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1. GIRIS

Serbest oksijen tiirleri (ROS), agin iiretildiklerinde lipidler, proteinler veya DNA gibi
hiicre makromolekiillerinin hasarina neden olabilirler. Bunlar arasinda lipid peroksidasyonu
oldukca 6nemlidir. Ciinkii lipid peroksidasyonu serbest radikal reaksiyonlarinin kolay
yayllmasina yol agarak oksidatif stresi arttirir. Bu durumun, baglica karsinogenezis,
nérodejeneratif hastaliklar, yaglilikla beraber gelisen dejeneratif hastaliklar, ateroskleroz ve
inflamatuar hastaliklar olmak iizere birgok patogenezde rol oynayabilecegi bildirilmigtir.?***

Beyin dokusu, yiiksek miktarlarda oksijen tilketmesi, diigiik diizeylerde antioksidan
savunma sistemine sahip olmasi, yiiksek konsantrasyonlarda demir (Fe) ve poliansature yag
asidi igermesi nedeniyle oksidatif hasara 6zellikle duyarlidir.”* Dokunun oksidatif strese
duyarlilig: ve serbest radikallerin onkogenezis iizerine etkisi, beyin tiimérleri ile oksidatif
stres arasindaki iliskiyi incelemek gerektigini diisiindiirmektedir.'*

Giintimiizde, tibbin ¢esitli branglarinda tedavide kullamilan, karnitin ve karnitin
esterleri, cesitli spesifik hiicre i¢i enzimler ve membran tasiyicilarindan olusan karnitin
sistemi, hiicre igi kisa, orta ve uzun zincirli yag asit trafiginde 6nemli rol oynar. Karnitinin
yetigkin beynindeki major rolii ise, asetilkolin sentezi i¢in mitokondriden sitoplazma i¢ine
asetil bolimlerinin taginmasidir. Asetiikolin sentezi, baglica enerji kaynag: olarak glukoz
kullanan hiicrelerde, karnitin ve kolin tarafindan stimiile edilir. Asetil-L-karnitinin (C2),
santral sinir sisteminde karbonhidrat ve lipid metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli
bir rol oynadig: ¢esitli galigmalarda belirtilmektedir.!>*® Birgok galismada da C2 karnitinin
noérotrofik ve ndroprotektif aktivitesi oldugu one stiriilmektedir.*>1%1"" Karnitin ve
karnitin esterlerinin serbest radikal metabolizmasindaki gorevi ise, okside membran
14,142

fosfolipidlerinin onarimina yardimci olarak hiicreleri oksidatif hasardan korumaktir

Bu etki, beyin dokusu hiicreleri de dahil olmak tizere birgok hiicre tipinde goriilebilir.



Kanser hastalarinda karnitin sentezinin arttiim diigiindiirecek yeterli veri mevcut degildir.

1 Yapilan bir

Bununla birlikte karnitin transportunun artmug oldufu diigiiniilmektedir.
¢alismada, palmitoilkarnitinin (C16) diisiik konsantrasyonlarinin kiiltiirdeki néroblastoma
NB-2a hiicrelerinin farklilagmasim arttirdigi ve C16 karnitin verilmesinin melanoma ve
ndroblastomanin proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir.'®* Karnitin ve agilesterlerinin
beyin tiimdr hiicrelerindeki etkisine yonelik ¢aligmalarin az olmasi, bu konuyla ilgili klinik
yaklagimlarin aragtirilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Calismamizda; glioblastoma multiforme, yiiksek ve diisiik grade astrositoma,
malign, atipik ve klasik menenjiyoma tiimér gruplarinda ve peritiimoral dokuda MDA
diizeylerini ve serbest karnitin, C2, C3, C4, C5, C6, C8, C10, C12, C14:1, C14, Cl16:1,
Cl6, C18:1, C18, C20:4 karnitin diizeylerini inceleyerek; insan beyin tiimorlerinde,
karnitin-agilkarnitinlerin, karsinogenezisle ve/veya karsinogeneziste etkisi diistintilen lipid

peroksidasyonuyla iligkisi olup olmadigimi arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karnitin
Karnitin (3 hidroksi-4 trimetilaminobiitirik asid) ilk kez 1905 yilinda Gulewitch ve

Krimberg tarafindan sigir kasinda kesfedilmis, kimyasal yapisi Tamita ve Sendju
tarafindan 1927 yilinda belirlenmistir®'®? (Sekill). Fraenkel 1948 yilinda vitamin BT
adinda yeni bir vitamin giindeme getirdikten 4 yil sonra, Carter bu maddenin karnitin

oldugunu gostermistir.*>"’
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Sekil 1. L-Karnitinin Kimyasal Yapis1

Karnitinin, karaciger ve kalp kasinda uzun zincirli yag asitlerinin oksidasyonunu
arttirdift 1959'da Fritz tarafindan bildirilmistir.%

Serbest karnitin, molekiil agirlig1 161.2 olan iyonik bir molekiildiir. Karnitin
hidroklorid olarak sentezlenebilir. Yalmz L-karnitin biyolojik olarak aktiftir. L-karnitin
beyaz renkte kokusuz, suda biiyiik oranda ¢oziinebilen bir molekiildiir.”®

Karnitin, ekzojen olarak besinlerle alinabildigi gibi organizmanin kendisi tarafindan
da sentez edilebilir. Besinlerdeki karnitin genellikle serbest karnitin halindedir. Cok az bir
kismu da kisa ve uzun zincirli agilkémitin olarak ester seklinde bulunur. Diyetle alinan
karnitinin bagirsaklardan tamamen emildigi kabul edilmektedir. Bagirsaklar yoluyla alinan

karnitin miktar1 karacigerdeki sentez diizeyini degistirebilmektedir. Karnitin bitkisel



kaynakli besinlerde hayvansal kaynakli besinlere oranla daha az miktarda bulunur. Giinliik

oral karnitin ihtiyaci en az 8-11 mg diizeyinde oldugu belirtilmektedir.?

2.1.1. Karnitin Metabolizmasi

Memeli organizmasinda karnitin bir dizi enzimatik reaksiyonla sentez edilir
(Sekil 2).*™'™ Karnitin biyosentezinin dncii maddesi diyet ile alinan proteinlerin hidrolizi
ile ortaya ¢ikan lizindir. Lizinin metilaz enzimi araciliiyla metilasyonu sonucunda
trimetillizin olusur. Trimetillizin biitiin dokularda kompleks reaksiyonlar zinciri sonucunda
deoksikarnitine (4-biitirobetain) doniigiic. Demir, askorbik asit, piridoksin ve niasin de
kofaktor olarak karnitin sentezinde yer almaktadir.'*® Deoksikarnitinin hidroksilasyonu ile
olusan karnitin sentezi insanda sadece deoksikarnitin hidroksilaz enzimine sahip karaciger,

155 Diger dokular sentez ettikleri

beyin, epididimis ve bébrek gibi dokularda gergeklesir.
deoksikarnitini hidroksile edilmek iizere bu enzime sahip dokulara gonderir. Beyin ve
epidimiste sentez ettikleri karnitini lokal olarak, karacier ve bobrek tarafindan sentez
edilerek dolagima verilen karnitin ise biitiin viicut dokular1 tarafindan kullanilir.

Bagta iskelet ve kalp kasi olmak iizere birgok dokuda karnitin konsantrasyonu
plazmanin birka¢ katidir. Bu durum karnitinin hiicre igine aktif olarak tasindigim
diistindiirmektedir. Bunun yaninda bu transport dokulara spesifik 6zelliktedir. Kas liflerine
karnitin transportu sodyum bagimlidir. Calismalar plazma ile kas hiicresi arasinda iki y6nlii
calisan transkalemmal karnitin tagiyicist ad1 verilen tagtyici proteinin varliim gostermigtir.
Yakin zamanlarda sodyum-bagimli, yiiksek affiniteli karnitin tagtyicisi belirlenmistir.
OCTN2 olarak .adlandmlan bu tagiyici organik katyon tagtyicist OCTNT1 ile biiyilik oranda

benzerlik gosterdigi i¢in bu sekilde adlz:mdmlmls’ur.178
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Karnitin viicutta serbest karnitin , kisa veya uzun zincirli agilkarnitin seklinde
bulunmaktadir.

L-karnitin metabolizmasi esnasinda bir takim modifikasyonlara ugramaktadir.
Bunlarin en &nemlisi degisik karbon uzunluklarindaki (2-22 karbon) agil gruplariyla
esterlesmesidir. Islem geri déniistimlii olarak karnitin agil transferaz ailesinden enzimlerle
olmaktadir.”®  Agilkarnitinler;  asetilkarnitin,  propiyonilkarnitin,  bitirilkarnitin,

isovalerilkarnitin, hekzanoilkarnitin , oktanoilkamitin seklinde adlandirilmaktadir.

CAT
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Sekil 4. Propiyonil-L-Karnitin



Karnitinin islev gormesinde onun kadar onemli bir diger faktor de karnitin agil
transferazdir (CAT). Kullandiklart substratlarin farkli olmast nedeniyle belirlenmis 3 tip

CAT vardir(Tablo1).”

Tablo 1. Substratlara spesifik karnitin agil transferazlar (CAT)96

Substratlar CAT
Kisa zincirli agil gruplan Karnitin asetil transferaz
Orta zincirli agil gruplar Karnitin oktanoil transferaz
Uzun zincirli agil gruplar Karnitin palmitoil transferaz

Karnitin agil transferazlar bulunduklar: hiicre i¢i organellere gére de farkhliklar
gosterirler. Karnitin palmitoil transferaz (CPT I ve II), hiicre iginde sadece mitokondride
bulunmaktadir. Kamiﬁn oktanoil transferaz ise sadece peroksizom ve mikrozomlarda
bulunmaktadir. Karnitin asetil transferaz ise mitokondride, peroksizomlarda ve
mikrozomlarda bulunmaktadir. Bu ii¢ degisik enzim hem immunolojik olarak hem de
molekiil agirliklar yoniinden birbirlerinden farklidir.”® CAT I mitokondri i¢ membrammn
dis membran tarafindaki membranlar arast bogluga bakan yiizeyinde lokalizedir. CAT II
ise yine mitokondri i¢ membranmnda fakat matrikse bakan yiizeyde lokalizedir. Yag
asidlerinin biyosentezinde olugan ilk ara iiriin olan malonoil KoA CPT I i inhibe

etmektedir., CPT 1II iizerinde ise inhibe edici etkisi yoktur162 (Sekil5,6).
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Radyoaktif karnitin kullanilarak karnitinin doku dagihmi incelendiginde, % 95
oraninda iskelet ve kalp kasinda, % 1 ekstraselliiler sivida, % 4 ise basta karacifer ve
bobrek olmak iizere diger dokularda bulundugu gosterilmistir.

Viicuttaki fonksiyonu bittikten sonra karnitin biiyiik oranda idrarla atilir. Cok az bir
kisminin ise bagirsak bakterileri tarafindan degradasyona ugratildigi sanilmaktadir. Ayrica
bobrekler karnitinin atihmindan bagka, biiyiik oranda tubuler reabsorbsiyonundan,
acilasyonundan ve deagilasyonundan da sorumludurlar. Normal kosullarda idrarda
agilkarnitin olarak asetilkarnitin bulunur ve idrarda asetilkarnitin/serbest karnitin orani
plazmadan yiiksektir. Ciinkii proksimal tubuluslar serbest karnitini agilkarnitinden daha
yiiksek verimle reabsorbe ederler. Piriivat, asetat, keton cisimleri gibi agilasyonu arttiran
molekiillerin varhiginda bu oran daha da artar. Bu nedenle ketoasidozlu kisilerin
idrarlarinda asetilkarnitin/karnitin oram ¢ok yiikselmistir.”**® Ayrica kalitimsal organik
asidiirilerde, artan kisa ve orta zincirli organik asidler, kisa ve orta zincirli agilkarnitin

atilimt yoluyla uzaklagtirilir.**'%¢

2.1.2. Karnitinin Metabolik Fonksiyonlari

» Karnitinin, karaciger, iskelet ve kalp kasinda yag asidi oksidasyonunu stimiile
etmesi bilinen en 6nemli fonksiyonudur. Karnitin, mitokondriyal uzun zincirli yag asidi
oksidasyonunda ( B-oksidasyonu ) gorev almaktadir.**® Kisa ve orta zincirli yag asitlerinin
mitokondri i¢indeki oksidasyonlar: karnitine bagimli olarak veya karnitinden bagimsiz
olarak da olusabildigi halde, uzun zincirli yag asitlerinin mitokondri iq;indeki
oksidasyonlari sadece karnitin varliginda gerceklesebilmektedir. Ciinkii mitokondrinin ig
membrani, uzun zincirli yag asitlerine kargi gegirgen olmayan bir bariyerdir. Uzun zincirli

yag asidleri, mitokondri dig zarinda aktive olarak Koenzim A esterlerini olugtururlar.



Ancak KoA esterleri mitokondri i¢ zarindan gegemez. Matrikse gegebilmek igin agil
gruplarini, karnitin agil transferaz [ (CAT I) aracih@ ile karnitine aktarirlar. "'
Agilkarnitin, karnitin translokaz (CT) esliginde i¢ membrandan matrikse geger ve burada
karnitin agil transferaz II aracih@ (CAT II) ile reaksiyon tersine donerek karnitin serbest
kalirken, agil grubu tekrar KoA ile birlesir ve agil KoA matrikste B-oksidasyona girerek
katabolize olur .>*'*! Katabolizma sonucu olusan ATP'ler, dokulara enerji saglarken, ortaya

¢tkan bazi metabolik iiriinler de hepatik ketogenez ve glikogenezde kullanilir.

. Sitozol
o - Acil-KoA
Karnitin — < . Asetilkarnitin
[
CPTE
mn / Dis Mitokondriyal Mebran
/‘ _—
s - KoA
- by ale e
7 Acilkarnitin Asetilkarnitin
Karn:nn Karnitin
i¢ Mitokondriyal Mebran
5 Acilkarnitin
Karnitin
| — KoA
- / IR, TN

- AgiKoA o 7N Kaniti s / \\ - Karnitin

('/ roitin ( \ Asetilkarnitin
v
7> B-Oksidasyon —— —» Asetil-KoA KoA
Mitokondriyal Matriks

Sekil 7. Mitokonriyal B-oksidasyonda Karnitinin Gorevi®

» Karnitin uzun zincirli yag asidlerinin mitokondri igine transportu yamnda kisa
zincirli agil gruplarinin hem peroksizomlarin hem de mitokondrilerin digina transportunda
rol almaktadir.'*®'®” Losin, izoldsin, valin gibi aminoasitlerin katabolizmasinda olusan
asetil, propiyonil ve dalli zincirli agil gruplarnyla birleserek bunlann peroksizom ve

mitokondri disna ¢ikarilmasinda da gorev alir. Bu agidan dalli zincirli aminoasitlerin
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metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar. Karnitin yetmezlifi soz konusu oldugunda
mitokondri iginde asetil KoA ve isovaleril KoA gibi bilesiklerin birikimi piruvat
dehidrogenaz, karnitin asetil transferaz gibi enzimlerin inhibisyonuna yol agmaktadir.'"’

» Insan iskelet kasindan izole mitokondrilerde karnitin ile piruvat dehidrogenaz
aktivitesinin stimiilasyonu g(’islcrilmistir.140

» Mitokondrial agil-KoA / KoA oraninin diizenlenmesi yoluyla mitokondri i¢i glukoz
ve aminoasid metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynar. ‘

» Karnitinin membran stabilizasyonu ve onartminda énemli bir yer alir. Karnitin
palmitoil transferazlar eritrosit membrani ve néronlarda da bulunmaktadir,'%1%!311%0
Karnitin sisteminin hem eritrositlerde hem de néronlarda fosfolipid ve trigliserit yag asit
déngiistinde 6nemli bir rol oynadig: diisiiniilmektedir.

» Karnitin ksenobiotiklerin detoksifikasyonunda da rol alabilmektedir. Ornek olarak
valproik asidin karnitin esterleri geklinde idrarla atilimi sayilabilir.'®

» Kardiyomiyopati ve kronik kalp yetmezligi olgulari ile miyokard enfarktiisiinden
6len hastalarda karnitin diizeyleri normalden diisiik bulunmugtur. Yine bazi durumlarda
kalp hastalarinin karnitin ile tedavisi az sayida olguda denenmis olsa da bagarili sonuglar
verdigi goriilmiistiir. Karnitin verildikten sonra, koroner arter hastaliklarinda egzersiz
toleransinin  arttig1, hiperlipideminin normale dondiigii gosterilmistir. Antineoplastik
ilaglardan antrasiklin verilerek olusturulan deneysel aritmi ve kardiyomiyopatinin, ti'm;ﬁrﬁn
biiyiimesi etkilenmeksizin karnitin ile tedavi edilebildigi gozlenmistir.

» Deneysel olarak karnitinin, glikokortikoidlerin ve tiroksinin fetal ~sican
akcigerlerinde surfaktan olusumu iizerindeki etkisini arttirdigs gdsterilmistir. Klinikte de

karnitin ve betametazon kombinasyonu ile sadece betametazon tedavisinden daha yiiksek

lesitin/sfingomyelin oranina ulagilabildigi bildirilmigtir.
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» Karnitin artan glutamin ve amonyagin beyindeki diizeylerini azaltarak amonyak
toksititesinden beyni koruma gorevini de iistlenir. '

» Bu fonksiyonlarindan baska karnitinin; mitojenik uyarida insan lenfositleri
proliferatif cevabini arttirmada, polimorfoniikleer hiicrelerin kemotaksisini arttirmada,
lipidlerin indiikledigi immunosupresyonu notralize etmede, lusterin, fetuin veya fibrinojen
gibi agregan proteinlerin eritrosit agregasyonunu inhibe etmede rolii oldugu

belirtilmistir. >+

Ayrica karnitin sistemi bagka fonksiyonlar da ig:erir:33
e Mitokondriyal diizeyde enerji iiretimi i¢in substrat kullanimi
e Enerji iiretimiyle iliskili olmayan bir sekilde peroksizomal diizeyde lipid
oksidasyonu
e Endoplazmik retikulum diizeyinde diisiik dansiteli lipoproteinler gibi
proteinlerin agilasyonu ve deagilasyonu
e Membran fosfolipid dontstimii
e [Hiicre osmotik dengesinin saglanmast
2.1.3. Karnitin Yetmezligi *®
Keton cisimlerinin karacigerdeki sentezinde gerekli olan yag asitlerinin
oksidasyonu, kaslarda da enerji iiretilmesi igin gereklidir. Karnitinin ise, uzun zincirli yag
asitlerinin  oksidasyonunda ¢ok ©nemli goérevleri vardir. Dolayisiyla, karnitin
yetersizliginde karaciger ve kaslarin fonksiyonlarinda bozukluklar olur.

Karnitin  yetersizliginin tanist  klinik bulgulara ve karnitin  6l¢iimlerine

dayandirilarak konulmaktadur.
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2.1.3.1 Primer karnitin yetersizligi:
a) Primer miyopatik karnitin yetersizligi
b) Primer sistemik karnitin yetersizligi

¢) Familyal kardiyomiyopati

2.1.3.1.1. Primer Miyopatik (Kas Tipi) Karnitin Yetersizligi

Miyopatik karnitin yetersizliginde hastalarda kas giigsiizliigii vardir. Tip T kas
liflerinde lipid damlaciklan birikimi vardir. Karnitin diizeyleri sadece iskelet kaslarinda
diisiiktiir; plazma karacier ve kalp karnitin ve esterlerinin diizeyleri ise normaldir.
Defektin karnitinin plazmadan kas hiicresi igine transportunu saglayan tasiyici proteinde
oldugu sanilmaktadir. idrarda organik asitlerin ekskresyonlart normaldir.

