgu oral karnozinin dokulara gectigini ve
beyin karnozin diizeylerini arttirdifini gdstermektedir. Kontrol grubu ile kargilagtirddigmda
etanol verilen grubunda karnozin diizeylerinin yiikseldifi bulunmugtur. Muhtemelen etanolle
indiiklenen oksidatif strese cevap olarak endojen karnozin sentezi artmis olabilir.
Karnozin+etanol grubundaki karnozin diizeyleri ise kontrol (p<0,001), etanol (p<0,005) ve
karnozin gruplarma (p<0,001) gére oldukga yiiksek bulunmugtur. Hem oksidatif strese maruz
kalinmas:1 hem de ekzojen karnozin verilmesinin beyin karnozin diizeylerini arttirdiging
diigiinmekteyiz.

Etanol ve karnozinin dokulardaki etkilerini histolojik olarak inceledigimizde
ise etanol grubunda, kontrol ve diger gruplarla kargilagtirildifinda damar duvarlarindaki 6dem
son derece belirgindir ve piramidal hiicrelerde vakuolizasyon goriilmiistiir. Bu histolopatolojik
bulgular bu dozdaki etanoliin beyinde norotoksik etkili oldugunu géstermektedir. Calismamizmn
sonuglarina gore etanol bu etkisini lipit peroksidasyonunu ve protein oksidasyonunu arttirarak
yapmakta diyebiliriz. Karnozin grundaki histolojik bulgular kontrole yakin olmasma karsm
damar duvarlarinda hafif 6dem saptanmigtir ve glial hiicreler normaldir. Karnozin+etanol grubu

ise etanol grubu kadar dejenerasyon goriilmeyip bulgular karnozin grubuna yakindur.

Caligmamizin  bulgularn, etanoliin  oksidatif strese neden oldugunu
gostermektedir. Bulgularimiza gére karnozinin, etanole bagh beyin hasar1 iizerinde iyilegtici bir

etkisi oldugu ve bu etkiyi beyinde oksidatif stresi azaltarak yaptigini s6yleyebiliriz.
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1. 0ZET

Etanol birgok mekanizma aracilignyla ROS iiretimini arttirabilir. Etanol gesitli
organlarda oksidatif strese indiikleyebilir. Etanol ile indiiklenen oksidatif strese beyin ve sinir
sistemi, dier organlardan daba hassastir. Beyin yiiksek oksidatif metabolik aktivite, diigilk
antioksidan kapasite, membran/sitoplazma oranmm yiiksek olusu, gecis metal iyonlarmin
yiiksek konsantrasyonu ve yenilenemeyen ndronal hiicrelerden dolayr oksidatif strese
elveriglidir.

Endojen olarak sentezlenen karnozin B-alanin ve histidinden olusmaktadir.
Karnozin ve histidin igeren dipeptitier iskelet kasi ve beyin gibi uyarilabilen dokularda yiiksek
konsantrasyonda bulunmaktadirlar. Karnozinin esas biyolojik rolii tam olarak anlagilamamig
olmasina ragmen, yapilan gesitli deneysel ¢aligmalarda karnozinin; antioksidan, tamponlayici
aktivite, ndrotransmitter, yara iyilestirici bir ajan ve savunma sistemini gii¢lendiren bir etkiye
sahip oldugu rapor edilmistir.

Karnozinin antioksidan etkilerini metal iyonlarma karsi selatasyon, SOD
benzeri aktivite ve reaktif oksijen radikallerini siipiiriicii etkisi olarak sayabiliriz.

Caligmamizda, rat beyininde etanolle indiiklenen oksidatif strese antioksidan
olan karnozinin etkilerini ve histolojik bulgulan inceledik.

Bir lipit peroksidasyon markiri olan MDA’nmn, etanol uygulanan gruptaki
diizeyleri diger gruplarla kargilagtirildigimda anlaml bir artiy bulunmugtur (p<0,001). Karnozin
uygulanan grubun MDA diizeyleri ise, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir azalma saptanmistir (p<0,05). Karnozintetanol uygulanan gruptaki MDA diizeyleri
ise konfrol grubunun MDA diizeylerine yakin bulunmugtur.

SOD aktivite diizeylerindeki degisiklik sadece karnozin+etanol uygulanan
grupta gozlenmistir. Bu grupta aktivite diizeyleri kontrole gbre anlamli olarak artmistir
(p<0,05).

