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OZET

Huntington hastalign  (HH) 1/100.000 oraninda goriilen kalitimsal
ndrodejeneratif bir hastaliktir. HH’de noronal hiicre 6liimiiniin etiyolojisi heniiz
tamamen aydinlatilamamistir. Norodejenerasyona neden olan mekanizmalar
arasinda eksitotoksisite, mitokondriyal enerji metabolizmasi1 bozukluklari, artan
hiicre i¢i kalsiyum diizeyleri ve serbest radikaller yer almaktadir. Serbest
radikallerin zararlh etkilerine kars1 organizmada bulunan koruyucu mekanizmalara
antioksidanlar denir. Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu,

bir kismi ise olusmus serbest radikallerin zararl etkilerini 6nler.

Calismamizda 3-NPA ile deneysel HH modeli olusturarak, reaktif oksijen ve
nitrojen tiirlerinin diizeyleri kemiliiminesans yontemi ile 6l¢iildii. HH modeline
alternatif bir tedavi segenegi olan antioksidan terapi uygulanarak serbest radikal
diizeylerindeki degisimler kemiliiminesans yontemi ile saptandi. Calismamizin
alternatif tedavi grubunda ise 3- NPA ve buna ek olarak alfa lipoik asit (LA)
siganlara sistemik olarak uygulandi ve beyin kesitlerinden salinan reaktif tiirler ve
tam kan Orneklerinden elde edilen mononiikleer hiicre aktivasyonu

keminliiminesans yontemi ile dl¢iildii.

Calismamizin sonucunda deneysel olarak olusturulan HH modelinde reaktif
oksijen ve nitrojen tiirlerinin arttigin1 ve mononiikleer hiicrelerin aktivasyonunun
azaldigii saptadik. Buna ilaveten 3-NPA ile olusturulan deneysel HH modeline
tedavi olarak LA’in kullanilmasi ile birlikte serbest radikallerin miktarinin

azaldigini1 ve mononiikleer hiicre aktivasyonunun arttigini saptadik.

Sonu¢ olarak calismamizda HH’nin patogenezinde artmis reaktif tiirlerin
oldugunu, bu artista eksitotoksisitenin yan1 sira mitokondriyal enerji
metabolizmasindaki bozukluklarin ve artan hiicre i¢i kalsiyumun da katkida
bulundugunu dolayl olarak gosterdik. Bununla birlikte deneysel HH modelinde
artan reaktif tiirlerin uygun antioksidan kullanim ile azaltilabildigi sonucunu elde

ettik.

Anahtar kelimeler: Huntington hastaligi, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri, 3-NPA,

lipoik asit, oksidatif stres



SUMMARY

Therapeutic effects of alpha lipoic acid on injury mechanism of
experimental Huntington’s disease model that is produced by 3-

Nitropropionic acid

Huntington’s disease (HH) is a genetic neurodegenerative disease that is seen
1/100.000. Etiology of dying neuronal cells in HH has not yet been clarified. The
mechanisms that cause neurodegeneration include excitotoxicity, mitochondrial
energy metabolism disorders, increased calcium levels within cells and free
radicals. The protective mechanisms in the organism against the harmful effects of
the free radicals are called antioxidants. Some of these antioxidants hinder free
radical formation, and some prevent the harmful effects of already formed free

radicals.

By forming an experimental HH model with 3-NPA in our study, the levels of
reactive species are measured using the chemiluminescence method. The changes
in reactive species levels are also measured using the chemiluminescence method
after the application of antioxidant therapy which is a treatment option alternative
in HH model. In the alternative treatment group of our study on the other hand, 3-
NPA and additionally alpha lipoic acid (LA) are applied to rats systematically,
and the reactive species that are released from their brain slices and the
mononuclear cell activation obtained from blood samples are measured using the

chemiluminescence method.