Primer miyopatik tip otozomal resesif gegis gosterir. Tedavide hastalara 2-6 gr/giin
oral L-karnitin verilir, bdylece hastalarin klinik semptomlari diizelir fakat diisiik olan kas

karnitin seviyeleri degismez.

2.1.3.1.2. Primer Sistemik Karnitin Yetersizligi

Sistemik karnitin yetersizliginde hastalarda kas giigsiizliigii ve hepatik ensefalopati
vardir. Lipid depolanmasi generalizedir. Kas ve karacigerde lipid depolanmasi goriilir.
Karnitin diizeyleri hem plazmada hem de dokularda diisiiktiir. Karnitin esterleri artmugtir.
Karacigerde karnitin diizeyinin azalmasindan dolayi, keton cisimlerinin tretilmesi
bozulmustur. idrarda dikarboksilik asidiiri, hepatik ensefalopati ile birliktedir. Karnitinin
tiriner ekskresyonu, 6zellikle esterifiye formlarda olmak iizere artmistir.

Primer sistemik karnitin eksikliginin, kamitinin, glomeriiler filtrattan geri emilimini

saglayan renal transport proteinin eksikligi sonucu gelistigi tespit edilmistir. Primer
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sistemik karnitin eksikligi de otozomal resesif kalitim gdstermekte ve klinikte beyin hasar

haricinde, karnitin tedavisine (100 mg/kg/giin oral) iyi cevap vermektedir.

2.1.3.1.3. Familyal Kardiyomiyopati

Familyal kardiyomiyopatide, progresif kardiyomiyopati ile birlikte olan sistemik
karnitin yetersizligi s6z konusudur. Hastalardaki dilate kardiyomiyopati tedavisizdir ve
oliime yol agar. Ailevi, otozomal resesif kalitim gosterir. Plazma, kas, kalp, karaciger
karnitin diizeyleri digtiktiir. Hastalarda generalize bir karnitin yetersizligi vardur.
Karacigerdeki karnitin yetersizligi nedeniyle hipoketotik hipoglisemi gozlenirken,
kaslardaki karnitin yetersizligi nedeniyle de hipotoni gelismektedir.Hastalarda , kamitinin
transportunda genetik bir defekt vardir. Bu nedenle bu tip karnitin yetersizligi "gergek
karnitin yetersizligi" dir. Normalde kas, bobrek ve bagirsak mukozasinda bulunmast
gereken karnitine yiiksek affiniteli reseptorler bu hastalarda yoktur. Tedavide hastalar L-
karnitin tedavisine gok iyi yanit verirler. Karnitin tedavisi sonucu kalp fonksiyonlar:

yeniden normale doner. Tedavi edilmeyenler erken yasta kalp yetmezligine girerler.

2.1.3.2; Sekonder karnitin yetersizligi
a) Genetik gegigli karnitin yetersizligi
1. Organik asidiiriler
2. B-oksidasyon defekti olanlar
3. Solunum zinciri defekti olanlar
b) Sonradan kazanilmis karnitin yetersizligi
1. Diyetteki yetersizlikler

Vejeteryanizm



Total parenteral nutrisyon

Soya fasiilyesinden hazirlanan mama ile beslenme
2.Hemodiyalize bagl
3.Pivampisilin kullanimina baglh
4. Valproat tedavisine bagl

5.Fanconi sendromu

Sekonder kamnitin yetersizlikleri igerisinde en sik goriilenlerden biri organik
asidiiriler (propionik, metil malonik, izovalerik asidiiri gibi), digeri B-oksidasyon defektleri
(kisa, orta ve uzun zincirli agil Ko-A dehidrogenaz yetersizlikleri), bir digeri de glutarik

asidiiri tip II dir.

2.1.4. Sinir Sisteminde Karnitin

Kalp ve iskelet kaslari en yiiksek karnitin igerigine sahiptir ve rat beyninin karnitin
diizeyi bu dokularm onda biri kadardir. Bununla beraber beyinde kamnitin palmitoil
transferazin aktivitesi bobrek ve iskelet kasiyla benzerdir®* Karnitin sentezinde
4-biitirobetainin karnitine hidroksilasyonunu saglayan enzim insanlarda sadece karaciger,

66155 Buna ragmen beyinde in vivo olarak karnitin

bobrek ve beyinde bulunmaktadir.
sentezi ¢ok diigiik diizeyde bulunmugtur. Bundan dolay:r karnitinin beyinde normal
diizeylerine ulagabilmesi igin kan beyin bariyeri ile taginmast gerektigi ileri siiriilmiistiir.3 6

Ilging olarak, karnitinin veya agil tiirevlerinin akiimiilasyonunun santral sinir
sisteminin gesitli bolgelerinde gok farkli oldugu bulunmustur. Ozellikle hipotalamusta

karnitin akiimiilasyonunun yiiksek oldugu belirtilmistir* Boylece beyinde farkh

bolgelerde sentez mekanizmasi ve/veya spesifik karnitin uptake sistemlerinin farkli bir



dagiliminin oldugu ileri siiriilebilir.

Kopek beyninin degisik bolgelerinde karnitin igeriginin farkli oldugu, serebellar
korteksin en yiiksek igerige sahip oldugu gtisterilmistir.[7l Rat beyninde ise hipotalamus en
yiiksek serbest karnitin ve agil tiirevlerini icermektedir.**

L-[3H]-karnitinin rat beyninde baglandig: alanlarin karekterizasyonu ve subselliiler
lokalizasyonu ile ilgili yapilan bir ¢aligmada bunun yiiksek oranda spinal kordda,
bunu medula oblangata-pons>korpus striatum>serebellum=serebral korteks=hipokampus=

hipotalamus=olfaktor bulbus takip etmektedir.'®?

2.1.4.1. Serebral Hiicrelere Karnitin Transportunun Mekanizmasi

Beyin dokularinda® veya sinaptozomal preprasyon]arda95 karnitin transportunun
Na-bagimh oldugu gésterilmistir. Endotelyal, ndroblastoma ve izole rat striatum hiicre
kiiltiirleri ile yapilan deneylerde, L karnitin akiimiilasyonunun endotelyal hiicrelere gore
noral hiicrelerde daha yiiksek oldugu giisterilmi§tir.'39 Ayrica striatum hiicrelerindeki Na-
bagimli karnitin alimmi bu bilesigin akiimiilasyonunun % 40-50 sini olusturmaktadir. Bu
durum sinir hiicrelerinde karnitin alinimimin birden fazla transport sistemi oldugunu
diisiindiirtmektedir. Bu transport sisteminin beyin dokularinda ve sinaptozomal
preprasyonlarda ouabain ile inhibe edildigi bulunmustur. Benzer gézlemler rat kortikal
néronlarinda da bulunmustur.'” Bu aragtirmalar karnitin transportunun enerjiye bagh
oldugunu gostermistir. Fakat ATP kullaniminin indirekt oldugu ve bu transportun Na-K-
ATPaz yoluyla Na gradienti saglanarak yapildig1 belirtilmistir.

Rat beyninde ve sinaptozomlarinda karnitin transportu GABA tarafindan yarismali
olarak inhibe edilir.?® izole rat kortikal néronlarinda GABA varliginda asetil karnitin

diizeyi 1,6 kez diismiistir. Karnitin asetil transferazin inhibisyonuyla bu gézlem



koreledir.'®® Bununla beraber kolin ve betainler, yapisal olarak karnitine benzemelerine

ragmen bu transportu inhibe etmemektedirler. o

2.1.4.2. Beyin Mitokondrisinde Karnitin Mekigi

Cok uzun yillardir beyin mitokondrisinde karnitin mekigi oldugu bilinmektedir.
Mitokondriyal matrikste yag asitlerinin oksidasyonunu saglayan bu mekik diger dokularda
¢ok daha az bulunmaktadir.>'®® Erigkin beyninin ana enerji kaynaginin glukoz olusu,
karnitin mekiginin goreceli olarak diisiik aktivitelerini agiklamaktadir. Bununla beraber
postnatal donemde, beyin yag asid oksidasyonunun artarak, karacigerde bulunan diizeylere
ulastig1 gosterilmistir. Bu artis palmitoil-KoA sentetaz ve karnitin palmitoil transferazin
artmus aktivitesi ile korelasyon gﬁistermektedir.187

Farkli dokulardan izole edilen karnitin tasiyicilarimin farkli substrat spesifitesi
gosterdikleri Nalecz ve ark. tarafindan ifade edilmistir."*® Beyin mitokondrisinde Karnitin
mekigi diger dokulardan farkli substrat spesifiteleri gostermektedir. Bu sistemin karnitinin
uzun zincirli derivelerinden g¢ok kisa zincirli agilkarnitinlere daha spesifik oldugu
bulunmustur.'”’ i¢ mitokondrial membran karnitin tasiyicisimn asetilkarnitine yiiksek
spesifitesi bulunmus; bu proteinin beyindeki aktivitesinin B oksidasyon igin uzun zincirli
yag asitlerinin transportundan ¢ok , mitokondrial asetilin sitoplazmaya transferini

gergeklestirdigi bildirilmistir.*

2.1.4.3. Beyinde Fonksiyon Gosteren Karnitin Mekiginin Metabolik Fonksiyonlar
Eriskin beyni i¢in glukoz baslica enerji kaynagidir. Glukozun glikoliz ile
metabolize edilmesiyle olusan piruvat, piruvat dehidrogenaz ile asetil KoA ya doniistiikten

sonra trikarboksilik asit siklusuna girebilir.138
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Beyindeki yag asitleri B oksidasyondan ¢ok yapisal lipidlere inkorpore olurlar.'*
Asetil KoA asetilkarnitin seklinde mitokondriden digar1 verilebilir. Asetilkarnitin,
mitokondrinin sitoplazmik kisminda asetilKoA'ya karnitin asetil transferaz tarafindan
cevrilebilir. Asetil KoA , sitrat seklinde de transport edilebilir. Bunun sonucunda , sitrat
yikici enzimlerin etkisiyle de sitoplazmada asetil KoA havuzunda artis olusur."®

Beyinde triagilgliseroller keton cisimciklerine doniisiir. Keton cisimcikleri
mitokondriye monokarboksilat tagiyicist ile tagimir ve asetoasetatin asetoasetil KoA'ya
aktivasyonu intramitokondrial asetil CoA havuzunda artisa neden olur.'*
Asetil KoA sitoplazmada 3 farkli yolda kullanilabilir:
1) Yag asitlerinin sentezi
2) Kolesterol sentezi

3) Asetilkolin olsumu

Asetilkolin Sentezi:'*
Asetilkolin kolinerjik sinapslarda ndrotransmitter olarak goérev yapar. Sentezi
sitoplazmadadir ve asetilkolin transferaz tarafindan katalize edilir.

Asetilkolin Transferaz
Kolin + Asetil KoA g——————% Asectilkolin + KoASH
Dolezal ve Tucek®, asetilkolin sentezi igin asetil kismini saglayan farkli énciil
maddeler denemislerdir. Asetilkolin sentezi igin sitrat ve asetat kullanimmmn diistik;
piruvat, glukoz ve asetilkarnitinin daha iyi maddeler oldugu gosterilmistir.
Beyin dokusunda, mitokondriden sitoplazmaya asetil kisimlarnmn taginiminda
karnitinin etkisi goz oniine alinarak, karnitinin asetilkolin sentezindeki roliinii tanimlamak

i¢in galismalar yapilmistir. Karnitinin, kolin ile birlikte ayni ortama konulunca asetilkolin
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sentezini yiikselttigi gosterilmistir. Karnitin, hiicrelerin sitoplazmalarina asetil kisimlarim
salarak asetilkolin sentezini aktive edebilir. Bu durum nérodejeneratif hastalifi olan

hastalara karnitin verilmesinin nedenini agiklayabilir.'>’

2.1.4.4. Beyindeki Karnitin ve Agilkarnitinlerin Metabolik Etkileri

Beyinde biriken karnitinin % 15-20'si uzun zincirli agil tirevleri seklindedir.3
Bresolin ve ark.>*, beyinde farkh aktivitelerde karnitin agil transferazlarin bulundugunu
ifade etmektedirler. Palmitoil karnitin transferaz, karnitin asetil transferaza gore 100 kat
daha aktif oldugu halde uzun zincirli agil karnitin igerifi total karnitin miktarinin
% 15-20'sini gegmemektedir. Bu gozlem izole kortikal rat néronlarinda da izlenmistir.'®®

Rat beyinlerinde; asetil-L-karnitinin, glukoz metabolizmasin1 diizenledigi ve
glikojen sentezini stimiile ettigi gorilmiis.'®

Karnitinin yetiskin beynindeki major rolii ise asetilkolin sentezi i¢in mitokondriden
sitoplazma igine asetil b6limlerinin taginmasidir. Asetilkolin sentezi, ana enerjetik substrat
olarak glukoz kullanan hiicrelerde, karnitin ve kolin tarafindan stimiile edilir.'3®

Beyinde karnitinin akiimiilasyonu ve bu bilesigin noral hiicrelere transportu ve daha
ileri metabolizmas1 hakkinda ¢ok az bilgi olmasina ragmen serebral dokuda karnitin ve
tiirevlerinin metabolik iligkilerine dair daha ¢ok veri vardir. Kimyasal olarak kolin ve
asetilkoline benzeyen karnitin ve karnitin agil esterlerinin ndrotransmisyonda rol oynadigi
iddia edilmektedir.®® Serebral korteksteki noronlar yani kolinerjik transmisyon igin
Ozellesmis olan hiicreler asetilkarnitin ile uyarilirlar. Ama bu karnitini ndrotransmitter
olarak tamimlamak icin yeterli degildir. Karnitin ve asetilkarnitin GABA®® , asetilkolin'®°,
serotonin ve noradrenalin resept'o‘rleri181 ile etkilesime girer. Boylelikle beynin farkli

alanlarmdaki ndrotransmisyonu modiile eder. Buna ragmen karnitinin bu etkilerinin in vivo
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bir fizyolojik anlami olup olmadig: bilinmemektedir.

Palmitoil-KoA’nin  hiicre diizeyleri karnitin, palmitoil-KoA sentetaz ve
palmitoilkarnitin transferaz I aktivitesi ile dinamik bir denge igindedir. Palmitoil-KoA
golgi cisimcigindeki transport vezikiillerinde birlesmeyi baslatr."”® Bu 6zelligi noral
hiicrelerde Snemlidir. Golgi aygitindaki fiizyon fenomeni presinaptik membrandaki
norotransmitterlerin  artmis sekresyonuna yol agar.'®® Karnitin bu etkisiyle néro-
transmisyonu diizenleyebilir.

Fare beyin sinoptozomlarinda L-karnitin etkin olarak GABA reseptorlerine
baglanmakta ve kompetetif olarak GABA alinimini inhibe etmektedir.”®
Ote yandan karnitin ve esterlerinin ya§11 hastalardaki kronik dejeneratif
hastaliklarda faydali farmakolojik ajanlar olarak kullamilabilecegi kanitlanmugtir.'”’ Klinik
caligmalarda asetill;amitinin Alzheimer’li hastalarda mental bozuklugun ilerlemesini
yavaslatmada etkili oidugu gosterilmistir.'”® Bu etkinin mekanizmas1 bilinmemekle birlikte
kolinerjik sinir transmisyonu ile iliskili olabilecegi diigtiniilmektedir.'’

L-karnitin ve asetil-L-karnitin (ALCAR) sentez edilerek ve kandan alinarak
beyinde bulunmasina ragmen serebral biyokimyasal siireglerin diizenlenmesinde karnitin
sisteminin iligkisi tam olarak agik degildir.'® Yagl ratlarin asetil-L-karnitin ile kisa dnem
tedavileri iizerine c¢aligmalarda, asetil-L-karnitinin bazi davramigsal ve biyokimyasal
parametreleri diizelttii ve membran fosfolipid metabolizmasindaki ya.sla iliskili hasarlar

1884 ve yash rat beyinlerinde sfingomyelin ve kolesterol

normale déndiirdiigti bulunmustur
birikimini azaltipy  gosterilmistir'®.  Asetil-L-karnitin tedavisinin beyin enerji
metabolizmasim arttirdigi ve gegici serebral iskemiyi takiben laktat diizeylerini azalttig: da

bildirilmistir."”” Bu bulgular 1s15inda asetil-L-karnitinin santral sinir sisteminde karbon

hidrat ve lipid metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadif: sdylenebilir.
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Angelucci ve ark.’, ALCAR ile uzun donemli tedavi sonrasinda, yash ratlarin
hipokampusundaki piramidal hiicrelerin korundugunu go6stermiglerdir. Bagka birgok
caismada da ALCAR’in norotrofik ve noroprotektif aktivitesi oldugu One
stiriilmektedir.”*”'”” ALCAR’in iskeminin indiikledigi ndrolojik hasar ve gesitli organik
asidiriler gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde de faydali oldugu kanitlanmigtir. ALCAR,
postiskemik ndrolojik hasarlardan koruma etkisini aerobik enerji metabolizmasini
potansiyalize ederek gostermektedir.'s?

Eksternal olarak uygulanan karnitinin rat serebral korteks hiicrelerinde asetilkolin
sentezi lizerine etkisiyle ilgili baska bir ¢aligmada da; karnitin tiirevlerinin dagilimi, Snemli
bif sekilde gen¢ ve yasl hiicrelerde farkli bulunmus ve yasla asetilkarnitin igeriginin
azaldig1 buna uygun sekilde serbest karnitinin arttig1 goriilmiistiir.'®

Palmitoilkarnitin ; kalp, beyin, epidermis gibi dokularda protein kinaz C'yi inhibe
eder.'®"> Protein kinaz C hiicre i¢i regiilasyonda 6nemli bir role ve hiicre proliferasyon
fenomeninde direkt etkiye sahiptir. Bu nedenle beyin metabolizmasinin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynayabilir.'*> Varsayilan bu inhibisyon, melanom hiicre proliferasyonunun
inhibisyonu veya rat karaciger epitelindeki gup junctionlar}a olan intraselliiler iletigimin
engellenmesi gibi bagka biyolojik etkilere de yol agar.'”

Bunun yaninda karnitinin farkli agil tiirevlerinin beyindeki total RNA diizeylerini
diigiirdiiii gosterilmistir.®> Ayrica ¢ogalan hiicrelerde hiicre siklusunu etkilemekte ve gen
ekspresyonunda dramatik degisiklige neden olmaktadir.!™

Karnitin ve karnitin esterleri, serbest radikal olusmasint inhibe ederek ve okside
membran fosfolipidlerinin onarmina yardimer olarak hiicreleri oksidatif hasardan
korumaktadir."*'** Bu siire¢, beyin de dahil olmak iizere birgok hiicre tipinde goriilebilir.