Etanol grubundaki PCO diizeyleri ise diger gruplarla kargilagtinldiginda
aplamli bir artig goriilmiigtir. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamigtir.
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Diyet karnozinin endojen  karnozin iizerine etkileri, etanol, karnozin ve
karnozin+etanol gruplarinda gbzlenmistir. Kontrol grubuna gore doku karmozin diizeylerinin
etanol (p<0,05), karnozin (p<0,005) ve karnozin+etanol (p<0,001) gruplarinda belirgin olarak
arttign bulunmugtur. Karnozin grubundaki doku karnozin diizeyleri de etanol grubuna gire
anlamli bir artig gdstermigtir (p<0,005). Karnozin+etanol uygulanan grubun karnozin diizeyleri
ise diger gruplarla kargilagtirildiginda anlamli olarak artmugtir.

Etanol ve karnozinin dokulardaki etkilerini histolojik olarak inceledik. Etanol
grubu kontrol ve diger gruplarla karsilastirildifinda damar duvarlarinda son derece belirgin bir
tdem ve piramidal hiicrelerde vakuolizasyon goriilmiigtiir. Karnozin grundaki histolojik
bulgular kontrole yakin olamsina kargim damar duvarlarinda hafif ddem saptanmistir ve glial
hiicreler normaldir. Karnozint+etanol grubu ise etanol grubu kadar dejenerasyon goriilmeyip
bulgular karnozin grubuna yakindir.

Calismamizin biyokimyasal ve histolojik bulgulari etanoliin oksidatif strese
neden oldugunu gostermektedir. Bulgularimiza gore karnozinin etanole bagli beyin hasari
tizerinde iyilestici bir etki gdsterdigi ve bu etkiyi beyinde oksidatif stresi azaltarak yaptig

soyleyebiliriz.
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8. SUMMARY

Ethanol may enhance the production of ROS through a number of mechanisms.
Ethanol promotes oxidative stress in several organs. Brain and nervous system are more
vulnerable to ethanol-induced oxidative damage than other organs. The brain is the tissue most
vulnerable to oxidative damage because of its higher rate of oxidative metabolic activity, low
antioxidant activity, non replicatory nature of neuronal cells, high membrane surface to
cytoplasm ratio and high levels of transition metals.

Carnosine is an endogenously synthesized dipeptide which is formed from B-
alanine and L-histidine. Excitable tissues such as brain and skeletal muscle contain high levels
of carnosine and histidine-containing dipeptides. Many functions have preoviously been
proposed for carnosine; these include antioxidant and free radical scavenger, physiological
buffer, neurotransmitter, metal chelator, immunostimulator and wound healing agent.

The antioxidant mechanism of carnosine is attributed to its chelating effect
against metal ions, SOD-like activity, ROS and free radicals scavenging ability.

In the current study, the oxidative stress induced by ethanol, the antioxidant
effects of carnosine and the histological observations in the rat brain were investigated.

The MDA levels in the ethanol group increased significantly according to the
other groups (p<0,001). There was a significant decrease in the carnosine group with respect to
the control group (p<0,05). The MDA levels were almost similiar in both of the
ethanol+carnosine group and the control group.

The protein carbonyl levels in the ethanol group were increased significantly
compared with the other groups. There was no statistical significancy in the protein carbonyl
levels between the other groups.

The SOD activities increased only in the ethanol+carnosine group with
respect to the control group (p<0,05).

The effects of the dietary carnosine on the endojen carnosine were
investigated in the ethanol (p<0,05), carnosine (p<0,005) and the ethanol+carnosine (p<0,001)

groups. The tissue crnosine levels were increased significantly with respect to the control group
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in ethanol, carnosine and the ethanolt carnosine groups. Also, the carnosine levels in the
carnosine group increased significantly compared with the ethanol group (p<0,005). With
respect o the other groups, the carnosine levels were higher in the carnosine group.

The effects of ethanol and carnosine on the brain tissues were observed
histologically. In the ethanol group, an obvious edema in the vessel walls and vocuolization in
piramidal cells were observed compared with the control and with the other groups.

Though the histological observations at the carnosine group was almost the
same with control group, a slight edema was investigated in the cell walls. The glial cells were
normal.

The biochemical and histological results of the study were similiar with the
studies in those the ethanol was an oxidant. According to the results, carnosine was an

antioxidant ameliorating the oxidant effects of ethanol in the brain.
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