At the end of our study, we have found that the reactive species increase and
mononuclear cell activations decrease in the experimental HH model.
Additionally, we have found that the concentration of reactive species decreases
and mononuclear cell activation increases after LA treatment in our experimental

HH model.

As a result, we have indirectly shown that the reactive species increase in the
pathogenesis of the HH, and besides excitotoxicity, the calcium ion concentration
within in the cells and disorders in the mitochondrial energy metabolism

contribute in this increase. In addition to this, we have shown that the reactive



species that increase in the experimental HH model can be reduced with the use of

proper antioxidants.

Key words: Huntington’s disease, reactive oxygen and nitrogen species, 3-NPA,

Lipoic acid, oxidative stress



1. GIRIS VE AMAC

Huntington hastaligi (HH), orta yaslarda baslayan otozomal dominant
kalitimli norodejeneratif bir hastaliktir. HH istemsiz kore formundaki hareketler,
psikolojik degisiklikler ve demans ile birlikte seyreder. HH ilk kez George

Huntington tarafindan 1872 yilinda tanimlanmigtir (1).

HH noéropatolojisi incelendiginde farkli beyin bolgelerinin farkli seviyelerde
hastaliktan etkilendigi goriilmektedir. En 6nemli kayip striatumda goriilmekle
birlikte substantia nigra, globus pallidus, nucleus subtalamicus, amigdala, talamus

ve hipotalamus bolgelerinde de lokal noronlarin 6liimii goriilmektedir (2).

Pozitron emisyon tomografisi ile yapilan goriintiilemelerde Huntington’lu
hastalarda oOzellikle striatumda glukoz metabolizmasinin bozuldugu tespit
edilmistir (3). Bu durum HH’de ortaya ¢ikan en erken patolojik degisikliktir.
Hiicre metabolizmasinda meydana gelen bu defekt striatumda hiicre Sliimiine ve
beyinde enerji lretimine yoOnelik metabolik enzimlerde azalmaya neden
olmaktadir. Mitokondriyal elektron tagima zinciri primer olarak etkilenmekte ve

enerji liretimi azalmaktadir (3).

Deneysel HH modeli olusturmak tizere kullandigimiz 3-nitropropiyonik asit
(3-NPA) maddesi mikotik kdkenli striatal bir nérotoksindir. Krebs siklusunda ve
elektron tasima zincirinde gorev alan siiksinat dehidrogenaz enziminin geri
doniigiimsiiz inhibitoriidiir (4). 3-NPA, sican, fare ve primatlara akut veya kronik
olarak uygulandiginda HH benzeri semptomlar ortaya ¢ikarmakta ve ATP

olusumunu azaltmaktadir (4).

Calismamizda deneysel olarak olusturulan HH modellerinden elde edilen
striatal kesitlerde reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri kemiliiminesans yontemi ile
Olctilerek hasar olusturucu mekanizmadaki rollerinin bdlgesel olarak incelenmesi

amaglandi. Ayrica deneklerden alinan kan 6rneklerinden elde edilen mononiikleer



hiicrelerde solunumsal patlama diizeyleri belirlenerek dolasimdaki genel etkinin

incelenmesi diistiniildii.

Alfa lipoik asit (LA) antioksidan ve anti-enflamatuvar etkileri olan bir
kofaktordiir (5). Diabetes mellitus, ateroskleroz ve iskemi-reperfiizyon hasarinda
etkinligi gosterilmis olmasina ragmen norodejeneratif hastaliklardaki etkinligi ile
ilgili az sayida yaym mevcuttur. Calismamizda deneysel HH modelimizde LA
tedavi gruplarinda 3-NPA alimina es zamanli olarak LA uygulamasi yapilmasi ve
bu uygulama sonucu LA’nin striatal beyin kesitlerinde hasar olusturucu
mekanizmada etkin oldugu diisiliniilen reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri iizerine

azaltic1 ve/veya antienflamatuvar etkilerinin arastirilmasi planlandi.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Huntington Hastahg