Serabral hipokside karnitinin gliglii norotrofik etkili oldugu gosterilmistir.
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Apoptozis gelisimini inhibe ederek, hasarli alanlar sinirladig1 ve sinir dokusunun yapisini

yeniledigi goriilmiigtir.!!®
2.1.5. Karnitin ve Karsinogenezis
Hiicre transformasyonunun tetikledigi veya kendisi karsinogenezisi tetikleyebilen

hiicresel metabolik yol anormallikleri ile ilgili ¢aligmalar giderek artmaktadir. Birgok
calismada elde edilen sonuglar kanserin metabolizma artigina yol agtigini gostermektedir:

1. Artmus glikoliz hizs®

2 Artmus glukoz transport orant®*
3. Artmus glukoneogenezis'>*
4. Laktik asit iiretiminin artmast ile piruvat oksidasyonunun azalmasi'!
5. Artmis glutaminolitik enzim aktiviteleri’'
6. Azalmis yag asidi oksidasyonu'*!
7. Artmis gliserol ve yag asidi doniigiimi’ 7
8. Azalmus gliserol 3-fosfat mekigi ve malat-aspartat mekigi aktiviteleri'?!
9. Modifiye protein ve aminoasit metabolizmasi' "2

10. Artmus pentoz fosfat enzim aktiviteleri*®

Enerji homeostazisinde biiyiik rolii olan yad asidi transport mekanizmasinin

neoplastik hiicrelerin olusumundaki etkileri heniiz tam aciklanamamistir. Karnitin ve
karnitin esterleri, ¢esitli spesifik hiicre i¢i enzimler ve membran tastyicilarindan olugan
karnitin sistemi hiicre i¢i kisa, orta ve uzun zincirli yag asit trafifinde 6nemli rol oynar.
Karnitin sisteminin, kansere eslik eden dismetabolik sendroma neden oldugu veya daha

kotilestirdigi one siiriilmistiir.>® Karnitin sistemi farkli deneysel ve klinik modellerde

caligilmistir. Karnitin sisteminin  komponenetlerinin modiilasyon ve ekspresyonundaki



23

anormallikler ¢esitli tiimor tiplerinde farkli sekilde ortaya ¢ikmaktadir.

Kanser hastalarinda karnitin sentezinin arttifim diisiindiirecek yeterli veri mevcut
degildir. Ama karnitin transportunun artmis oldugu diisiintilmektedir. Melanoma G361,
akciger karsinoma A549, Kolorektal karsinoma SW480, kronik myelojen 16semi KS62 ve
serviks karsinoma HeLa S3 gibi kanser hiicrelerinde Na-bagimli yiiksek affiniteli insan
karnitin tastyicist OCTN2’nin daha fazla eksprese oldugu gtis’cerilmis’cir.178

Kanser hastalarinda &zellikle de ilerlemis akciger ve meme kanseri olan hastalarda
serum agil karnitin konsantrasyonlarinda azalma aymi zamanda agil karnitin renal
klirensinde artis oldugu tespit edilmigtir.'®®

Hipofiz timo6r Mt T-F4 i olan ratlarda yapilan calismalarda karaciger ve kalp
dokusunda olgiilen total karnitin konsantrasyonunun tlimérii olmayan ratlara gére daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Buna karsilik nonesterifiye karnitin konsantrasyonun ise
belirgin olarak diigiik oldugu gozlenmistir.'*®

Palmitoilkarnitinin, protein kinaz C ile etkilesiminin sonucuna bagli olarak
melanoma proliferasyonunda inhibitor etkisi oldugu gozlenmistir. Palmitoilkarnitinin
diisiik konsantrasyonlari, kiiltiirdeki noroblastoma NB-2a hiicrelerinin hizli farklilagmasina
yol a(;maktédlr. Ayrica palmitoilkarnitin verilmesinin melanoma ve néroblastomanin
proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmigtir.'"®* Palmitoilkarnitinin beyin tiimor hiicreleri
{izerine potansiyel etkisinin olusu, bu konuyla ilgili klinik yaklagimlarin arastirilmasi

gerekliligini ortaya koymaktadir.
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2.1.6. Karnitin Olgiimii *

Karnitin ve esterlerinin, radyoimmunassay ile veya fotometrik olarak enzimatik
metodlarla tayini miimkiindiir. Ozellikle kas, serum ve idrar diizeylerinin yasa ve cinse
gore degistigi yenidogan doneminde en diisiik diizeyde oldugu gosterilmistir.

Karnitin miktar1 olgiilecegi zaman, karnitin havuzunun durumunun dogru olarak
degerlendirilebilmesi i¢in karnitin ve agilkarnitin birbirinden ayrilmalidir. Bunun igin
cesitli metodlar uygulanmaktadir. En sik kullanilani perklorik asitle ayirmadir. Perklorik
asitle deproteinize edilen biyolojik numunelerin santrifujlenmesiyle total karnitin miktari,
asit solubl ve asit insolubl fraksiyonlara ayrilir. Serbest ve kisa zincirli karnitinler asit
solubldurlar. Uzun zincirli karnitin ise proteinlerle beraber ¢oker yani asit insolubldur.

Karnitin 6l¢ilimii asagidaki reaksiyona dayanir:

CAT

L-karnitin + Asetil KoA g——> Asetil L-karnitin + KoASH

Bu reaksiyon karnitin asetil transferaz tarafindan Kkatalizlenir. Karnitin ve
asetilkarnitin i¢in enzimatik yontemler serbest KoA (KoASH) ve asetil KoA igin CAT
aktivitesiyle birlikte birka¢ l¢lim sistemini icerir.

Yukandaki reaksiyonda CAT ve asirt asetil KoA igeren sisteme karnitinin
eklenmesi sitokiyometrik miktarda KoASH olusumuna neden olmaktadir ve sistemde
KoASH'nin irreversibl herhangi bir olgiimle eslesmesi L-karnitinin = o6lgtimiinii
saglamaktadir. Bunlar:®®

» Fotometrik metodlar
¢ Disiilfid ile reaksiyon

¢ Sorboil CoA olusumu

¢ BIPM (N-p-(2 benzimidazolyl)-phenyl)-maleimide) ile fluorometrik Sl¢iim
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> Enzimatik metodlar

¢ o Ketoglutarat dehidrogenez

o KGDH
KoASH + NAD" + o ketoglutarat &———= Siiksinil KoA + NADH + (H")
Bu reaksiyon CAT ile katalize edilen reaksiyonda iiretilen KoASH miktarin
tayin etmek i¢in kulanilir.
¢ Siiksinat tiokinaz

ST

KoASH + Siiksinat + ATP — Siiksinil KoA + ADP +Pi

PK
ADP + PEP E———* ATP + piruvat

LDH
Piruvat + NADH (H") .———> Laktat +NAD"

» Radyoenzimatik yontem

> Karnitin esterlerinin identifikasyonu ve kantitatif 6l¢timleri
¢ Gas kromotografi
¢ HPLC

¢ Kiitle spektrometri

2.1.7. Kiitle Spektrometri (Mass Spektrometri : MS)

Ozel bir diizenek kullanilarak pozitif yiiklii par¢aciklar meydana getiﬁlmesi, bu
pargaciklarin kiitle/degerlik (m/z) oranlarina gére ayrilmalari, belirlenmeleri ve bunlardan
yararlanilarak numunenin teshis edilmesi tizerine kurulmus olan metodlar topluluguna

kiitle spektrometrisi denir. Kiitle spektrometrisi, yapist belli olan maddeleri teshis etmek
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amactyla kullanildig1 gibi, yapisi belli olmayan yeni maddelerin yapisini aydinlatmak
amaciyla da kullanilabilir.”

Kiitle spektrometrileri yiiklii partikiillerin, manyetik ya da elektriksel bir alandan
gecerken diger yiiklii partikiillerden m/z oranlarma gére ayrilmalari prensibine dayanir.
Molekiiller yiiksiiz olduklarindan, kiitle spektrometrisinde (MS) 6ncelikle iyonizasyonla
yiklt partikiillere donGstiriliirler. Ytkli partikiiller kararli degildirler ve diger
molekiillerle veya bir ylizey ile temas ettikleri zaman 'ﬁ'agmentlerine pargalanir ve
yiiklerini kaybederler.

M+e —> M +2¢

M" ——> F1+F2+F3+........
M: Molekiil

M : Molekiiler iyon

F: Fragment

Olusan her bir iyon spesifik bir molekiiler kiitleye ve yiike sahiptir ve m/z
degerlerinin yogunluga karsi g6sterdigi bir spektrum ile bilesik tanimlanmaktadir. Her bir
iyonun yogunlugu dedektdre ulagan miktar ile orantilidir ve her bilegigin spektrumu
kendine 6zeldir. Bilinmeyen bir 6rnefin analizi sonucu elde edilen spektrum referans
spektrumu ile karsilagtirilarak tanimlamr, ™18

Evrensel bir MS yoktur.Cesitli dizaynlar ve konfigiirasyonlar analiz tiplerine gére
ayarlanmigtir. MS in diger aletlerle kullanilmas: son zamanlarda yayginlagmustir, Sivi
Kromatografisi-MS (LC-MS), gaz Kromatografi-MS (GC-MS), iki ya da ig¢ kiitle
analiz6riiniin bir araya gelerek olugturdugu .tandem kiitle spektrofotometer analizlerde

siklikla kullanilmaktadir.
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Fonksiyonel olarak tiim MS ler ii¢ esas fonksiyonu gerceklestirirler:
1. Numuneden gaz halinde iyon fragmentlerini olugturmak
2. lIyonlan m/z oranlarina gére ayirmak
3. Her kiitledeki iyon fragmentlerinin bulunabilirligini 6lgmek
Kiitle spektometrileri Atomik kiitle spektrometri ve molekiiler kiitle spektrometri
olarak ikiye ayrilir. Atomik kiitle spektrometri ile maddelerin elemental kompozisyonlari
belirlenebilir. Molekiiler kiitle spektrometrisi ile de inorganik, organik ve biyolojik
molekiilleri yapilari; kompleks kangimlarin kalitatif ve kantitatif kompozisyonlar
belirlenebilir. Iyonizasyon metodlarmin gesitliligi nedeniyle polipeptidlerin, proteinlerin ve
yilksek molekiil agirbikli biyomolekiillerin analizinde molekiiler kiitle spektrometrisi
kullanilmaktadar.
Genel olarak kiitle spektrfotometresi su kisimlardan meydana gelir:
e Numune enjeksiyon yeri (Inlet)”
e Iyonizasyon kayna@
e lIyonlan lzlandirma kismu
e Kiitle analizorii
e Dedektor

o Vakum sistemi

Numune girigi, cihazin en 6nemli kisimlarindan birisidir. Bu kisimda basing ¢ok
duisiik, sicaklik yeterince yiiksek oldugundan molekiiler yapili tiim bilesikler buhar haline
gelebilmektedir.

Iyonizasyon kaynaginda, iyonizasyon metodlari, gaz faz iyonizasyon teknikleri ve

desorbsiyon teknikleri olmak iizere ikiye ayrilir.Gaz. faz iyonizasyon teknikleri, ugucu olan
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ya da spesifik kantitatif derivatizasyon prosediirleriyle ugucu hale getirilen maddelere
uygulanir. Desorpsiyon teknikleri, kat1 ya da sivi fazdaki numuneyi iyon kaynaginda direk

olarak gaz halindeki iyonlara doniistiirtirler.

Ivon Kaynagimin Tipi Ivon Kaynagmmn Ismi Ivonlastirici Ajan
Gaz Faz Teknikleri Elektron Impact (EI) Yiiksek enerjili elektronlar
Kimyasal Iyonizasyon (CI) Reaktif gaz iyonlan
Alan Iyonizasyonu Yiiksek potansiyelli elektrod
Desorpsiyon Teknikleri Alan Desorbsiyon Kaynagt Yiiksek potansiyelli elektrod
Hizli Atom Bombardiman Atomik enerji
Kaynagi1 (FAB)

Elektrospray Iyonizasyon (ESI) Yiiksek elektrik alani

Termospray Iyonizasyon (TS) Yiiksek 1s1
Matriks Destekli Desorbsion/ Laser kaynagi
fyonizasyon (MALDI)

Gaz faz iyon kaynaklarndan EI'” ve CI®® teknikleri en sik kuilanilanlardur.
Desorpsiyon tipi iyon kaynaklarindan; FAB polar ve ¢ok yiksek molekiil agirlikh
molekilllerin analizinde kullamlmaktadir®’, ESI iyon kaynaklarmm kullanimi oldukga
.yaygmndir ve polipeptitlerin, proteinlerin ve oligoniikleotidlerin analizinde siklikla
kullaniimaktadir.!®® MALDI yeni bir iyonizasyon yontemidir ve &zellikle peptitlerin
analizinde kullanilmaktadir.'®

Iyonlagtirma k1sm1ndaAmeydana gelen iyonlar, iyonlar: hizlandirma kismina gegip

diizenli bir hale gelirler.
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Iyon kaynaginda olusan farkli m/z oranina sahip iyonlar kiitle analizorii tarafindan
ayirt edilerek dedektore gonderilirler. Kiitle analizorleri; “Manyetik Sektdr Analizérler”,
“Quadrupol Analizérler (Q,Elektriksel ayirum)”, Ugus zamanli Analizérler (Time of flight,
TOF), “Iyon Kapanlari (lon traps)” olmak iizere dérde ayrilir.

Iyon yolunda tek bir kiitle analizorii yer alabildigi gibi birden fazla kiitle analiz6rii
ve bunlar arasinda da bir garpisma odas: (collision chamber)yer alabilmektedir. Birinci
kiitle analizériinde segilen ana iyon (parent) “collision chamber” da argon gibi inert bir gaz
etkisiyle fragmentlerine ayrigtirilmakta (yavru iyon, daughter ion) ve bu fragmentler tekrar

ikinci kiitle analizérde analizlenmektedir.

2.1.7.1. Ardisik Kiitle Spektrometresi (Tandem Mass Spectrometry, TMS)

Kompleks organik ve biyolojik karigimlar 6nceleri gaz kromatografisi ya da sivi
kromatografisi ve kiitle spektrometrisinin kombine olmasiyla analiz ediliyordu. Daha sonra
gelistirilen TMS, GC/MS ve LC/MS ile analiz agisindan ayni avantajlara sahip olmasinin
yaninda daha hizlidir. Kromatografik kolonda ayirim saatler siirebilirken, TMS ile
dakikalar hatta saniyeler iginde bitmektedir. Ayrica TMS; ornek bagmma maliyeti
diisiirmekte, kompleks karigimlarda dedeksiyon limitlerini arttirmakta, ¢ogunlukla 6n
isleme gerek kalmadan kompleks karigimlarin hizhi, hassas ve selektif olarak analizini
yapmaktadir.

TMS, iki veya daha fazla MS’nin ard arda (tandem) baglanmasiyla olugur. TMS de
karisim birinci MS’nin iyon kaynagina verilir. Burada karisimin iyonizasyonu bilesigin
kendine has karakteristik iyonlarinin olugmasini saglar, bunlara “parent” iyonlar denir.
Bilinmeyen Ornegin karakteristik “parent” iyonu boylelikle secilir ve tanimlanir. Bu

incelenecek olan bilesigi kangsimi diger bilesenlerinden ayirir ve GC-MS deki
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kromatografik ayristirma basamag gibi diisiiniilebilir. Boylece ayrilmis olan “parent” iyon
ikinci MS analizére gonderilir ve burada ikincil iyon fragmentlerine ayngir. Bunlara
“doughter” iyon denir. Bunun da GC-MS deki MS agamasindaki iyonizasyon basamagmna
karstlik geldigi diistiniiliir. “Doughter” iyonun ikinci MS analizér tarafindan kiitle analizi
incelenen “parent” iyonun kendine has ve oldukga yiiksek spesifiklikte tanimlanmasini
saglar.118

Giinlimiizde TMS nin en yaygin kullanimi metabolik hastaliklarin tanis1 olmakla
birlikte artik proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve DNA analizi gibi birgok bilesigin
analizinde kullamlmakta ve bunlara siirekli yenileri eklenmektedir. TMS ile yapilan
acilkarnitin ve aminoasit analizi ile metabolik hastaliklarin tanimlanmasi son derece
onemlidir. Ulkemizde ve diinyanin birgok iilkesinde TMS ile yenidogan tarama
programlari siirdiirtilmektedir. ESI-TMS ile lizozomal enzimlerin, siilfat ve glukronidlerin

tayini de yapilmaktadir. [lag endiistrisinde de kiitle spektrometrisi siklikla kullaniimaktadir

2.2. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Aerobik yasam igin oksijen gerekli olsa da aym zamanda oksijen; membranlara,
proteinlere ve niikleik asitlere hasar verebilen serbest oksijen radikalleﬁ ve Fe gibi gecis
metallerini iceren toksik reaksiyonlarda rol alabilir.” Serbest oksijen radikallerin
olusturdugu pro-oksidan maddeler ile bu molekiillere karsi koruyucu olarak bulunan
antioksidan aktivite arasinda bir denge s6z konusudur. Fakat agir1 miktarda serbest oksijen
radikallerinin iretilmesi veya koruma mekanizmalarimin bozulmas: durumunda bu denge
de bozulur. Bu dengenin pro-oksidan yapilar lehine bozulmas: “oksidatif stres” olarak
tanimlanmaktadir.® Oksidatif stres yaslanma, Kkarsinogenezis ve inme gibi birgok

patolojide nemli bir role sahiptir.”
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2.2.1. Serbest Oksijen Radikalleri:

Dig yoriingelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron bulunduran atom
veya moleklillere serbest radikaller adi verilir. Serbest radikaller ortaklanmamis elektronlari
nedeniyle yarim ya da agik baga sahip olmalarindan dolay1 oldukga reaktiftirler. Serbest
radikaller daha stabil bir tiir olusturmak amaciyla bu elektron veya elektronlar eslestirmek
icin diger molekiillerle reaksiyona girme egilimindedirler.

Oksijen atomu, toplam sekiz elektron igermektedir. Bunlardan iki tanesi dig
yoriingede eslesmemis olarak bulunur. Oksijenin bu Ozelligi diger serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girmesini saglar. Molekiiler oksijenin toksik etki gdstermesi meydana
getirdigi O, (stiperoksit anyonu) , HyO, (hidrojen peroksit), OH' (hidroksil radikali), 'O,
(singlet oksijen) ve HOCI (hipoklorsz asit) gibi reaktif iirlinler nedeniyledir. Biyolojik
sistemlerde oksije;n metabolizmast sonucu olugan bu lirlinlere reaktif oksijen tiirleri
denilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri siirekli olarak normal hiicre metabolizmasi sirasinda
ozellikle UV ve iyonik radyasyona maruz kalma, inflamasyon, ilaglar ve cesitli
ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu, yag asitlerinin peroksizomlarda degradasyonu, viriis
veya bakteri ile enfekte hiicrelerin fagositozu gibi ekstraselliiler olaylarin sonucu olarak
mitokondriyal respirasyon siireci sirasinda invivo olarak iiretilir.5

Fizyolojik durumlarda oksijenin %98’i, mitokondriyal respiratuar zincirde aerobik
ATP iiretimi sirasinda mitokondride bulunan “sitokrom oksidaz” tarafindan indirgenir ve 4
elektron alarak suya doniisiir. Bununla beraber %1-2 si O, olusturmak igin kullanilir.*

02 +4H+4¢ > 2H20

Stperoksit radikali (O;’), oksijenin tek bir elektron alarak indirgenmesi ile olusan

kararsiz bir yapidir.*’

02+ 1é> O
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O," mitokondriyal elektron transfer zinciri sirasinda oksijenin otooksidasyonu sonucu
olusur. Ayrica, sitozolde Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz ve Sit P4so tarafindan da
olugturulur. Makrofajlar ve polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) tarafindan gerceklestirilen
fagositoz sirasinda oksijenin tliketimi artar, bu da plazma membraninda bulunan NADPH
oksidaz tarafindan O, olusumunu tetikler.”*

0O," ¢esitli organik ve inorganik bilesiklerle de reaksiyona girebilir. Nitrik Oksit ile
reaksiyona girip peroksinitriti olusturmasi da organizma i¢in 6nemlidir.

02" lipid membranlan gegemedidi icin kimyasal reaktivitesi zayiftir ve hizlica
stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile Aidrojen peroksit (H,0;)’e doniistiiriiliir | Oksijenin 2é
alip rediiklenmesi veya 02 e 1¢ ilave edilmesi sonucu H,O, olusur.”’

0, +2 ¢ +2H > H,0,
0y +1é+2H > H,0,

H,0, bir serbest radikal olmamasina karsin yiikstiz bir molekiil oldugundan hiicre
icine rahatlikla girebilir. H,O, 6zellikle Fe ve Cu gibi gegis metal iyonlarimin varliginda
kolaylikla yikilir. Bu yikim sonucu en reaktif radikal olan OH' olugur.*’

Hidroksil Radikali (OH )’nin, yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Ancak c¢ok giiclii bir
oksidan oldugundan kuvvetli hasarlar olugturur. OH" iyonize radyasyon ile suyun hidrolizi
strasinda olusabilir:*® |

H20->H" + OH’

Oldukga reaktif bir radikal olup, tiim biyolojik substratlarla reaksiyona girebilme

yetenegindedir ve olustugu yerde biiyiik hasara neden olur. Bu hasar1 baslica ii¢ yolla

olusturur:
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1- Protein ve lipidler aras1 ¢apraz baglar olusturma
2- Proton ¢ikarma
3- Elektron transferi
Toksik OH olusumunda demir, bakir gibi bazi metal iyonlar1 da rol alabilir. Fe* iin
0, ile indirgenmesiyle olusan Fe?, H>O; ile reaksiyona girerek OH™* ni meydana getirebilir.
Bu reaksiyon “Fenton Reaksiyonu” olarak adlandirilir.
Fe*+ 0O, 2> Fe? + 0O,
Fe?+ HyO, > Fe* + OH" + OH"
Demir tarafindan katalizlenen diger bir reaksiyon da “Haber Weis” reaksiyonudur.
Bu reaksiyon sonucunda da OH" olugur. 2
0y +Hy0; > 0, + OH™ + OH’
Hipoklorik Asit (HOCI), PMNL tarafindan olugturulan giiglii bir oksidandir.
H,0, +HCI1-> HOCl] + H20
Bu reaksiyon sitoplazmada bulunan myeloperoksidaz enzimi tarafindan katalizlenir.
Singlet oksijen (‘Os), yapisinda ortaklanmamus elektron bulundurmamas: sebebiyle
serbest oksijen radikali olmayip reaktif oksijen tiirleri grubunda yer alan bir molekiildiir. 'o,
serbest radikal reaksiyonlarmin baglamasma neden olmasi agisindan 6nem tagimaktadir. 10,,
oksijenin elektronlarinin digardan eneji almasi sonucu kendi doniis yoniintin ters yoniinde
olan farkli bir yériingeye yer degistirmesi ile olugabilecegi gibi, O, radikalinin dismutasyonu

ve H,0,’nin HOCl ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir.90

O, diisiik pH da daha reaktif olup protonlanarak kendisinden daha kuvvetli bir

oksidan olan perhidroksil radikalini (HO_) olusturur.*’

20, +H, > 2HOy
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ROS, hiicre biiyiimesini diizenleyen sinyal yolaklarinda ve hiicre redoks durumunun
kontrolii gibi fizyolojik olaylarda kullanilir. Asir1 tiretildiklerinde ise zararli etkilere neden
olurlar ve lipidler, proteinler veya DNA gibi hiicre makromolekiillerinin hasarina neden
olabilirler. Bunlar arasinda zellikle lipidlerin peroksidayonu daha zararhdir. Ciinkii lipid
peroksidasyonu serbest radikal reaksiyonlarinin kolay- yayilmasina yol agar. Oksidatif stresi
arttiran bu yayilimin; karsinogenezise, nérodejeneratif hastaliklara, yaslilikla beraber gelisen
dejencratif hastaliklara, ateroskleroza ve inflamatuar hastaliklara neden oldugu
bildirilmistir.>**

ROS, yiiksek intraselliiler diizeylerde hiicre oliimiinii indiiklerken diisiik intraselliiler
diizeylerde direkt veya indirekt hiicre sinyalizasyonuna katilirlar. ROS’lar i¢in intraselliiler
bedefler kinazlar (tirozin kinaz, MAP kinaz), fosfatazlar (tirozin fosfataz, serin/treonin
protein fosfataz) ve transkripsiyon faktorleridir. (NF-kB ve AP-1). ROS tarafindan hiicre
sinyalizasyonu faydal etkilerle sonuglamir. Ornegin, gesitli organlarin iskemi/reperflizyonu

(I/R) sonrasinda oksidan stresin indiiksiyonu, 24 saat sonra ikinci defa uygulanan I/R’nin

zararli etkilerine kars1 hedef organlari daha direngli hale getirdigi bildirilmistir.'®!

2.2.2, Serbest Radikallerle Olusan Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikallerin etkiledigi en 6nemli grup lipid peroksidasyonuna neden olan
hiicre membranindaki poliansature lipidlerdir. Hiicre membranindaki yag asidlerinin ¢ift
baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek lipid peroksidasyon iiriinlerini
olustururlar 2%

Lipid peroksidasyonu, 151k ve metal iyonlarinin da etkisiyle. Hidroksil radikalinin
lipid molekiliinden bir hidrojen iyonu uzaklastirmasiyla baslar.®® Olusan lipid radikali

dayaniksiz bir bilegiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Molekiiler oksijen ile birlesen lipid
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radikali (R"), peroksil radikali (ROO") ’ni olusturur. ROO’, membran yapisindaki diger
poliansatiire yag asitlerini etkileyerek yeni R’ olusumuna neden olur. Bu sirada kendileri de,
aciga ¢tkan hidrojen atomlarin: alarak lipid hidroperoksit (ROOH")’e déniistir. Boylece olay

kendi kendine katalizlenerek devam eder.

RH+OH ———— R +H;0O

Lipid Serbest Radikali

R +0; — ROO

Lipid Peroksil Radikali

ROO +RH ———>» ROOH+R

Hidroperoksit

Lipid peroksidasyonu, iki serbest radikalin birlegerek radikal olusturmayan bir

bilesik olugturmast ile sonlanabilir,

R+R —— RR
ROO +R ———» ROOR +0,

R +ROO°" — 5 ROOR

Lipid peroksitlerinin yikimi, gecis metalleri iyon katalizini gerektirir. Lipid
hidroperoksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu bilesikler

ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baglangigtaki etki alanlarindan diffiize olup
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hiicrenin diger boliimlerine hasari yayarlar. Lipid peroksidasyonu zararli bir zincir
reaksiyonudur. Direkt membran yapisina, indirek olarak da reaktif aldehitler tireterck diger
hiicre bilesenlerine zarar verir. Ug veya daha fazla cift bag tasiyan yag asitlerinin
peroksidasyonunda, lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile Malondialdehit (MDA) olusur.
MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanmasina ve polimerizasyonuna neden olur.
Membran permeabilitesi ve mikroviskositesi ciddi sekilde etkilenir. Bu da deformasyon,
iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik
membran 6zelliklerini degistirir. Bu etkiler MDA’min nigin mutajenik, genotoksik ve
karsinojenik oldugunu aciklar.? Lipid peroksidasyonu dercesinin anlagilmasmda MDA iyi bir

parametredir.”’

2.2.3. Antioksidan Sistemler

Lipid peroksidasyonunun olusum hiz1 “Antioksidanlar” la engellenmektedir. Endojen
ve eksojen olmak iizere iki gekilde bulunan antioksidanlar; peroksit radikalleri ile reaksiyona
girerek yag asitlerinden hidrojen ¢ikariimasimi engellemek, peroksitleri radikal olmayan
tirtinlere ¢evirmek, metal iyonlarini baglayarak lipid peroksidasyonuna katilimlarim
engellemek ve lokalize oksijen konsantrasyonlarim azaltmak suretiyle, oksidasyon siirecinin
herhangi bir asamasinda devreye girerler. Antioksidanlar etki mekanizmalarina gére 4 gruba
ayrilirlar: 30
1. Stipiiriicii etki gosterenler:

Olusturduklan etki ile yeni radikal olusumunu engeller ve olugmus olan radikalleri
daha az zararhh hale getirirler. Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, ferritin ve

seruloplazmin gibi metal baglayici proteinler bu tiir etkiye Srnektir.
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2. Giderici etki gosterenler:

Oksidan ile etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini inhibe eden
bilesiklerdir. B karoten, vitamin C ve vitamin E bu tiir etkiye 6rnektir.
3. Zincir kirict etki gosterenler:

Bu tip aktivite gosteren antioksidanlar, zincirleme olarak devam eden reaksiyonlar
belli yerlerinde kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Bunlara 6rnek olarak, iirik asit, bilirubin
ve albumin verilebilir.

4. Onarici etki gosterenler:
Bu grupta DNA tamir enzimleri ve metiyonin siilfoksit rediiktaz sayilabilir.
Endojen ve eksojen olarak bulunan bu antioksidan sistemler enzimatik ve

nonenzimatik olarak da siniflandirilabilirler.°

Enzimatik yvapida olan 8nemli baz1 endojen antioksidanlar:

Siiperoksit Dismutaz (SOD): 2 molekiil O, nin, 2 molékiil proton ile reaksiyonunu
katalizleyerek, onlart HyO,’e doniistiiriir. Sitozolik SOD’un ve vaskiiler endotele baéh
olarak bulunan ekstraselliler SOD’un kofaktérleri bakir ve ¢inko’dur. Bu enzimlerin
aktivitesinden bakir, stabilitesinden ise ¢inko sorumludur. Mitokondrial SOD’un kofaktorii
ise mangandur.

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Aktif merkezinde selenosistein bulunan GSH-Px,

substrat olarak GSH’1 kullanir ve H,0,’yi suya rediikte eder.

Katalaz (CAT): HyO,’in oksijen ve suya rediiksiyonunu saglar. Ozellikle yiiksek
konsantrasyonlardaki H;0,’ye daha fazla etkilidir. Katalaz, GSH-Px’den farkli olarak

organik hidroperoksitlere etki etmez.”
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Fosfolipid-Hidroperoksit Glutatyon Peroksidaz (PH-GPx): Lipid peroksidasyonuna
karsi korunmada Onemlidir. GPx ailesinin bir iiyesidir ve primer gorevi olusan lipid
peroksitlerini uzaklagtirmaktir. PH-GPx, GSH’t kullanarak membranlarda fosfolipid

hidroperoksitlerini metabolize eder.>

Nonenzimatik Yapida Olan Antioksidanlar:

Ekzojen kaynakli nonenzimatik antioksidanlar: B-karoten, vitamin C ve vitamin E

gibi molekiillerdir.

Endojen kaynakli nonenzimatik antioksidanlar: Hemoglobin, ferritin, miyoglobin,
irik asit, bilirtibin, laktoferrin, transferrin, melatonin, askorbik asit, albumin ve glutatyon

gibi molekiillerdir.”

Glutatyon: Hiicre igi tioller arasinda en sik bulunanidir. Tripeptit (L-glutamil-L-
sisteinil glisin) bir yapiya sahiptir.

132 GSH homeostazisi

Biyolojik sistemlerde direkt ve indirekt fonksiyonlar1 vardir.
tiol/distilfid dengesinin korunmasinda onemlidir. Glutatyonun okside formu olan GSSG,
GSH’dan “glutatyon peroksidaz™ ile olugur. Normalde organizmada GSSG rediiktaz,
NADP/NADPH ile giftlesmis bir sistem olugturur. Bu sistem ile GSSG, GSH’a gore ¢ok
diisiik diizeylerini korur. Pek ¢ok hiicrede NADPH ‘1n major kaynag1 pentoz-fosfat yoludur.
NADPH’1n ortamda az olmast GSSG’yi artirir, GSH’u diigiirtir. Bu da oksidanlara maruz

kalan hiicrelerde irreversibl hasara egilimi artirir.’®? GSH, H,0, ‘yi rediikleyerek radikal

olusumundaki baglangi¢ reaksiyonunu engeller.
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2.2.4. Serbest Radikaller ve Karsinogenezis

Membran lipid peroksidasyonu membran yapisinda degisikliklere yol agar. Bu
degisiklikler sonucunda gok daha rijit (sert) bir membran olusur. Bu da Na/K-ATPaz gibi
membran proteinlerinin aktivitelerinde degisikliklere neden olur. Bu onemli fizyolojik
sonuglar membranin iyon pompalama hizinda da degisikliklere yol agar. Lipid
peroksidasyonunun {iriinleri olan malondialdehit ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) patolojik
durumlann gelisiminde anahtar role sahip biyomolekiillerle reaksiyona girerler. Ornegin,

! Bu da mutagenez ve

MDA gibi birgok aldehit niikleik asitlerle reaksiyona girer.?
karsinogenezis ile sonuglanabilir. 4-HNE zayif mutajeniktir ama lipid peroksidasyonunu en
toksik iirlinii olarak ortaya g¢ikar. 4-HNE; hiicre doéngiistiniin kontrolinde®®, Alzheimer

105 , etano DNA bazi iiriinlerinin olus}umunda134 rol alir

hastaliginin oksidatif degisikliklerinde
ve hepatokarsinomada p53 mutasyonuna neden oldugu bildirilen bir mutojendir.”’ 4-
HNE’nin konsantrasyon baglmh bir sekilde sinyal mekanizmalarim etkiledigi gosterilmistir.
Diisiik diizeyleri proliferasyonu devam ettirirken, yiiksek diizeyleri ise hiicre farklilasmasi ve
apoptozisi uya1r1r.46’62

Bununla beraber karsinojene maruz kalma gibi baz1 patolojik durumlar mitokondride
respiratuvar zincir ile etkilegir ve ROS iiretiminin artmasiyla sonuglanir. ROS tiretimindeki
bu artislarda, mitokondri i¢ membramina bagli mitokondriyal DNA (mtDNA); histon
proteinlerinin olmamasindan, onarici mekanizmalarinin zayif olamasindan ve elektron
transport zincirinden yakmligindan dolay: 6zellikle oksidatif sterese maruz kalir.'?> mtDNA
nmn hasar1 mitokondriyal respiratuar zincirin disfonksiyonuna ve yeniden ROS salmminda

bir artisa neden olur. mtDNA, oksidatif fosforilasyon igin gerekli olan esansiyel proteinleri

kodlar'"! ve bunun hasar kaskad reaksiyonlar ve pozitif bir amplifikasyon loop ile iligkilidir.
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Bu bakimdan birgok ¢aligma, karsinigeneziste mtDNA nin mutasyon siklifmin yiiksek
oldugunu bildirir.”>¢

Artmis ROS {iretimi nitrik oksid (NO) ile de etkilesir ve peroksinitrit anyonu
(ONOO") olusturur. Bu oksijen radikali lipid peroksidasyonuna neden olamada oldukga
reaktiftic ve proteinlere, DNA’ya zarar verme potansiyeli vardir. Peroksinitrit anyonu
proteinlerin nitrolizasyonuna neden olur ve NF-KB, AP-1, p53, kaspas gibi hiicre
proliferasyonu ve apoptoziste yer alan bircok ©Onemli sinyalizasyon molekiillerinin
fonksiyonunu degistirir.'”*

Karsinogeneziste DNA, ROS un en 6nemli hedeflerinden birisidir***™ (Sekil 8).
Serbest oksijen radikalleri ¢ok sayida farkli lezyona yol agacak sekilde niikleik asitlere zarar
verirler. Lezyon tipleri iplik kiriklari ve baz modifikasyonlan seklinde gruplandirilir.”
Ksantin/ksantin oksidaz sisteminden iiretilen sliperoksit radikali DNA iplik kiriklarina neden
olur.?! Serbest hidroksil radikalleri de hizl1 bir sekilde niikleik asitlerle reaksiyona girerler.
Iplik kiriklari, serbest hidroksil radikallerinin DNA nin seker kismmna &zellikle de
makromolekiilin 3° ve 4’ karbonlarina hasar vermesiyle olusur.” Iplik kiriklan, patolojik
durumlarin gelismesinde 6nemli bir role sahiptirler. Bu nedenle hiicre fonksiyonlarinin
yerine getirilmesi i¢in onarilmalar1 gerekmektedir.

Serbest hidroksil radikallerinin DNA y1 hasarlamasiyla en az ii¢ modifiye baz; 5-
hidroksimetilurasil, OH" ile guaninin etkilesmesiyle 8-hidroksiguanin ve OH’ ile timinin

etkilesmesiyle timin glikol olusmaktadir.” Bu modifiye bazlar mutagenez ve karsinogenezde

onemli etkilere sahiptir.
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Sekil 8. ROS olusumu ve DNA iizerine etkisi'>’

ROS, karsinogenezisin birgok basamaginda rol oynayabilir""”’48 (Sekil 9). Oksidatif .
mekanizma karsinogenezisin bagslangig, ilerleme maligniteye doniisiim asamalarinda
potansiyel bir role sahip oldugu gosterilmistir. 40° It yaslarda artan kanser riski ve bunun
DNA hasar birikimleri ile iligkisi gz Oniine alinarak, kanserde oksidatif DNA hasari
incelenmektedir. ROS, DNA hasarina yol agar ve onarilmamis veya yanlig onarilmig
hiicrelerin boliinmesinde mutasyona neden olur. Eger mutasyonlar onkogen veya tiimor
supresor genler gibi kritik genlerle iligkili ise kanserin baglamasi ve veya ilerlemesiyle
sonuglanabilir. ROS hiicre biiytimesi ve sinyal iletimine direkt olarak miidahale edebilir***;
ROS tarafindan olugturulan hiicresel hasar, hasarlanmig DNA’nin mutasyona neden olma
riskini ve ROS olusturan mutajenlere DNA’nin maruz kalmasim artirarak mitozisi

indiikleyebilir.” Mutasyonlar mitoz sirasinda rekombinasyon, gen konversiyonu ve

nondisjunctionla da indiiklenebilir. Bunun disinda mitogenezis tumdr supresdr inaktivasyonu
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ve/veya onkogen aktivasyonu ile transformasyona ugramis hiicrelerin klonal artigina olanak

saglar.

Prencoplastik ~ Malign

Maodifiye Modifiye
¢ hiicre . hilcreler tzyon Timdr
SR N ] i Kanser

Metabolizma ROS’ un indiikledigi Mitozis
Inflamasyon

Radyasyon

e e Onkogen ve Tiimdr Supresor
S Gende Mutasyon )

Sekil 9. Kanser Olusumumda ROS’un Rolii'?’

2.2.5. Beyin ve Serbest Radikaller
Viicudun diger organlar:i ile kiyaslandifi zaman sinir sistemi bazi biyokimyasal,
fizyolojik ve anatomik nenlerden dolayr ROS aracili hasara 6zellikle hassas olabilir. Bu
hassasiyete neden olan dzellikler sdyle siralanabilir: 8%
1. Oksidatif metabolik aktivitenin ytiksek oranda olmasi: Yiiksek diizeylerde ve stirekli
oksijen gereksinimi nedeniyle O, nin yiiksek diizeylerine maruz kalmaktadir.
2. Beyin hiicresi membran lipidlerinin, yiiksek konsantrasyonlarda poliansature yag
asitleri gibi kolaylikla okside olabilen substratlar igermesi
3. Hidroksil radikalinin olusmasinda nemli bir rol oynayan Fe*? iyonundan zengin

alanlarinin bulunmasi: Olugan bu hidroksil radikalleri lipid peroksidasyon zincirini

baglatir.
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4. Katalaz, glutatyon peroksidaz gibi koruyucu antioksidanlarin diigiik diizeylerde
bulunmasi

5. Dopamin oksidasyonu gibi spesifik ndrokimyasal reaksiyonlar tarafindan ROS’un
endojen tiretimi

6. Sitoplazmik hacme oranla membran yiiksek oranda olmasi

7. Periferal hasara egilimli uzun aksonal morfolojiye sahip olmasi

8. Bozulmaya meyilli bir néral anatomik aga sahip olmasi

9. Noronal hiicrelerin ¢ogalamiyor olmasi

Beyindeki reaktif oksijen tiirlerini olusmasindaki mekanizmalar ise sunlardir:'**

1. Katekolaminlerin ve dopaminin monoaminoksidaz tarafindan katalizlenen
oksidasyonu

2. Prostaglandin metabolizmasi

3. Makrofaj tipli mikroglial hiicrelerin Fenton-demir aracili aktivasyonu

4. Noronlar tarafindan nitrik oksit tiretimi

Sinir sisteminde antioksidan savunma vitamin C, vitamin E, GSH, Fe gelattrleri olan
karnozin ve homokarnozin ile intraselliiler antioksidan enzimler tarafindan saglanir. GSH
bagimli antioksidan enzimler periferik sinir sisteminde godreceli olarak diigiiktiir. Beyinde
SOD ve GSH-Px diisiik diizeylerde, katalaz ise ¢ok diigiik diizeylerde bulunmaktadr.