Huntington hastaligt (HH) fetal, otozomal dominant gecisli prevelansi
1:100.000 olan fiziksel, biligsel ve psikiyatrik semptomlar1 kapsayan
norodejeneratif bir hastaliktir (1, 6, 7, 9). HH’nin en karakteristik belirtisi kore
adini alan diizensiz ve istemsiz hareketlerdir (8). Kontrol dis1 olan bu hareketler
stirekli ve viicudun biiyiik bir boliimiiniin katilimiyla sigramalar seklinde olur (2).
HH gelisiminde fiziksel stabilite bozulmasi ve kas kontroliiniin zayiflamasi
sonucunda anormal yiiz ifadeleri, ifade bozuklugu, ¢igneme ve yutmada zorluk
goriiliir. Disfaji ve buna bagl olarak kilo kayb1 mevcuttur (10, 11). Bunlarin yam
sira uyku sikluslarinda bozulma, uykusuzluk ve hizli g6z uyku hareketlerinde
bozulmalar goriiliir (12, 13).

Bilissel semptomlar segici biligsel yeteneklerdeki zayiflama ile ortaya ¢ikar.
Buna bagli olarak yonetici fonksiyonlar (planlama, biligsel esneklik, soyut
diisiinme, kural edinme, uygun davraniglarin sergilenmesi, uygunsuz davraniglarin
engellenmesi), fizikomotor fonksiyonlar (kas kontrolii ile ilgili diisiinsel
islemlerde yavaslama), algisal ve cevresel yetenekler, bilgileri hatirlamada dogru
metodu segme ve yeni beceriler 6grenmedeki bozukluklar bireydeki patoloji ile
paralellik gosterir (14).

Hastalik c¢esitli fiziksel ve biligsel semptomlarin yani sira depresyon,
anksiyete, duygu disavurumunda azalma (duygusal kisitlilik), 6fke gibi negatif
disavurumlar1 kontrol yeteneginde azalma, korku, iiziintii, bagkalarindan nefret
etme, bencillik, saldirganlik ve zorlayict davranislar gibi psikiyatrik semptomlari
da icerir (15). HH olan bireyin ¢alisma hayatinda veya giindelik yasaminda
performanst diismekte ve ilag takviyesi ile yasamini stirdiirmektedir (1, 7).

Hastalik genellikle 35-45 yaslari arasinda baslar ve ilerleyici bir sekilde
seyreder. Ilk semptom goriildiigiinden itibaren ortalama yasam siiresi 15-20 yildir
(16). Cok kiiclik bir popiilasyonda 15 yasin altinda goriilmekte; bradikinezi,
epilepsi, demans ve ataksi gibi semptomlar hizla gelismektedir. 60 yasin {izerinde

hastalik daha yavas gelismekte fakat daha fazla semptom goriilmektedir (2).



2.1.1.Huntington Hastaligr’nin Genetik Ozellikleri

HH, otozomal dominant kalittimli ndrodejeneratif bir hastaliktir. HH geni
huntingtin adi1 verilen 350 kDa agirhiginda ve islevi heniiz bilinmeyen,
sitoplazmada bulunan bir protein kodlar (17). HH geni 4. kromozomun kisa
kolunda lokalize olmustur. Bu genin exon 1 bdlgesinde meydana gelen mutasyon

sonucu CAG triniikleotidlerinin tekrarlarinin artmasina neden olur (9).

Saglikli bireylerde 35’ten az CAG tekrar1 varken HH olan bireylerde bu say1
37 ve lizerine ¢ikar (16). Artan CAG triniikleotid tekrarlart mutant huntingtin
proteinine anormal uzunluktaki poliglutamin sekanslarinin eklenmesine neden
olur (16, 17). Huntingtin proteini ile interaksiyona giren 4 farkli protein tarif
edilmistir. Bunlardan birincisi HIP 2 huntingtin-interacting protein 2’dir ve gorevi
protein degradasyonunu gergeklestirmektir. ikincisi HAP 1 huntingtin-associated
protein 1, iglinciisii HIP 1 proteinidir ve huntingtinin hiicresel fonksiyonlarini
yerine getirebilmesi i¢in gereklidir. Sonuncusu da HEAT protein motif found in
huntington elongation factor 3 regulatory A subunit of protein phosphatase 24
and TORI dir. Bu proteinin aminoasit dizisinin bir kismi1 huntingtin ile homoloji
gosterir. Ayni zamanda yapisindaki aminoasitlerin, transport iglevinden sorumlu

sitoplazmik regiilator proteinlerle ayni oldugu gosterilmistir. (3, 18)

HH’de heterezigot kalitimli bireyler ile homozigot bireyler arasinda klinik
olarak fark saptanamamistir. Homozigot bireylerin letal olmas1 gerekirken
heterozigotlar ile ayni eksiklikler goriilmektedir. Bu durum olusan gen defektinin
esansiyel bir geni elemine etmediginin bir gdstergesidir ve bu gen defekti ile
birlikte bir enzim aktivitesinin azaldig1 ya da tamamen ortadan kalktig1

diistintilmektedir. (2, 3)

2.1.2. Huntington Hastaligi’nin Noropatolojik Gelisimi

HH globus pallidus, amigdala, nucleus subtalamicus, substantia nigra,
talamus ve hipotalamus ile subkortikal bolgelerdeki lokal néronlarin kaybi ile
karakterize bir hastaliktir ve bu bolgeler hastaliktan farkli derecede
etkilenmektedirler (16, 19). Huntington’lu hastalarin post-mortem beyin dokulari
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incelendiginde %20 oraninda kiiciilme goriildigii kaydedilmistir (2). HH’de
striatumda cesitli hiicre tiplerinin azalmasiyla %95 kayip meydana gelmektedir ve
bu atrofik goriintii postmortem beyin kesitlerinde net olarak gézlenmektedir (1, 3).

Immiinositokimyasal ~ boyama  yontemleriyle  yapilan  ¢aligmalarda
Huntington’lu hastalarin serebral korteks ve striatumlarinda dejenerasyon ve
proliferasyonun sitoskeletal farklilagsmalar ile birlikte gelistigi gosterilmistir.
Noral hiicre adezyon molekiillerinde ‘fosfataz direngli epitopla’ yapilan boyamada
ozellikle striatumda dejeneratif degisikliklerin oldugu tespit edilmis ve anormal
sitoskeletal ~ protein  fosforilasyonunun N-methyl D-aspartate (NMDA)

reseptoriiniin aktivasyonu ile iliskilendirilebilecegi ileri siirtilmistiir (20).

2.1.3. Huntington Hastaligi’nda Enerji Metabolizmasi Bozukluklar:

HH’de ortaya cikan en erken patolojik degisiklik glukoz metabolizmasinda
meydana gelen azalmadir. Huntington hastalarinda pozitron emisyon tomografisi
ile yapilan goriintiilemelerde, striatumda, 6zellikle nucleus caudatus’ta glukoz
metabolizmasindaki azalma tespit edilmistir (2, 3). Hiicre metabolizmasinda
meydana gelen bu defekt nucleus caudatus ve putamen’de hiicre 6liimiine neden
olmakta ve buna ilaveten beyinde enerji iiretiminde rol alan metabolik enzimlerde
azalma goriilmektedir. Bu durumdan mitokondriyal elektron tagima zinciri primer
olarak etkilenmekte dolayisiyla enerji iiretimi azalmaktadir. Bunun yani sira
HH’de enerji metabolizmasinda goriilen genetik defektler, eksitotoksik ndron

6limiine neden olmaktadir (3).