Kan beyin bariyerinin artan permeabilitesi, mitokondriyal solunumun inhibisyonu,
sinaptik transmitter ve iyon fonksiyonlarinda bozulma; ndronal fonksiyonlar tizerinde
ROS’un bazi etkileridir. Beyinde yag ile birlikte ROS {iretiminin artisi, antioksidan
savunmanin degismesi, oksidatif olarak hasarli enzimlerin artigi, ndronlarn kaybi gibi
homeostatik mekanizmay:1 etkileyen degisiklikler hasar verici olaylara karst yash beynin

artan hassasiyetine katkida bulunur.’’
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ROS beyne ait ¢ok sayida patolojik tablonun etiyopatogenezinde yer alabilir. Bu
goriigii destekleyen kamtlar giderek artmaktadir. Beyin travmasi, iskemi, toksisitede ve
Parkinson hastalif1, Alzheimer demansi, multiple skleroz, lipofussinozis gibi nérodejeneratif
hastaliklarda serbest radikal oksidatif etkilegimlerinin doku hasarim baslattif1 yoniindeki
goriigler giderek artmaktadir. Serbest radikal oksidanlarmin ndral patolojilerdeki roliiyle
ilgili bu yeni yaklagimlara, antioksidan besinler ve farmakolojik ajanlarin koruyucu ve

terapotik yararlan ile ilgili temel ve klinik ¢aligmalarda artis eslik etmektedir.”’

2.2.6. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC)
Kromatografi, bir karigimda bulunan bilegenlerin birbirinden ayrilmasim
gerceklestiren yontemlerin genel adidir. Tiim kromatografik metodlarda prensip aymdar:*®
e Analizlenecek karigim gabit faza tatbik edilir. Hareketli faz kangsimin igeriklerini
sabit faz {izerinde tagir.
e Kangimin her maddesi, iki fazla farkli tarzda etkilesir. Maddelerin sabit faz ile
hareketli faza olan ilgileri farklidir.
e Sonugta her madde farkli yiirtime ve “eluation” Sriintiisti gdsterir ve karigimdaki
maddeler ayrilabilir ve miktarlar saptanabilir.
Sabit (durgun,stationary) faz: Genellikle kolona doldurulmus veya diiz bir yilizeyin
lizerine kaplanmig kati maddedir. Bazen ylizeyi siv1 ile de kaplanmisg olabilir.

Hareketli(mobil) faz: Sabit fazin lizerinde devamli akan gaz veya sividir.

Kromatografik metodlar, mobil fazin yapisina gore sivi ve gaz kromatografisi

olarak siniflandinlirlar.
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S1v1 kromatografisi performansina gore de ikiye ayrilir:

1. Digiik Performansli ( LPLC )
2. Yiiksek Performansli ( HPLC)

HPLC, biitiin analitik aywma teknikleri arasinda en yaygin kullanilanidir.?®
Yontemin bu kadar yaygin olmasimin sebepleri; duyarlilifs, dogru kantitatif tayinlere
kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan tiirlerin veya sicaklikla kolayca
bozunabilen tiirlerin ayrilmasinda uygun olmasidir.

HPLC yonteminde; kolon ¢ap: kiigiiltiilmekte, yiiksek basing uygulanmaktadir. Bu
da yontemin duyarliligini artirmakta, kullamilan ¢oziici miktarimi  azaltmakta, ayirma
zamanini kisaltmaktadir.

HPLC genel olarak agagidaki boliimlerden olusur:

e Numuneyi tasiyan mobil faz (Solvent Rezervuart)

e Enjeksiyon kismi

e Sabit faz ve ayristirma kolonu

e Dedektor

e Grafigin alindig bilgisayar

Solvent Rezervuari: Stvi mobil faz igerir. Sivi mobil faz, tek olarak ya da 2°li, 3’1,
4’ kangimmlar seklinde olabilir. Isokratik uygulamalarda, solvent kompozisyonunda
baslangigta ve sonunda bir degisiklik yoktur, analitik ¢aligmalarda kullamilir. Gradient
uygulamalarinda; solvent kompozisyonu run-time stirecinde degisiklife ugrar, oran
kullanici tarafindan istenen % ye ayarlanir, ¢6ziiciiler pompaya gegtikten sonra veya dnce
istenen oranda karistirilir. Metod kurma ve arastirma igin kullanilir. Coziiciiler basit bir

sistemde oldugu gibi, 1s1 kontrollii ve siirekli degaze edilen komplike sistemlerde de

tutulabilir.
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Pompalar: Mobil fazin kolonda yiiriiyebilmesi igin pompalara ihtiyag vardir. LPLC
de gravite pompa gorevi goriirken, HPLC de mekanik pompalara ihtiya¢ vardir. HPLC’de
genellikle iki tip pompa kullamilmaktadir : Siringa pompalar, kargilikli hareket eden
pompalar (Reciprocating pumps).

Enjektorler: HPLC de numune bir septum boyunca siringa ile enjeksiyon valfi
tizerindeki halkaya verilir.

Kolon: Sistemin beynidir ve biitiin ayrigtirmalar kolonda olmaktadir. 10-50 cm
uzunlugunda, 1-5 mm i¢ ¢apta olup yiiksek basinca dayanikli paslanmaz gelikten
yapilmistir. Stasyoner faz icerirler. HPLC de kolonda stasyoner faz olarak slika, alumina
ve organik polimerler kullanmilir. Bagli-faz partitisyon HPL.C de kolonun i¢indeki silika
partikiillerinin ylizeyine maddelerin tutulmasim arttirmak igin fonksiyonel gruplar
baglanir. Normal faz HPLC de slikalara baglh fonksiyonel gruplar polardir (Amino ve nitril
gruplar), mobil faz nonpolardir. Reverse faz HPLC de ise slikalara bagli gruplar
nonpolardir, mobil faz polardir.

Dedektorler: Kolonda mobil faz tarafindan taginan maddelerin tespitini yapan
cihazdir.

e Absorbans (UV) Dedektorler
e Floresans Dedektorleri

o Elektrokimyasal Dedektorler
e Konduktivite Dedektorleri

Absorbans Dedektorleri; HPLC de en sik kullanilan dedektor tipidir. UV veya
goriinen farkls dalga boylarinda bilesiklerin 15181 absorbe etmesi prensibine dayanr.

Floresans Dedektorleri; bilesiklerin absorblanma ve 151k ¢ikarma yeteneklerini

dlger. Molekiilii aktive etmek igin 151k yollanir ve molekiiliin yaydig: 1sik Slgiiliir. flag ve
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metabolitleri, proteinlerin 6l¢timiinde kullanilir.

Elektrokimyasal Dedektorler; okside veya redilkte olabilen bilesikleri 6lger.
Calisan, referans ve yardimci elektrotdan olusur. Redoks reaksiyonu calisan elektrodta
olusur. Bilesikler elektrotlar arasindan gegerken elektrot ylizeyi ile molekiiller arasinda
elektron transferi olur. Bu da bir akim yaratmaktadir ve olugan akim &lgiilmektedir.
Katekolamin ve metabolitleri, seratonin, 5 HIAA tayininde kullanilir.

Konduktivite Dedektorleri; Elektrik alanda mobil fazmn akimi iletme yetenegi
dlciiliir ve bu mobil fazdaki iyonik yapiya baghdir. Iki elektrotdan olusan flow cell vardir.
Kolondan iyonik bilegikler ¢iktikca olusan akim Slgiilmektedir

Dedektorlerin  sinyallerinin, tabandan sapma seklinde bir yazict vasitasiyla
kaydedilmesiyle bir grafik olusur. Kolondan ¢ikan bilesenlerin miktarlarini zamana kargi

cizen bu grafik kromatogram dir.

2.3. Beyin Tiimorleri
Intrakraniyal tiimérler; kafatasi, meninks, kan damarlari, hipofiz ve pineal bez,
kranial sinirler, beyin dokusu ve konjenital kalintilar ile, beynin metastatik tiimorlerini
tanimlar. 1
SSS tiimérleri temelde ii¢ grupta incelenebilir;' 14
e SSS parankim hiicrelerinden geligen primer kafa i¢i tiimdrleri
e Kokeni kafa boslugu olmakla beraber beyin parankiminden gelismeyen primer kafa
ici tiimorleri
e Metastatik tiimorler
Primer parankim tiimorleri i¢inde, sinir sisteminin her tip hiicresinden gelisen 6zel

tipte tiimorlerin yam swra mikst, primitif, mezenkimal tiimorler de bulunur. Primer
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parankim dig1 ttimorler ise primer beyin tiimérlerinden farkli olarak siklikla meninksler ya

da hipofiz gibi komgu yapilardan kaynaklamr.114

WHO’ya gore SSS tiimorlerinin histolojik simiflandirmasi agagidaki gibidir.
ANOROEPITELYAL DOKU TUMORLERI
Astrositik Tiimorler

1. Plositik astrositoma (grade I)-

2. Pleomorfik ksantoastrositoma (grade I)

3. Subependimal dev hiicreli astrositoma (grade I)

4. Diffliz astrositoma (grade II)

5. Anaplastik astrisotoma (grade III)

6. Glioblastoma multiforme (grade IV)
Oligodendroglial Tiimorler

1. Oligodendrioglioma (grade II)

2. Anaplastik oligodendrioglioma (grade III)
Miks Gliomalar

1. Oligoastrositoma (grade IT)

2. Anaplastik oligoastrositoma (grade III)
Ependimal Tiimorler
Koroid Pleksus tiimorleri
Pineal Parankimal Tiimérler
Orjini Bilinmeyen Glial timorler
Noronal ve Miks Noronal —Glial tiimérler

Noéroblastik Tiimérler
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Embrional Timérler

1. Medullablastoma

2. Primitif néroektodermal ttim&rler (PNET)
B) PERIFERAL SINIR TUMORLERI
Schawonnoma (Norilemmoma, Norinoma)
Norofibroma
Perinorinoma
Malign periferal Sinir Kiltfi Tiimérleri (MPNST)
C) MENINKS TUMORLERI
Meningotelyal Tiimorler

1. Menenjiyom
Mezankimal Meningotelyal Olmayan Tiimorler
Melanositik Doku Tiimorleri
Histogenezi Bilinmeyen tiimorler
D) LENFOMALAR VE HOMOPOETIK NEOPLASMLAR
E) GERM HUCRE TUMORLERI
F) SELLAR BOLGE TUMORLERI

Primer beyin tiimorlerinin prognozu; histolojik tip, pre ve postoperatif tiimor
biiytikl{igii, tiimoriin yerlegim yeri, hastanin yasi, performans durumu, semptomlar stiresi
ile baglan’uhdlr.86 Intrakranial tiimorlerin tedavisinde; 1)Sadece cerrahi, 2)Cerrahi ve
poatoperatif radyoterapi, 3)Cerrahi-radyoterapi-kemoterapi 4)Sadece radyoterapi ile tedavi
kullanilmaktadir.'”
Beyin tiimorlii kisilerde gesitli bulgular, semptomlar ve bozukluklar olabilir. Primer

beyin tiimdrlerinin semptomlar: timériin lokalizasyona, tipine ve bliyiime hizina
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baglidir."® Timérler, beyin alanlarimn birine basi ya da invazyonla direkt olarak veya kafa
ici basime arttirarak indirekt olarak semptomlara neden olabilirler.®” Yiizeyde bulunan bir
tiimdriin biiylimesi kafatasinin heryerinde basing artisina neden olur. Bunun sonucunda
hastalarin %65 inde bas agnisi, %30 unda gérme bozukluklart ve %10 unda agir1 miktarda
bulant: ve kusma goriiliir. Uzun periyotlarda beyin dokusuna bas: yapan tiimérler parsiyel
veya jenaralize felglere neden olabilirler.'"’

Semptomlar tiimor tarafindan basi yapilan ve istila edilen beyin alanlariyla da ilgili
olabilir. Duyularla ilgili korteks veya pariyetal loblar tizerindeki basing duyusal
bozukluklara kelime tanima konugulanlari tanima kaybina yol agabilir. Ciinkii pariyetal
korteks hem gorsel hem de isitsel verileri biitiinlestigi yerdir.!'> Frontal lob tiimérleri
yaygindir; mental durum ve kisilik degisikliklerine neden olur.!!” Motor kortekste lokalize
timorler genellikle gii¢ kaybi, hemiparezi, hemipleji veya jenaralize felgler seklinde bulgu
verebilirler. Temporal lob timérleri parsiyel kompleks felglere, biling kaybina,
kontralateral hemianopsiye neden olabilir.®> Oksipital lob timérleri gérme alam ile ilgili
veya gorme ile ilgili bozukluklara yol agar. Tiimorler kraniyal sinirleri ve fonksiyonlarim
da etkileyebilirler.112 Serebellar tiimérler dismetri, ataksik yiirliyiis, intansiyon tremoru,
nistagmus ve disdiadokinezi gibi bozukluklara neden olabilir.®>!"” Hipofiz tiimérleri
hormonal degisikliklerin yam swra optik kiazmaya bast yaparak gesitli gbrme
bozukluklarina sebep olabilirler.®

Intrakraniyal timorlerde lenfatik yayiim hemen hemen hig¢ goriilmez. Beyin
tiimorleri kan.yoluyla nadiren metastaz yaparlar. Beyin omurilik sivis1 (BOS) ile iligkili
yerlesim goOsteren bazi tiimorler (medullablastoma, ependimoma, germinoma v.b.) ise
implantasyon metastazi yapabilirler.®*SSS disindan beyne olan metastaz, SSS’de olugandan

cok daha siktir. En ¢ok akciger, meme, melanoma ve bébrekten metastazlar olusur.108
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2.3.1. Glial veya Astrositik Tiimérler

Primer beyin tiimorlerini %50 sini olustururlar. Histolojik olarak fibriler,
gemiositik, ve protoplazmik astrositler gibi astrosit formlarmin karigimindan meydana
gelmislerdir. Bu ttimorler; histopatolojik incelemelerde niikleer atipi, mitotik aktivite,
endotelyal proliferasyon ve nekroz olup olmamasina goére degisik isimlerle amlan
gradeleme sistemlerine tabi tutulmuglardir. WHO smiflamasi astrositik tiimérleri iki ana
gruba aywrmistir. Birinci grupta daha iyi sirli olan pilositik astrositoma (grade I),
pleomorfik ksantoastrositoma (grade I), subependimal dev hiicreli astrositoma (grade I)
bulunur. Ikinci ana grupta ise diffiiz infiltrasyon gosteren astrositoma (gradell), anaplastik
astrositoma (grade III) ve glioblastoma multiforme (grade IV) bulunur.

Pilositik astrositoma ve pleomorfik ksantoastrositoma, g¢ocuklarda ve geng
eriskinlerde goriiliir. Subependimal dev hiicreli astrositoma ise tipik olarak ilk yirmi yasta,
tiiberkiiloz ile birlikte goriiliir.

Anaplastik astrositoma, siklikla daha distik gradeli tiimorlerden malign
transformasyonla, daha nadir olarak da primer ortaya gikar. Malign astroisitik tiimorlerdir.

Glioblastoma multiforme (GBM), tiim intrakraniyal tiimérlerin % 15-20 sini,
astrositik tiimérlerin ise %50 sini olusturur. GBM en yaygin beyin neoplazmidir ve siklikla

50-60 yaslarinda goriiliir.®> Hizli seyirli ve oldukga malign bir tiimordiir.

2.3.2. Menenjiyom

Menenjiyomlar yavas seyirli, kapsiilstiz, oldukg¢a vaskiiler, bening intrakraniyal
tiimorlerdir.® Yetigkinlerde tiim intrakraniyal tiimorlerin %20 sini olugturur.!'” En sik ileri
yaslarda, 6zellikle 60-70 yaslarinda goriiliir. Genellikle benign, total ¢ikarimi miimkiin

olan ve nadiren niiks eden tiimérler olmasina ragmen bazen malign olabilirler.
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3. GEREC VE YONTEM
Bu c¢alisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Aragtirma Laboratuvarinda ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatri AD. Beslenme ve

Metabolizma Bilim Dali Metabolizma Laboratuvarinda yapilmistir.

3.1. Kullanilan Geregler
Calisma gruplarimiz, hastanemiz Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dalina
bagvuran hastalarin beyin tlimérii dokularindan ve peritiiméral dokularindan olugmugtur

(Tablo 2). Peritiimoral dokular, GBM tiimdr grubunun etrafindan elde edilmistir.

Tablo 2. Calisma Gruplarn
Doku Gruplar: n | Kadin | Erkek Yas

7 Araligy
Peritiiméral doku | 9] 4 | 5 | 3470 |
Glioblastoma multiforme | 29| 11 | 18 | 32-87 |
Yiiksek grade astrositoma | 8 | 3 | 5 | 18-75 |
Diigiik grade astrositoma | 8 | 3 | 5 | 3451 |
Malign menenjiyom ] 5 J 5 ] - ] 40-70 i
Atipik menenjiyom 2] 1 | 1 | 4374 |
Klasik menenjiyom l19] 14 | 5 | 33-78 |
Toplam [80| 41 | 39 | - |

Beyin tiimér dokularn ve peritiimoral doku Srnekleri, ameliyat esnasinda almarak

calisilacag: giine kadar -80 °C de dondurularak saklanmugtir.



53

3.1.1. Kullanilan Araclar

Doku homojenizatérii (Virtis-Virtisheur)

Hassas terazi (Schimadzu)

Shaker (Nive)

Sogutmal: Santrifiij (HERMLE Z 323 K)

Blok 1siticih konsantratr (TECHNE)

Tandem Kiitle Spektrometri (Micromass Quatro II)
Vorteks (Niive)

HPLC ( Waters)

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan metanol, n-butanol, etanol, potasyum monobazik fosfat

(KH,PO,), potasyum hidroksid (KOH), fosforik asit (H3POj), tiobarbiitirik asit (TBA),

potasyum klorid (KCl), asetonitril (CH3CN), butile hidroksitoluen (BHT) Merck

firmasindan temin edildi. Kullanilan s1ivi maddeler HPLC grade segildi.

Asetil klorid (CH3COCI) Aldrich, 1,1,3,3-tetractoksipropan (TEP) Sigma

firmasindan temin edildi.

Izotop isaretli acilkarnitin standards i¢in Cambridge Isotope Laboratories, Inc. Set B

kullanilds.
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3.2. Yontem

3.2.1. Doku MDA Diizeylerinin Ol¢iimii
Doku MDA diizeyleri, Agarwal ve ark.min' MDA-TBA kompleksinin HPLC de

kromatografik olarak ayrigtirilmasi metoduna gére tayin edilmistir.