Bir hipoteze gore huntingtin proteinindeki poliglutamin segmenti primer veya
sekonder enerji metabolizmasi defektine bagli olarak, néronal dejenerasyona

neden olmaktadir.(21)

2.1.4. Huntington Hastaligi’nda Oksidatif Stresin Rolii

Biitiin aerobik canlilar normal solunumun bir sonucu olarak bir miktar
istenmeyen serbest radikal olugturmaktadir. Kullanilan oksijenin yaklasik % 1.5’
suya indirgenememekte ve serbest radikal olusturarak ortama salinmaktadir (22).
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Saglikli bir konak¢ida antioksidanlar, bu iiretilen radikallerin ¢evre dokuya hasar
vermesini engellemektedir. Ne zamanki serbest radikal olusum hizi konakg¢inin
antioksidan defans mekanizmalarini asarsa o zaman oksidatif stres olusur.
Oksidatif stres DNA, lipitler, proteinler, karbonhidratlar gibi bir¢cok makro
molekiilde hasar meydana getirir, hiicresel homeostazi bozar ve bir¢ok hastaligin
patogenezinde rol oynayan hasar verici diger reaktif oksijen tiirleri (ROT)’nin

tiretimini arttirir (23).

Norodejeneratif proseslerde ROT nin artmastyla normal mitokondriyal isleyis
ve buna bagli olarak iiretilen ATP miktar1 azalir, mitokondriyal membran
potansiyeli ve permeabilitesi degisir, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artar.
Tim bu degisiklikler néronal oliimlere, eksitotoksisiteye, makro molekiillerin

olusumuna ve apoptoza neden olur (24).

Oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon iizerinde direkt olarak etkilidir.
ROT’nin olusumu siiresince ndronlarda hidrojen peroksit olusumu gériiliir, bu da
mitokondriyal disfonksiyona ve mitokondriden sitokrom ¢ sakinimina neden olur.
Reaktif nitrojen tiirleri (RNT) ise ndronlarda anoksiye neden olur ve bu da
mitokondriyal membranlarda depolarizasyona ve sonrasinda da sitokrom c
salinimina neden olur (25). HH hastalig1 patogenezinde diger norodejeneratif
hastaliklarda da oldugu gibi oksidatif stres ve mitokondriyal hasarin oldugu
ongoriilir. Huntington’lu hastalarin beyin otopsilerinde bir¢ok mitokondriyal
enzim aktivitesinin azaldig1r saptanmustir. HH’de elektron tasima zincirinde
kompleks II ve III” te %55, kompleks IV’te %25 kayip oldugu gdzlemlenmistir
(26, 26). Serbest radikallerin elektron tagima zincirinde yapmis oldugu zarar enerji

metabolizmasindaki bozulmanin asil nedenidir.

Bunlarin yani sira yapilan calismalarda Huntington’lu hastalarda bazal
gangliada 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (OHdG) seviyelerinin yiiksek bulunmasi
oksidatif DNA hasarmin diisiindiirmektedir (3). HH’da transgenik modeller
tizerinde yapilan calismalarda OHdG seviyesi idrar, plazma ve striatal
mikrodiyalizatlarda yiiksek bulunmustur (3). Yapilan diger transgenik model
caligmalarinda ROT nin indeksi olan dichlofluoruscein (DCF) in arttigi, 11,19 ve
35 haftalik hayvanlarda katalaz enziminin baskilandigi goriilmiis ve oksidatif

stresin HH gidisatinda etkili oldugu diisiiniilmiistiir (3).



2.1.5. 3- Nitropropiyonik Asit (3-NPA) ile Huntington Hastaligi Modeli

3-NPA molekiiler agirhigi 119.08 g/mol olan striatal bir toksindir.
Mitokondriyal sitrik asit dongiisiinde ve elektron transport zincirinde yer alan
siiksinat dehidrogenaz enziminin geriye doniisiimsiiz inhibitoriidiir (27, 28). 3-
NPA sigan, fare ve primatlara akut veya kronik uygulandiginda, HH benzeri

semptomlar ortaya ¢ikarmakta ve ATP olusumunu azaltmaktadir (27).