Reaktifler
HPLC i¢in Fosfat tamponu: 50 mM KH,PO4 — 5 M KOH, pH=6,8

42 mM TBA

0,44 M H3PO4

%1,15 lik KCl1

%0,05 lik BHT (% 95 lik etanol iginde hazirlandi)

n-butanol

1 mM Stok standart: 25 ul 1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP) 100 ml’ye %40 bk

etanol ile tamamland.

Calisma Prosediirii

50 mg timdr dokusu 0,95 ml % 1,15 lik KCl eklenerek buz banyosunda
homojenize edildi. 14000 rpm de 4 °C de santrifiij edildi ve siipernatan ayrildi. Standart
olarak ise stok standarttan 20uM, 10uM, 5uM, 2.5uM 1,1,3,3-tetractoksipropan (TEP)
hazirland:. |

50 pl siipernatan veya standarta 50ul %0,05 lik BHT, 400 pl 0,44 M H3PO4, 100 pl
TBA eklenerek kapakl tiiplere kondu, vortekslendi ve agz1 sikica kapatildi. 100 °C de 1

saat inkiibe edildi. Buz banyosunda sogutularak 250 pl n-butanol eklendi. Tiipler 5 dakika
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vortekslendi ve 3 dakika 14000 rpm de santrifiij edildi. n- butanol tabakasindan 20 pl

alinarak HPLC ye enjekte edildi.

MDA Diizevlerinin HPLC ile Analizi

Calismamiz HPLC cihazinda asafida belirtilen analiz kosullari olusturularak
yapilmustir.
Mobil faz : (40:60, v/v) metanol/fosfat tamponu
Kolon: 5 p ODS 100 x 4,6 mm
Dedektér: Fluoresans dedektor
Akis hizi: 1 ml/dakika
Em: 515 nm
Ex: 553 nm

Kolon 1sis1: 37 °C

Numune Alani
Doku MDA Hesabu: x Standart ~ x Diliisyon faktorii (20) = nmol MDA/
Standart Alam1  Konsantrasyonu gr. yas doku

3.2.2. Doku Serbest Karnitin ve Acilkarnitin Tiirevlerinin Ol¢iimii

Serbest karnitin ve agilkarnitin tiirevlerinin 6l¢timii Chace ve ark.nin Tandem Kiitle
Spektrofotometri metoduna dayanmaktadir.® Doku serbest karnitin agilkarnitin
tiirevlerinin diizeyleri5 ¢ Micromass Quatro II TMS cihazinda ESI iyonizasyon kaynagi
kullamlarak 6lgiildii. Numuneler sisteme Jasca PU-980 pompa ve Jasca AS-950 otosampler

kullanilarak verildi. Analiz sirasinda azot ve argon gazlari kullamlds.
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Reaktifler
Metanol
Butanolik-HCI (Asetil klorid/n-butanol, 1/10)
Asetonitril/H,O (80/20)
Internal standart (IS) olarak isotop isaretli agilkarnitin standart: kullamildi.

Tablo 3. Referans Standarttaki Acilkarnitin Konsantrasyonlar:

REFERANS STANDART Konsantrasyon
( nmol/ml)
2H9-karnitin (serbest karnitin, CN) 152,0
2H3-asetilkarnitin (C2) 38,0
2H3-propiyonilkarnitin (C3) 7,6
2H3-biitirilkarnitin (C4) 7,6
2H3-izovalerilkarnitin (C5) 7,6
2H3-oktanoilkarnitin (C8) 7,6
2H9-miristoilkarnitin (C14) 7,6
2H3-palmitoilkarnitin (C16) d 15,2

Stok standart hazirlamak igin standart viali 1 ml metanol iginde ¢oziildii. Stok

standart 1/245 diliie edildi ve giinliik ¢aligma standard1 hazirlandi.

Calisma Prosediirii

50 mg doku 2 ml metanol ile buz banyosu iginde homojenize edildi. 30 dakika
shakerda ¢alkalandiktan sonra deproteinizasyon i¢in — 80 °C de 30 dakika bekletildi. 14000
rpm de 5 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatanlardan 100 pl elisa kuyucuklarina
alindr. Uzerlerine 1/245 diltie IS dan 100 pl eklendi. Sicak hava akiminda uguruldu.
Tiirevlendirme igin iizerlerine 60 pl butanolik-HCI eklenerek elisa kuyucuklarinin tistii
altiminyum folyo ile kapatildi ve 20 dakika 65 °C de inkiibe edildi. Sicak hava akiminda

ugurulduktan sonra numunelere 100 pl asetonitril/H,O eklendi ve 10 pl alinarak TMS de

analizlendi.
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3.3. Sonuglarin Analizi

Beyin tiimérlerinin ve peritiimoral dokularin MDA ve agilkarnitin diizeylerine ait
verilerin degerlendirmesinde; gruplara ait istatistiksel hesaplamalar, standart sapma (£ SD)
hesaplamalar1 ve gruplarin ortalama degerleri arasindaki farkliliklarimi Onemliliginin
belirlenmesinde, SPSS 11.0 for Windows programi kullamldi. Gruplar arasindaki
farkliligin tespiti igin de Mann Whitney-U Testi kullamldi. Gruplarin MDA ve karnitin
diizeyleri arasinda anlamli bir iligki olup olmadigina da Spearman korelesyon testi ile

bakildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



60

4. BULGULAR

Peritiimoral doku; GBM, yiiksek ve diisiik grade astrositoma, malign, atipik ve
klasik menenj iyomdan olusan tiimér gruplarinin MDA diizeyleri Tablo 2 de 6zetlendi. Elde
edilen sonuglar, gram yas doku bagina nmol miktar olarak hesaplandi. Gruplarin MDA

diizeyleri de Tablo 4’ de karsilagtirild.

Tablo 4. Peritiimoral Doku ve Tiimor Gruplarinin MDA Degerleri ( Ortalama + SD)

GRUPLAR n | MDA Diizeyleri
- - — (nmol/gr. yas doku)
Peritiimdral Doku 9 | 29,8+£2,9
Glioblastoma Multiforme ] 29 29,9+ 8,1
Yiiksek Grade Astrositoma 8 | 27,6 £ 4.5
Diisiik Grade Astrositoma 8 26,5 +4,3
Malign Menenjiyom 5 232+48%
Atipik Menenjiyom | 2 21,654
Klasik Menenjiyom 19 23,6+6,5™

* Peritiimoral doku ile diger tiim6r Gruplarinin MDA degerlerinin karsilagtiriimas:
a
p<0,05

* Glioblastoma Multiforme ile diger tiimér gruplarmimm MDA degerlerinin
kargilagtiriimasi
b p<0,05

Peritiimoral dokn grubu ile tiimor gruplar kiyaslandifinda; malign menenjiyom ve
klasik menenjiyom tiimor gruplarinin MDA diizeylerinin perittimoral doku grubuna gore
istatistiksel olarak daha diisiik oldugu goriildi. Aynca GBM ile menenjiyomlar
kargilagtirildiginda, klasik menenjiyom tiimér grubunda GBM ye gore daha diisiik MDA

diizeyleri tespit edildi.
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MDA Diizeyleri

0O Peritimaral doku O Glioblastoma Multiforme
O Yiksek Grade Astrositoma O Dusiik Grade Astrositoma
@ Malign Menenjiyom @ Atipik Menenjiyom

0O Klasik Menenjiyom

Sekil 12. Peritiimoral Doku ve Tiimér Gruplarinin MDA Diizeyleri

Genel olarak pertiiméral doku; GBM, astrositoma ve menenjiyomdan olugan timor

gruplarimin MDA diizeyleri ise Tablo 5’te verildi.
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Tablo 5. Peritiimoral Doku ve GBM, Astrositoma, Menenjiyoma Ttimér Gruplarinin MDA

Degerleri ( Ortalama + SD )
GRUPLAR n MDA Diizeyleri
(nmol/gr.yasdoku)
Peritiiméral Doku | 9 29,8+2,9 |
Glioblastoma Multiforme | 29 29,9+ 8,1 |
Astrositoma J i‘ 27,1 +43 ‘
Menenjiyoma f 27 2334 5,945 |

* Peritiimoral doku grubu ile diger gruplarin karsilastiriimasi * p<0,01
% Glioblastoma Multiforme ile diger tiimér gruplarinin kargilastiriimasi * p< 0,01

* Astrositoma ile tiimor gruplarinin kargilagtirilmasi © p<0,05
arup stlag P

Peritiimoral doku grubunun, GBM, yiiksek ve disiikk grade astrositoma timor
gruplarnin; serbest karnitin, asetilkarnitin(C2), propiyonilkarnitin (C3), biitirilkarnitin
(C4), izovalerilkarnitin  (C5), hekzanoilkarnitin  (C6), oktanoilkarnitin ~ (C8),
dekanoilkarnitin  (C10), dodekanoilkarnitin (C12), tetradekenoilkarnitin (C14:1),
miristoilkarnitin (C14), palmitoleilkarnitin (C16:1), palmitoilkarnitin (C16), oleilkarnitin
(C18:1), stearilkarnitin (C18), arasidonoilkarnitin (C20:4) diizeyleri Tablo 6’da verildi ve

kargilastirildi.
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Tablo 6. Peritimdral Doku Grubu Ile Glioblastoma Multiforme,

Yiiksek Grade

Astrositoma, Diisiik Grade Astrositoma Tiimor Gruplarimin Karnitin Degerleri ( Ortalama

+SD)
Acilkarnitin Peritiimoral Glioblastoma Yiiksek Grade Diisiik Grade
Deriveleri Doku Multiforme Astrositoma Astrositoma
(nmol/gr.yas (nmol/gr.yas (nmol/gr.yas (nmol/gr.yas
doku) doku) doku) doku)
Serbest 125,44 34,6 15204820 | 67,1£31,0" | 52,0+19,0"
Karnitin
C2 | w2176 | 657+268 | S67:169% | $15+£94™* |
C3 | ooeps | s5s2e® | Lless™ | risea™ |
c4 W s0x15 i EREsgS ) m)odEt ) 2 S
Cs Lo 2200 F B34l R S0 | A0S0 |
C6 | DcsuE E aEEde | J0EER2™ L SRsed™ |
c8 | 015£007 | 013£005 | 008+003* | 008+004° |
C10 | 036+010 | 019£008" | 0,11£0,05" | 0,10+003" |
C12 | 1,02+050 | 095£050 | 039+0,18% | 036+0,09" |
Cl4:1 | 0354016 | 051£020 | 043£024¢ | 035£0,10° |
Cl14 [ an=we 1,5+0,6 J‘ 1408 | 09+03" |
cigl | JUs=037 | 1154058 " | 1,60+0,86" | 0.73+028° |
C16 L od e+ 80 U85 4.0 N SR 14
C18:1 | 2513 | sax17" | 48+13" | 29+05% |
C18 | 33408 | gmesy | agdna™ | geegatt |
C20:4 | 0354015 | 034£009 | 0,10£005™ | 010+£004" |
* Peritiiméral doku grubu ile diger gruplarn karsilastirilmast * p < 0,05 - * p< 0,01

* Gilioblastoma Multiforme tiimdr grubu ile Yiiksek Grade Astrositoma, Diisiik Grade

Astrositoma tiimér gruplarinin karsilastirilmast € p < 0,05 - ¢ p< 0,01

* Yiiksek Grade Astrositoma ve Diisiik Grade Astrositoma tiimér gruplarinin karsilastiriimasi

©p <0,05 - "p<0,01
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Peritiiméral dokuya gore GBM grubu, serbest karnitin diizeyi agisindan istatistiksel
olarak Gnemsiz bir yiikselme gdsterirken C3, C4, C5, C14:1, Cl6:1, C16, C18:1, C18
kamnitin diizeylerinde 6nemli artiglar gosterdi.

Yiiksek grade astrositomlarda, C16:1, C16, C18:1, C18 karnitin diizeyleri
peritimoral dokuya gore artis gosterirken, genelde diger karnitin diizeyleri diigme gosterdi.

Diisiik grade astrositomlarda genel olarak kisa ve orta zincirli karnitin diizeylerinde
peritimoral dokuya goére azalmalar gorildi. C14:1, Cl6:1, C16, C18:1 karnitin
diizeylerinde dnemli degismeler goriilmedi.

Yiiksek grade astrositomlarla diisiik grade astrositomlar arasindaki fark
incelendiginde ise diisiik grade astrositomlarda C2, C18 ve C18:1 karnitin diizeyleri
anlamli derecede diisme gosterdi, C16:1 karnitin diizeyi artt1, digerlerinde 6nemli bir fark
yoktu.

GBM ve astrositom grubu Kkargilagtirildiginda, astrositomlarda GBM’ye gore

(yiiksek grade astrositomalarda C16:1 hari¢) ¢ogu karnitin diizeyinde azalma goriildii.

Peritiméral doku grubunun ve malign, atipik, klasik menenjiyom (im&r
gruplariin; serbest karnitin, C2, C3, C4, C5, C6, C8, C10, C12, C14:1, C14, C16:1, C16,

C18:1, C18, C20:4 karnitin diizeyleri ise Tablo 7°de verildi ve karsilastirild1.
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Tablo 7. Peritiimoral Doku Grubu ve Menenjiyom Tiimdr Gruplarinin Karnitin Degerleri

( Ortalama + SD )
Acilkarnitin Peritiimoral Malign Atipik Klasik
Deriveleri Doku Menenjiyom Menenjiyom Menenjiyom
(nmol/gr.yas (nmol/gr.yas (nmol/gr.yas (nmol/gr.yas
doku) doku) doku) doku)
Serbest 125,4 + 34,6 66,5+12,7" 69,8+223" 75,9 £19,6°
Karnitin
c2 | 702176 | 520+132* | 574+21,7 | 892 +243° |
C3 I sesne | wl+04* (| 25+05° | 21+05% |
c4 ) spxts | 42#16 | 254147 | 51+13 |
Cs | 22+07 | 031+006" | 028+007* | 052£0,12™ |
C6 | 13+04 | 087+0,09" | 1,03+£06 | 1,03+028" |
Cs | 015007 | 0104002 | 016+008 | 011+03 |
Cl10 | 036+010 | 0,13+005" | 011£004* | 0,10+003" |
c12 | 1,00£050 | 031+0,13" | 040+019* | 034+0,14" |
Cl4:1 | 035+016 | 0,18+0,04* | 016+009 | 0,13+0,03" |
Ccl4 | 21+10 | 048+021" | 048+005" | 054+020" |
cl6:1 | 065£037 | 019+0,06" | 022+001* | 027+0,i1" |
C16 | 42£19 | 16207° | 34206° | 27+117 |
C18:1 ] 25+13 | 13.05° | 194007 | 19+08 |
C18 I B5-08 f T34 1 26201° |7 38100
C20:4 | 035+015 | 007+0,02" | 010£003* | 0,10 £0,03" |

* Peritiimoral doku grubu ile Menenjiyom tiimér gruplarimin karstlastirilmast

*p<0,05-"p<0,01

* Malign Menenjiyom tiimor grubu ile Atipik Menenjiyom ve Klasik Menenjiyom timor

gruplarinin karsilagtirlimast € p < 0,05 - 4 p< 0,01

* Afipik Menenjiyom ve Klasik Menenjiyom tiimor gruplarinin karsilastiriimast

“p<0,05
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Menenjiyomlar peritiméral dokularla karsilastirildiginda karnitin dizeyleri daha
diisiik tespit edildi. Malign menenjiyomalar ve klasik menenjiyomalar arasinda C2, C3,
C5, C16, C18, C20:4 karnitin diizeylerinin malign menenjiyomalarda klasik
menenjiyomalara gore azaldigt goriildii ve bu da daha benign karakterde olan klasik

menenjiyomalarda kisa ve uzun zincirli karnitin diizeylerinin yiikseldigini gostermektedir.

GBM, malign, atipik ve klasik menenjiyom tiimér gruplarinin; serbest karnitin, C2,
C3, C4, C5, C6, C8, C10, C12, Cl4:1, Cl4, Cl6:1, Cl6, C18:1, C18, C20:4 karnitin

diizeyleri ise Tablo 8’de karsilastirild.
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Tablo 8. Glioblastoma Multiforme Tiimér Grubu Ile Menenjiyom Tiimér Gruplarinin

Karnitin Degerleri ( Ortalama + SD )

Acilkarnitin Glioblastoma Malign Atipik Klasik
Deriveleri Multiforme Menenjiyom Menenjiyom Menenjiyom
(nmol/gr.yas (nmol/gr.yas (nmol/gr.yas (nmol/gr.yas
doku) doku) doku) doku)
Serbest 152,0+ 82,0 66,5+12,7" 69,8 +22,3 759 £19,6°
Karnitin
2 | 657+268 | 5204132 | 574+217 | 892+243" |
C3 | 65%29 | 1,1+04" | 25+05* | 21£05" |
c4 i gix37 | agwip® | 25+137% | Sl=13° |
C5 | 33x12 | 031+006" | 028+007* | 052+0,12" |
Cé | 15+06 | 087+009" | 1,03+£06 | 103+028° |
(¢ | 013005 | 010+002 | 016008 | 011£03 |
C10 | 019+008 | 013+£005 | 011£004 | 010+0,03" |
C12 | 095£050 | 031+013" | 040£0,19 | 034+0,14" |
Cl4:1 | 051+020 | 018+004" | 0,16+009* | 0,13+003" |
Cl4 | 1,5+06 | 048=021" | 0484005 | 054+020" |
Cl6:1 | 1,15£058 | 0,19+£0,06" | 022+001* | 027+0,11" |
Cl16 | Masss |0 neE07" 4 34006 | 27501 Wl
Cl18:1 | 54%17 | 13+05° | 1,9+007* | 19+08" |
C18 I 8guag | r3ag® 2601 | @Me10"
204 | 034+009 | 007+002" | 0,10£003" | 0,10 £003" |

* Glioblastoma Multiforme tiimér grubu ile Menenjiyom tiimér gruplarinin karsilastiriimast

*p<0,05-"p<0,01

GBM ve (klasik

menenjiyomalar  kargilagtinldiginda, ~menenjiyomalarda

menenjiyomlarda C2 karnitin diizeyi hari¢) daha diisiik karnitin diizeyleri tespit edildi.
Yiiksek grade astrositoma, malign, atipik ve klasik menenjiyom tiimor gruplarinin;

serbest karnitin, C2, C3, C4, C5, C6, C8, C10, C12, C14:1, C14, Cl6:1, C16, C18:1, C18,

C20:4 karnitin diizeyleri ise Tablo 9’da kargilagtirildi.
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Tablo 9. Yiiksek Grade Astrositoma Tiimér Grubu Ile Menenjiyom Tiimér Gruplarmin

Karnitin Degerleri ( Ortalama + SD )

Acilkarnitin Yiiksek Grade Malign Atipik Klasik
Deriveleri Astrositoma Menenjiyom Menenjiyom Menenjiyom
(nmol/gr.yas (nmol/gr.yas (nmol/gr.yas (nmol/gr.yas
doku) doku) doku) doku)
Serbest 67,1+31,0 66,5+ 12,7 69,8 +22.3 75,9 19,6
Karnitin
2 | 567+169 | 520+132 | 574+217 | 892+243" |
c3 | 1awes | Liz04 | 25:05 | 2,1+05" |
C4 | 41+18 |  42+16 | 25+17 | 5113 |
cs |  13+08 | 031+006" | 028+007° | 052+0,12" |
C6 | 08+02 | 087+009 | 103+06 | 1,03+028 |
C8 | 008+003 | 0104002 | 016008 | 011+03" |
C10 | 011+005 | 013005 | 0,11+004 | 0,10£003 |
CI12 | 0394018 | 031+013 | 0404019 | 034+0,14 |
Cl4:1 | 043024 | 018+004" | 016+009 | 0,13+003" |
Cl4 | 14+08 | 048+021" | 0484005 | 054+020" |
Clel | 1,60£086 | 019+006" | 022+001* | 027+0,11" |
Cl6 | 85+40 | 16207" | 34206 | 27=11" |
Cl18:1 | L 4B=13 4 13#05° | 99+007" | .19+08" |
c18 A 433 f 4304 I D6+01" " | 2R+10% |
€204 | 010005 | 007+£002 | 010£003 | 010003 |

* Yiiksek Grade Astrositoma tiimor grubu ile Menenjiyom tiimér gruplarimin karsilastiriimasi

2p<0,05-"p<0,01

Yiiksek grade astrositomalar ile klasik — malign menenjiyomalar kargilastirildiginda

klasik menenjiyomalarda C2, C3 karnitinlerde ¢nemli yiikselmeler, uzun zincirlilerde

(C14:1, C14, C16:1, C16, C18:1, C18) ise diisme goriildii.

Diisiik grade astrositoma, malign, atipik ve klasik menenjiyom tiimor gruplarining

serbest karnitin, C2, C3, C4, C5, C6, C8, C10, C12, C14:1, C14, Cl6:1, C16, C18:1, C18,

C20:4 karnitin diizeyleri ise Tablo 10°da kargilagtirildi.
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Tablo 10. Diisiik Grade Astrositoma Tiimér Grubu {le Menenjiyom Tiimér Gruplarinin

Karnitin Degerleri ( Ortalama + SD )

Acilkarnitin Diisiik Grade Malign Atipik Klasik
Deriveleri Astrositoma Menenjiyom Menenjiyom Menenjiyom
(nmol/gr.yas (nmol/gr.yas (nmol/gr.yas (nmol/gr.yas
doku) doku) doku) doku)
Serbest 52,0£19,0 66,5+ 12,7 69,8+223 75,9 £19,6°
Karnitin
2 | 37594 | 520+132 | 574+21,7° | 892+243" |
c3 I Lizod | 11+0a | 25405 | 21205" |
C4 |  28+09 | 42+16 | 25%17 | 51£13" |
Cs |  1,0£03 | 031+006° | 028+007* | 052+012° |
C6 | 0804 | 087+009 | 1,03+06 | 1,03+028 |
C8 | 008004 | 010£002 | 016+008 | 011+£03 |
C10 | 010+0,03 | 013£005 | 0,11+004 | 0,10£003 |
Ci2 | 036009 | 031+0,13 | 040+0,19 | 034+0,14 |
Cl4:1 | 035010 | 0,18+004" | 0,16+009* | 013+003" |
Cl4 | 09+03 | 048+021" | 048+0,05* | 054+020" |
C16:1 | 073£028 | 0,19+006" | 0224001* | 027+011" |
Cl16 }  so=id | 16207 | 3406 | 272M° ]
Cl18:1 |0 29+05 . 13*05°% | 49:007% | 49+:08% |
C18 | 16+04 | 13204 | 26+01* | 28+10" |
C20:4 | 0,10£004 | 007+£002* | 0,10£003 | 010 %003 |

* Diisiik Grade Astrositoma tiimor grubu ile Menenjiyom tiimor gruplarinin karstlastirilmasi

*p<0,05-"p<0,01

Diisiik grade astrositomalar ile menenjiyomalar karsilastinldiginda ise ozellikle

uzun zincirli karnitinlerin (C14:1, C14, C16:1, C16, C18:1) tiim menenjiyomalarda diisme

gosterdigi bulundu. Klasik menenjiyomlarda ise serbest karnitin, C2, C3, C4 karnitin
diizeyleri. diisiik grade astrositomalara gore artarken, orta zincirli karnitin diizeylerinde

onemli bir farka rastlanmamigtir.
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Sekil 13. Peritiiméral Doku ve Tiimdr Gruplarinin Serbest Karnitin ve C2 Karnitin Diizeyleri
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Karnitin Diizeyleri (nmol/gr.yas doku)
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0O Peritiméral Doku 0O GBM O Yilksek Grade Astrositoma
O Duigik Grade Astrositoma O Malign Menenjiyoma @ Atipik Menenjiyoma

O Klasik Menenjiyoma

Sekil 14. Peritiimoral Doku ve Tiimor Gruplarinin Serbest Karnitin ve C3, C4, C5, C6, C8, C10,
C12 Karnitin Diizeyleri
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0O Digiik Grade Astrositoma @ Malign Menenjiyoma @ Atipik Menenjiyoma
O Klasik Menenjiyoma

Sekil 15. Peritiimoral Doku ve Tiimdr Gruplarimin Serbest Karnitin ve C14:1, C14, C16:1, C16,
C18:1, C18, C20:4 Karnitin Diizeyleri
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Veriler arasindaki korelesyonu incelemek igin yaptigimiz Spearman Korelasyon
analizinde GBM’de MDA diizeyleri ile C20:4 diizeyleri korele bir sekilde artmistir. Klasik
menenjiyomalarda, C4 diizeyi azalirken MDA diizeyleri artmistir. Diger parametreler

arasinda korelasyon bulunmamistir.
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Sekil 16. GBM’de MDA ile C20:4 karnitin arasindaki korelasyon
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Sekil 17. Klasik menejiyomalarda MDA ile C4 karnitin arasindaki korelasyon
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5. TARTISMA VE SONUC

Beyin dokusu, yiiksek miktarlarda oksijen tiiketmesi, diisiik diizeylerde antioksidan
savunma sistemine sahip olmasi, yiiksek konsantrasyonlarda Fe ve poliansature yag asidi
icermesi gibi nedenlerle oksidatif hasara 6zellikle duyarlidir. Ayrica, beyin viicudun en aktif
organlarindan birisidir ve viicuda giren total oksijen miktarimin %20’sinden fazlasini
tiiketmektedir. Bu nedenle beyinde diger organlardan daha fazla miktarlarda ROS iiretimi
ger(:eklesmektedir.74

Beyin dokusunun, serbest radikal hasarina duyarli olmasi bu organt kritik bir hedef
haline ggtirmistir. ROS, bu organin patolojik durumlarinin bir kisminin etyopatogenezinden
sorumlu tutulmaktadir. Alzheimer demansi, Parkinson hastalifi, Multiple Skleroz gibi
nérodejeneratif hastaliklarda ve beyin travmasi, iskemisi, toksisitesi gibi durumlarin
ilerleyen doku hasarinda serbest radikallerin rolii oldugu konusunda kanitlar artmaktadir.”’
Dokunun oksidatif strese duyarlilif ve serbest radikallerin onkogenezis iizerine etkisi, beyin
tiimorleri ile oksidatif stres arasindaki iliskiyi incelemek gerektigini diistindiirmektedir.'”

Malign hastaliklarda ¢ogunlukla cerrahi olarak tiimoriin ~ gikarilmasi  ve
histopatolojik evreleme ile hastaliin tani ve takibi yapilmaktadir. Serbest oksijen
radikallerinin de neoplastik hastaliklarin tani ve takibinde, tiimoriin malignite derecesini
belirlemede timor markin olarak kullamlip kullanilamayacag: arastirmalara konu
olmustur,47

Serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonun hiicre membran hasarima
yol agtifi ve onkogenesisde rol oynadig dﬁsﬁnﬁlmektedir.'09 Reaktif oksijen tiirlerinin
akciger kanseri, hepatoselliiler karsinoma ve prostat kanseri gibi gesitli patolojilerde yer
aldig1 bilinmektedir."*® Beyin oksidatif strese yatkin olan bir organ olduguna gore serbest

oksijen radikallerinin beyin tiimérlerinin patogenezinde de rol oynayabilecegi
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diigiiniilmektedir. Bugiine kadar gesitli beyin tiimérlerinde yapilan ¢aligmalarda,
MDA  diizeyleri ve antioksidan  yapilarla ilgili  farklt  sonuglar elde
edilmistir. 1001091 13,116,129,150,153

Pu ve ark.'”; Cu,Zn-SOD , Mn-SOD, katalaz (CAT), GSH-Px aktivitelerini
inceledikleri ¢alismalarinda : Cu,Zn-SOD , Mn-SOD diizeylerinde menenjiyoma, diisiik ve
yiiksek grade astrositomalar ve medullablastomada normal beyin dokusuna gore azalma;
yiiksek ve diisiik grade astrositomalarda ve menenjiomalarda ise CAT degerlerinde artma
gormiislerdir. GSH-Px diizeyleri ise menenjiomalarda artarken gliomalarda degismemisgtir.
Landolt ve ark.''®; nonneoplastiklerle neoplastik drnekleri karsilagtirdiklarinda askorbik
asit, glutatyon va sistein diizeylerinin belirgin olarak azaldigin bulmuglardir. Matsumoto
ve ark.'”; glioblastoma ve menenjiyomalar, grade II veya III astrositomalar ve
menenjiyomalar, normal beyin dokusu ve menenjiyomalar arasinda glutatyon (GSH)
miktarlarinda istatistiksel olarak onemli farklihklar bulmuglardir. Kékoglu ve Ak,
timor tiplerinin farklilasmasinda énemli rolii olan ksantin oksidaz aktivitesinin tiimoral
beyin dokusunda daha yikksek oldugunu belirtmislerdir. Kudo ve arkadaglart' %,
glioblastoma ve astrositomalarda GSH konsantrasyonunun normal beyne gore azaldigini
belirtmislerdir. Menenjiomalarda ise GSH konsantrasyonlarint kontrol dokusuna gore
daha yiiksek bulmuslardir. Multiple myelom, germinom ve kiigiik hiicreli karsinom gibi
radyosensitiv tiimérlerde diisik GSH konsantrasyonlari gostermislerdir. Ikeda ve Long'",
serbest oksijen radikallerinin peritiimoral beyin 6demine neden olan major faktor olup
olmadigimi inceledikleri galiymalarinda net sonuglar elde edememisler ve beyin timor

hiicrelerinde serbest oksijen radikallerinin gésterilmesinde daha ileri galigmalara ihtiyag

oldugunu belirtmislerdir.
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Cirak ve ark."” serebral tiimorlerde yaptiklari bir ¢alismada; oksidatif stres ve lipid
peroksidasyonunun géstergesi olan MDA diizeylerini, hem timor dokusunda hem de
timorli hastalarin serumunda saglikli kontrollere ve epilepsili kontrol hastalarina gore
artigim belirtmigler ve serbest radikallerin beyin tiimérlerinin onkogenezisinde rol
oynadigin ileri siirmislerdir.

Rao ve ark.'*, beyin tiimérlii hastalarda serum lipid peroksidasyonunu inceledikleri
caligmalarinda, benign ve malign timor hastalarinda lipid peroksidatif hasarda gok farklilik
bulamamuslardir. Bununla beraber tedavi sonras eritrosit TBARS diizeyleri iyi prognoz
gdsteren benign vakalarda (menejiyom) belirgin bir sekilde azalirken gliomali hastalarda
boyle bir azalma goriilmemistir.

Bizim ¢alismamizda ise peritiiméral doku grubu ile tiimdr gruplar kiyaslandiginda;
malign menenjiyom ve klasik menenjiyom tiimér gruplarinin MDA diizeyleri, peritiimoral
doku grubuna gore diisiiktii. Ayrica GBM ile menenjiyomlar karsilastinldifinda, klasik
menenjiyom tiimér grubunda GBM ye gore daha diisik MDA diizeyleri tespit edildi.
Bunun disindaki gruplarin MDA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
goriilmedi (Tablo 4).

MDA igeren gesitli aldehitlerin, niikleik asitlerle reaksiyona girdigine ve mutogenez
ve karsinogenezise katkida bulunduguna dair galismalar iginde; Petruzelli ve ark. ',
akciger kanseri doku 6rneklerinde MDA konsantrasyonunun belirgin bir sekilde arttifini
gostermislerdir. Ozkan ve ark.'®, akciger kanserinde serum MDA konsantrasyonlarin
kontrol grubuna gore daha fazla bulmuglardir.

Louw ve ark.'?, diisiik grade ve yiiksek grade astrositomalarda TBARS total GSH
diizeylerini dlgmiigler ve diisik grade’li astrositomalarda yiiksek grade’li olanlara ve

epileptik beyin dokularina gore belirgin olarak yiiksek bulmuslardir. Bu farkliligin
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nedenini soyle agiklamislardir: Yitksek grade’li lezyonlardaki zayif oksidatif metabolizma
agonal hiicresel aktivitenin bir kaniti olabilir. Yiiksek grade’li astrositomalar enerji
metabolizmalarinda, oksidatif fosforilasyondan ziyade glikolizi tercih etmektedirler ve
boylelikle oksijen kullanimi ve serbest oksijen radikal olusumu azalmaktadir. Bu da
oksijenden zayif ortamda timér hiicresinin - varligiu  siirdirme  yetenegini
giiclendirmektedir. Yiiksek grade’li tiimorlerde belirgin sekilde az mitokondri olmasi,
hiicrenin major fizyolojik serbest radikal kaynaginm stnirlamaktadir.'”® Tiim bu faktorler
yiiksek grade’li timér hiicrelerindeki oksidatif stresi en aza indirmektedir. Bunlarin tersine,
diisiik gradeli astrositoma hiicreleri bilinen enerji ve substrat metabolizmalarina
_ dayanmaktadirlar ve bu da serbest radikal iiretimini arttirmaktadir. Hiicreler onkogenezisin
metabolik yiikiine oldukga kuvvetli oksijen radikal olusumuyla cevap vermektedirler.
Oksidatif stresteki artis, lipid peroksidasyonundaki artist ve GSH ve peroksizomal katalaz
gibi mekanizmalarin harekete gegmesini yansitmaktadir. Matute ve ark."®®, diigiik gradeli
astrositoma hiicrelerinin glioblastoma hiicrelerinin tersine anlamli sayida fonksiyonel
glutamat reseptorleri igerdigini bildirmislerdir. Glutamat reseptor aktivasyonu serbest
radikal kaskadlarimin baglangici igin sinyal kanallari olu$turmal<tad1rlar.91 Ozellikle yavas
seyirli diisiik gradeli astrositoma vakalarinda malign transformasyonu inhibe eden yiiksek

122 yiiksek diizeylerdeki serbest

diizeyde antioksidan aktivitenin oldugunu bildirmislerdir.
radikallerin mutajenik etkisi hizli bir antioksidan cevapla engellenmektedir. Yiiksek
grade’li astrositomalarda gozlendigi gibi antioksidan diizeylerdeki azalmamin malign
progresyonu ilerletebildigi éne siiriilmiigtiir. Karsinogenezis siireci ile ilgili daha birgok
bilinmeyen ve ¢6ziilmemis nokta mevcuttur.

Louw ve arkadaslar'?, serbest radikallerin karsinogenezis igin gerekli oldugunu

fakat astrositoma gelisiminde tck bagina bir neden olarak yeterli olmadiklarint
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belirtmislerdir. Bu arastirmacilarin ¢aligmalarinda TBARS diizeylerinin, diisiik grade
astrositomalarda tiimoriin  yiizeyinde tiimoriin merkezinden daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Bizim c¢alismamizda da peritiimoral dokunun MDA diizeyleri, GBM ve
yiiksek grade astrositomanin MDA diizeylerine yakindir. Glial tiimor grubunda istatistiksel
olarak anlamli olmasa da malignite azaldikca MDA diizeyleri de azalmgtir.
Menenjiomlarda ise peritiiméral dokuya, GBM ye ve astrositomalara gére MDA diizeyi
daha diisiik bulunmugtur (Tablo 5).

Sonuglarmiz MDA diizeyleri agisindan ayni tip tiimdr dokularinda malign benign
farkinin pek olmadigini desteklerken, malignitesi yiiksek GBM ile daha az malign kabul
edilen klasik menenjiyomalarin daha diigiik MDA degerlerine sahip olmasi malignite ile
MDA diizeyleri arasinda bir iliski olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger tiimér tiplerinde
hasta sayismin  artmasiyla istatistiksel agidan anlamli  degerler gikabilecegini
diisiinmekteyiz. Ayrica literatiirdeki ¢alismalarda, MDA diizeylerindeki farkli sonug ve
yorumlarda hasta sayisimn, kullanilan MDA 6lgiim yontemlerinin de etkisi olabilecegi
goriilmektedir.

Son yillarda tibbin gesitli tedavi alanlarinda yer alan karnitin ve karnitin
acilesterlerinin serbest radikal toksititesine karsi korumada, biyokimyasal defans
mekanizmalarinin bir pargasi olarak 6ne siiriilmesi ilgi ¢ekmektedir. Atletik performansin
arttirilmasinda,  vejeteryanizmin neden oldugu eksiklikde, kalp hastaliklarinda,
hemodiyalizde, kalitsal karnitin eksikliginde, tiimorlerde kan glutatyon seviyesinin
artirilmasinda, kilo kaybinda, erkek infertilitesi, periferal arter hastahklari, valproat
toksisitesi, septik sok, kronik yetmezlik sendromu, Alzheimer demansi, yashlarda
depresyon, HIV enfeksiyonu, diyabetik néropati ve katarak(, beynin iskemi ve

reperfiizyonu gibi durumlarin tedavisinde ve alkolizmin biligsel bozukluklarinda yararh
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olabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur,!7385%6182123.26163 164176 warpitin ve bazi agil
esterlerinin, hiicresel hasara neden olan serbest radikallerin yer aldif1 patolojik durumlarda
da yararl: etkilerinin oldugu belirtilmektedir. Kalbin iskemik ve reperfiizyon hasarina kars1
koruyucu etkileri oldugu hayvan ve insan ¢aligmalarinda gosterilmistir.® Ayrica invitro
kanitlar da asid insolubl agilkarnitin (AICAR, uzun zincirli agilkarnitinler)’in direkt
antioksidan aktivite sagladig diislincesini desteklemektedir.®

Antioksidan biyokimyasal ag, iki farkli diizeyde calisan bir sistem olarak tarif
edilebilir. Primer defans sistemi, baglangi¢ oksijen radikal tiirlerini ortadan kaldirarak ve
radikal ¢ogalma reaksiyonlarini sonlandirarak oksidatif hasardan korur. Sekonder defans
sistemi, oksidatif saldiridan sonra ortaya ¢ikan hasar1 onarir. Cesitli antioksidan bilesikler
(vitamin E, B-karoten, askorbik asit ve iirik asit) ve antioksidan enzimler (SOD, katalaz ve
GPx) serbest radikallere kars1 ilk bariyer olarak degerlendirilirler. Bu sistemin bagarisizhg,
okside iirlinlerin olusumuyla son bulmaktadir. Bu asamada sekonder antioksidan agm veya
onarim sisteminin ekspresyonu, oksidatif olarak modifiye olan bu molekiilleri ortadan
kaldirarak, uygun hiicresel  biitlinlitin  tekrar kazamlmasim  saglar. Arduini ve

WIS vaptiklar: ¢alismalardan elde ettikleri verilere dayanarak, karnitin ve

arkadaglan
esterlerinin roliiniin, membran fosfolipidlerinin oksidatif hasar1 swrasindaki onarim
mekanizmalar1 i¢inde aranmasi gerektigini belirtmiglerdir. Membran fosfolipidlerinde
esterlesmis poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonunun ardindan fosfolipid-yag asidi

1 Bunun iki asamali bir prosesle gerceklestigi

dongiisiinde artis oldugu gosterilmigtir
bildirilmigtir: 1)Spesifik bir fosfolipaz ile okside yag asidinin uzaklagtiriimasi
2)Ag¢ilKoA-lizofosfolipid agiltransferazla tagmnan lizofosfolipid tizerine bir yag asidi
birlestirilmesi. Reagilasyon sirasinda (2. agama) agiltransferaz acilKoA y1 substrat olarak

kullamir. Bu agil-KoA, ATP-bagimli reaksiyon sirasinda acilKoA ligaz ile olugur.
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Deagilasyon-reagilasyon aktivitesi sekonder antioksidan defans sistemininin major
komponenti olarak degerlendirilir. Primer antioksidan defans sistemi, membran
bilesiklerinin oksidatif hasarindan sorumlu olan oksidanlarin tamamini ortadan
kaldiramazsa bu sekonder sistem tetiklenir.'*

Arduini ve ark.”® son galismalarinda, palmitoil-L-karnitin (C16) ve diger uzun
zincirli agilkarnitinlerin, eritrosit membran fosfolipidlerinin reagilasyon yolunda metabolik
aracilar oldugunu gostermislerdir. Bu proses ATP yoklugunda devreye girer. Bu da uzun
zincirli agilkarnitinlerin lizofosfolipidlerin reagilasyonu igin gereken intraselliiler yag
asitlerinin 6nemli bir havuzu oldugunu diistindiirmektedir. Karnitin palmitoil transferaz
(CPT) da agil akisim1 diizenler. Kirmizi kan hiicrelerinin ATP igeriinde, kontrol
degerlerine gore %20lik diistis palmitik asidin fosfotidilkolinle ve fosfotidiletanolaminle
birlesmesini etkilemezken, C16 Kkarnitin igeriginde ¢ok dramatik bir . azalma
gerceklestirir.!' Bu sonug, C16 karnitin reacilasyon prosesleri i¢in ek bir yag asit havuzu
olarak gorev yaptigim akla getirmektedir. Eritrosit CPT’nin substrat spesifikligi,
mikrozomal veya dig mitokondriyal spesifiteden farklidir. Eritrosit membraninda yaygin
olarak bulunan uzun zincirli ansature yag asitlerine artmig aktivite gosterir.'>!

Membran fosfolipidlerine serbest radikal saldiris1 lizofosfolipidlerin birikimine yol
acar. Fizyolojik membran yapisi ve fonksiyonlarinin korunabilmesi i¢in deagilasyon ve
reagilasyon aktiviteleri arasinda uygun bir denge saglanmasi kritik 6nem tasir. CPT nin
acil akisim diizenlemesiyle iliskili olan karnitin ve uzun zincirli esterleri, oksidatif hasar
sirasinda hiicre yagamm icin mutlaka gereklidir.'

Karnitinin koruyucu etkileri lipid metabolizmasindaki roliiyle iligkilidir. Karnitin ve
tlirevlerinin miyokardiyal iskeminin seyrinde veya iskemi-reperflizyon hasar1 sirasinda

metabolik parametrelerin ve miyokardiyal fonksiyonun diizelmesini sagladig
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bilinmektedir 338121142 Reznick ve ark.', L-propiyonil karnitinin (C3) ikili bir
mekanizma ile kalbi korudugunu ileri stirmektedirler: 1)Hidroksil radikallerinin tiretimi
icin gerekli demiri baglama 2)Etkin bir enerji kaynagi gibi gérev yapma. Karnitinin
doksorubusin-uyarimli kalp lipid peroksidasyonunu'® ve C3 karnitinin de iskemi-
reperfiizyon hasar1 sirasinda rat kalbinde lipoperoksit olusumunu azaltmasi'*>'>, bunlari
desteklemektedir. Karnitinin beyin tlizerine de koruyucu etkisi gosterilmistir, fakat
koruyucu etkisinin niteligi tam olarak aydinlatilamamistir. Koudelova ve ark.!'®, karnitinin
rat beyin lipid peroksidasyonu {lizerine koruyucu etkisi oldugunu ve diisiik basingh
hipoksiye maruziyetten sonra néron eksitabilitesinin kismen iylesmesine neden oldugunu
bulmuglardir. Karnitinin, hiicre membran fosfolipidleri lizerine stabilizasyon etkisi ve
hiicre enerji metabolizmas1 {izerine diizenleyici etkisinden dolay1 serbest radikal
olusumunu baskilamaya yardlm_ ettigini diisinmektedirler. Karnitinin, oksijen serbest
radikallerine karsi hem néronlarin korunmasinda &nemli bir rol oynayan enerji
metabolizmasinin diizenleyerek, hem de endojen temizleyici bir sistem olarak etki ettigini
belirtmislerdir.!**

Kanser hastalarinda 6zellikle de ilerlemis akciger ve meme kanseri olan hastalarda
serum agil karnitin konsantrasyonlarinda azalma aymi zamanda agil karnitin renal
klirensinde artis oldugu tespit edilmistir.'® Serum ve idrar karnitin diizeyinin metabolik
degisikliklerden etkilendiginin tespit edilmesinden bu yana; yiiksek agilkarnitin klirensi ve
AICAR  ekskresyonunun, kanser hastalarmm metabolik durumu hakkinda bilgi
verebilecegini diigiindiirmektedir.* Serum karnitin profilinin aragtinidigi  kanser
hastalarinda asid solubl agilkarnitin (ASCAR, kisa zincirli agilkarnitinler) diizeyi kontrol
hastalarina gére anlamli Slgiide diigiik bulunurken, nonesterifiye karnitin ve asid insolubl

agilkarnitin  diizeyleri ise kanser olmayan hastalarla benzer bulunmustur.'%
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Konsantrasyonlarin azalmasmn lipidlerin artmug kullanimina, azalmis iretimine, asid
solubl agilkarnitinin artmig ekskresyonuna ya da bunlarin tiimiine bagli olabilecegi
belirtilmigtir.®*1% Bununla birlikte serum karnitin diizeyindeki degisiklikler doku karnitin
konsantrasyonlar: i¢in her zaman belirleyici olmayabilir. Hipofiz tiimér Mt T-F4 i olan
ratlarda  yapilan g¢alismalarda karacifer ve kalp dokusunda o&lgiilen total karnitin
konsantrasyonunun tiimorii olmayan ratlara gére daha yiiksek oldugu bulunmugtur. Buna
karsibk nonesterifiye karnitin konsantrasyonun ise belirgin olarak diisiik oldugu
goriilmiistiir. 146

Biz de calismamizda karnitin ve agilkarnitinlerin, karsinogenezisle veya
karsinogeneziste etkisi diigliniilen lipid peroksidasyonuyla iligkisi olup olmadigini
aragtirmak i¢in, insan beyin tiimorlerinde (glial timorler n=45 , menenjiyomalar n=26)
serbest karnitin ve C2, C3, C4, CS5, C6, C8, C10, C12, C14:1, C14, C16:1, C16, C18:1,
C18, C20:4 karnitin diizeylerini inceledik. Peritliméral dokuya gore GBM grubu, serbest
karnitin diizeyi agisindan istatistiksel olarak 6nemsiz bir yiikselme gosterirken C3, C4, C5,
Cl4:1, Cl16:1, C16, C18:1, C18 karnitin diizeylerinde Snemli artiglar gosterdi (Tablo 6).
Bu durum bazi ¢ahgmalardaki karnitin diizeyleriyle ilgili bulgular1 kismen
desteklemektedir. Sandiker ve ark.'® calismalarinda (glial tiimérler n=22, menenjiyomalar
n=19), ASCAR diizeylerini gliomalarda otopsi sirasinda elde edilen normal beyin
dokusuna gore belirgin olarak ytiksek bulmuslardir.

Yiiksek grade astrositomlarda, C16:1, C16, C18:1, C18 karnitin diizeyleri
peritiiméral dokuya gore artis gosterirken, genelde diger karnitin diizeyleri diigme gosterdi

(Tablo 6).
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Diistik grade astrositomlarda genel olarak kisa ve orta zincirli karnitin diizeylerinde
peritimoral dokuya gore azalmalar gorildi. Cl14:1, Cl16:1, C16, C18:1 karnitin
diizeylerinde 6nemli degismeler goriilmedi (Tablo 6).

Yiiksek grade astrositomlarla diisik grade astrositomlar arasindaki fark
incelendiginde ise diisiik grade astrositomlarda C2, C18 ve CI18:1 karnitin diizeyleri
anlamli derecede diisme g6sterdi, C16:1 karnitin diizeyi artti, digerlerinde 6nemli bir fark
yoktu (Tablo 6).

GBM ve astrositom grubu karsilastinldiginda, astrositomlarda GBM’ye gore
(viiksek grade astrositomalarda C16:1 hari¢) ¢ogu karnitin diizeyinde azalma goriildii
(Tablo 6). Sandikc1 ve ark.nin'® caligmalarinda da grade II ve grade III astrositomalarda
ASCAR diizeyleri glioblastomalardan belirgin olarak diisiiktiir. AICAR diizeyleri de
astrositomlarda glioblastomlardan daha diisik bulunmustur. Bu agidan ¢alismamizi
desteklemektedir.

Calismamizda menenjiyomlarda perittimoral dokuya gore genel olarak daha diigiik
karnitin diizeyleri tespit edildi. Malign menenjiyomalar ve klasik menenjiyomalar arasinda
C2, C3, C5, C16, C18, C20:4 karnitin diizeylerinin malign menenjiyomalarda klasik
menenjiyomalara gére azaldign goriildii ve bu da daha benign karakterde olan klasik
menenjiyomalarda kisa ve uzun zincirli karnitin diizeylerinin yiikseldigini géstermektedir
(Tablo 7). Katarzyna ve ark.a'® gére, C16 karnitinin diisitk konsantrasyonlar kiiltiirdeki
ndroblastom NB-2a hicrelerinin hizli farklilagmasina neden olmaktadir. Bu yiizden
AICAR diizeylerindeki azalma tiimorlerdeki hizli farklilasmay1 yansitabilir. Bu da malign
menenjiyomlardaki uzun zincirli karnitinlerin diigitikliigtinti agiklayabilir. Ayrica klasik
menenjiyomalardaki C2 ve C3 karnitin yiikseklikleri C2 ve C3 karnitinlerin antioksidan

etkilerinin oldugunu belirten ¢alismalar1 desteklemektedir.>'*
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GBM ve menenjiyomalar Kkarsilastirildiginda, menenjiyomalarda (klasik
menenjiyomlarda C2 karnitin diizeyi hari¢) daha diisik karnitin diizeyleri tespit edildi
(Tablo 8). Sandikci ve ark.mn"% calismalarinda da, menengiomalarda AICAR diizeyleri
gliomalardan belirgin olarak diisiik bulunmugtur. ASCAR diizeylerini ise yliksek
bulmuslardir.

Yiiksek grade astrositomalar ile klasik— malign menenjiyomalar karsilastirildiginda,
klasik menenjiyomalarda C2, C3 karnitinlerde 6nemli yiikselmeler, uzun zincirlilerde
(C14:1, C14, Cl16:1, C16, C18:1, C18) ise diisme goriildi  (Tablo 9).

Diisiik grade astrositomalar ile menenjiyomalar karsilastirildifinda ise 6zellikle
uzun zincirli karnitinlerin (C14:1, C14, C16:1, C16, C18:1) tiim menenjiyomalarda diisme
gosterdigi bulundu. Klasik menenjiyomlarda ise serbest karnitin, C2, C3, C4 karnitin
diizeyleri. diisiik grade astrositomalara gore artarken, orta zincirli karnitin diizeylerinde
Onemli bir farka rastlanmamugtir (Tablo10). Sandikc1 ve ark.nin’%® calismalarinda da,
menengiomalarda ASCAR diizeyleri astrositomlara gore belirgin olarak yiiksekken,
AICAR diizeyleri daha diisiiktiir.

Membran sentezi igin gerekli fosfolipidler ile eikasonoidler ve diagil gliserol gibi
onemli regiilatér metabolitler, neoplastik hiicreler tarafindan, yag asidlerinin kompleks
lipidlere inkorporasyonu ile olugturulur. Cesitli yapilar ¢ok farkli yollarla karsinojenik
stireci etkileyebilirler. Tiimor gelisimini stimiile edebilir, promoter gibi davranabilir, timor
gelisimini inhibe edebilir veya tlim6r migrasyonunu ve metastatik potansiyeli
etkileyebilir.'™ Tiimér hiicreleri ile yapilan ¢aligmalarda, kolesterol sentezinde artig tespit
edilmigtir. Bu durumun sonucu olarak hiicresel membranlarda progresif bir kolesterol
birikimi meydana gelmekte ve bu da Snemli fizyolojik degisikliklere yol agmaktadir.

Kolesteroliin karbon iskeletinin herbirinin asetil KoA dan kaynaklandig: bilinmektedir."
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Azalmig AICAR seviyelerinin, lipidlerin kullanimindaki artisa veya membran sentezi ya da
eikosanoidlerin olusumu igin gereken fosfolipid ve kolesteroliin neoplastik hiicrelerce
sentezinin artmasina bagli olabilecegi disiiniilmiistiir. AICAR konsantrasyonlarindaki
azalma fizyolojik membran yap1 ve fonksiyonlarimi oksidatif hasardan koruyan karnitin ve
agilkarnitin esterlerinin durumu ile ilgili bilgi verebilecegi 6ne siirtilmiigtiir. %

Caligmamizda dokularin  karnitin ve MDA  diizeylerinin  korelesyonu
incelendiginde: GBM’de MDA diizeyleri ile C20:4 karnitin diizeyleri korele bir sekilde
artmistir (Sekil 16). Bu da lipid peroksidasyonunuda en ¢ok membranlarin yapisinda
bulunan doymamis yag asitlerinin etkilendigini desteklemektedir. Reznick ve ark.'®®, C3
karnitinin hidroksil radikallerinin {iretimi i¢in gerekli demiri baglayarak ve etkin bir enerji
kaynag1 gibi gérev yaparak serbest radikal hasarina karg1 koruyucu bir faktor olabilecegini
belirtmiglerdir. Bizim caligmamizda da klasik menenjiyomalarda, C4 karnitin diizeyi
azalirken MDA diizeylerinin artmig olmasi (Sekil 17), C4 karnitinin de bu tiimérlerde bir
koruyucu etkisinin olabilecegini diigtindiirmektedir.

Bu c¢aligmanin sonuglarinda, ayn tip tiim6r dokularinda MDA diizeylerinde belli
bir farklilk goérilmemigtir. Ancak degisik tip tiimorler arasinda anlamli farklar
bulunmustur. Karnitin yoniinden dggerlendirildiginde ise tiimor tiplerine gére serbest
karnitin ve C2, C3, C4, C6, C8, C10, C12, Cl4:1, C14, Cl16:1, C16, C18:1, C18, C20:4
karnitinlerin (uzun, orta ve kisa zincirli karnitinler), farkli tiimorlerde farkli degerler
gosterdigi tespit edilmigtir. Karnitin-MDA iligkisinin, her tiimér tipinde tek bagina bir
anlam ifade etmedigi goriilmiistiir. Antioksidan yapilar ve tiimor hiicre metabolizmasini
gOsteren parametreleri de igeren daha ileri ve daha kapsaml g¢aligmalarla konunun

incelenmesi gerekmektedir.
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6. OZET

Calismamizda beyin tiimér dokularinda, lipid peroksidasyonu ve gesitli karnitin
yapilarmn degisimini incelemeyi amagladik. Peritiméral doku, glioblastoma multiforme
timorlerde, yiiksek ve diigik grade astrositomalarda, malign, atipik ve klasik
menenjiyomalarda doku MDA, serbest karnitin, C2, C3, C4, C5, C6, C8, C10, C12, C14:1,
C14, C16:1, C16, C18:1, C18, C20:4 karnitin degerlerini dlgtiik.

Peritiiméral doku grubu ile tiimér gruplari kiyaslandiginda; malign menenjiyom ve
klasik menenjiyom tiimér gruplarimin MDA diizeyleri, peritiiméral doku grubuna gore
diisiiktii. Ayrica GBM ile menenjiyomlar karsilastirildiginda, MDA diizeylerinin klasik
menenjiyom‘tﬁmiir grubunda GBM ye gore daha diiglik oldugu gozlendi. Bunun disindaki
gruplarin MDA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar goriilmedi.

Karnitin diizeylerinde ise; peritiimdral dokuya gére GBM grubu, serbest karnitin
diizeyi agisindan istatistiksel olarak 6nemsiz bir yiikselme gosteritken C3, C4, C5, Cl4:1,
C16:1, C16, C18:1, C18 karnitin diizeylerinde dnemli artiglar gsterdi.

Yiiksek grade astrositomlarda, C16:1, C16, C18:1, CI8 karnitin diizeyleri
peritiiméral dokuya gore artig gdsterirken, genelde diger karnitin diizeyleri diigme gosterdi.

Diisiik grade astrositomlarda genel olarak kisa ve orta zincirli kamitin diizeylerinde
peritiiméral dokuya goére azalmalar gorildi. C14:1, Cl6:1, C16, C18:1 karnitin
diizeylerinde énemli degismeler goriilmedi.

Yiksek grade astrositomlarla diigiik grade astrositomlar arasindaki fark
incelendiginde ise diisiik grade astrositomlarda C2, C18 ve C18:1 karnitin diizeyleri
anlamli derecede diisme gosterdi, C16:1 karnitin diizeyi artti, digerlerinde 6nemli bir fark

yoktu.



87

GBM ve astrositom grubu karsilagtinldifinda, astrositomlarda GBM’ye gbre
(yiiksek grade astrositomalarda C16:1 harig) ¢ogu karnitin diizeyinde azalma goriildi

Calismamizda menenjiyomlarda peritimoral dokuya gore daha digiik kamnitin
diizeyleri tespit edildi. Malign menenjiyomalar ve klasik menenjiyomalar arasinda C2, C3,
C5, Cl6, Cl18, C20:4 karnitin diizeylerinin malign menenjiyomalarda klasik
menenjiyomalara gore azaldig goriildii.

GBM ve menenjiyomalar kargilastirildiginda, menenjiyomalarda (klasik
menenjiyomlarda C2 karnitin diizeyi harig) daha diisiik karnitin diizeyleri tespit edildi.

Yiiksek grade astrositomalar ile klasik-malign menenjiyomalar kargilagtirildiginda,
klasik menenjiyomalarda C2, C3 karnitinlerde ¢nemli ve 6nemsiz ylikselmeler, uzun
zincirlilerde (C14:1, C14, C16:1, C16, C18:1, C18) ise diisme goriildi.

Diisiik grade astrositomalar ile menenjiyomalar kargilastinldiginda ise 6zellikle
uzun zincirli kamitinlerin (C14:1, C14, Cl6:1, C16, C18:1) tiim menenjiyomalarda diigme
gosterdigi bulundu. Klasik menenjiyomlarda ise serbest karnitin, C2, C3, C4 Kkarnitin
diizeyleri, diisik grade astrositomalara gore artarken, orta zincirli karnitin dﬁzeylerinde
onemli bir farka rastlanmadi.

Dokularin karmtln ve MDA diizeylerinin korelesyonu incelendiginde: GBM’de
MDA diizeyleri ile C20:4 karnitin diizeyleri korele bir sekilde artma gosterdi. Klasik
menenjiyomalarda da C4 karnitin diizeyi azalirken, MDA diizeyleri artt1.

Sonug olarak, aym tip tiimér dokularinda MDA diizeylerinde belli bir farklihk
gortilmezken degisik tip tiimorler arasinda anlamli farklar bulunmustur. Karnitin yniinden
degerlendirildiginde ise tiimor tiplerine gdre uzun.orta ve kisa zincirli karnitin degerlerinde
glial tiimérlerde ve menenjiyomalarda farkli degerler elde edilmistir. Karnitin-MDA

iligkisinin, her tiimor tipinde tek bagina bir anlam ifade etmedigi goriilmiistir.
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