Diisiik doz 3-NPA sistemik uygulandiginda striatal atrofiye neden olur ve
olusan lezyonlar striatuma spesifiktir, yiliksek dozda uygulandiginda ise

hipokampus ve talamus etkilenir (29).

3-NPA’nin yiiksek metabolik aktiviteye sahip olan ve ¢ok sayida NMDA
reseptorii iceren beyin bolgelerine etki ettigi ortaya c¢ikarilmistir. 3-NPA
uygulamasiyla olusan 3 farkli tip lezyon tanimlanmustir. Tip 1 lezyonlar, dorsal
striatumdaki adaciklarda néron kaybi, NADPH diaforaz noéronlarinda azalma ve
aksonlarda kii¢iilme ile tip 2 lezyonlar daha fazla sayida noéron kaybi, diaforaz
noronlarinda eksiklik ve HH striatal patolojisine benzer hiicre iginde fibril
demetleri seklinde kapsiilciikler ile, tip 3 lezyonlar dorsal striatumun tamaminda

noronal kayip ve ventral striatumda ndron kaybi baslangici ile karakterizedir (3).

Alt1 haftadan kiiciik deney hayvanlarina sistemik enjeksiyon sonrasi toksik
etkinin olmadigi, 7-14 haftalik deney hayvanlarinda %25 oraninda striatal hasar
olustugu ve 16 haftadan biiyiiklerde ise %80 striatal lezyon olustugu ve 6lim
goriildiigii  bildirilmistir (22). Intrastriatal enjeksiyon sonucunda sistemik
enjeksiyona gore daha fazla néronal kayip oldugu gosterilmistir (29, 30). HH’de
kore tarzinda hareket varken 3-NPA uygulamasi sonucu distonik hareket goriiliir.
Ikisinde de striatal hasarlanma ve striatal afferentlerde azalma, spiny ndronlarinda
dendiritik anormallik, NADPH diaforaz néronlarinda azalma ve spiny projeksiyon

ndronlarinda kayip goriiliir (27).

3-NPA ile goriilen davranmis bozukluklari ilk asamada uyku hali, daha
sonrasinda yliriiylis bozuklugu, sendeleme ve donme hareketi son asamada ise

yana uzanma hareketi ve aktivite distkligidiir (29, 30).
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3-NPA’nin sistemik enjeksiyonu ile birlikte viicudun tiim dokularinda yiiksek
enerjili fosfat bilesiklerini yikan fosfatazlar hizla azalir. Kronik diisiik doz 3-NPA
uygulamas1 ile NMDA reseptor agonistlerinin Intrastriatal uygulanmasinin
histolojik acidan benzer lezyonlara neden oldugu gosterilmistir (56).
Mitokondriyal toksinlerle elektron tagima zincirinin inhibisyonu in vivo sekonder
eksitotoksik noronal dejenerasyona neden olmaktadir (32, 33). Bagka bir yandan
siiksinat dehidrogenaz aktivitesinin inhibisyonu hiicresel ATP diizeyinin
azalmasina ve hiicresel anoksiye neden olmaktadir ve anoksinin de eksitotoksik
hiicre 6limiine neden oldugu bilinmektedir (34). Toksisitenin mekanizmasinda
dopaminerjik toksisite, striatal arterin yaralanmasi veya glutamat tasiyici

aktivitesinin yiiksek olmasinin da etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (32).

2.2 Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri:

Serbest radikaller, en dis orbitalinde tek sayida paylagilmamis elektron
bulunan molekiiller olarak tanimlanir. Serbest radikaller canli hiicrenin
biyomembranlarindaki doymamus lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi
organik bilesiklerle reaksiyona giren oldukca reaktif nitelikli molekiillerdir. Cok

kisa yasam siireleri olmasina karsin, hiicrede oksidatif hasara yol agabilirler (35).

Serbest radikaller elektron konfigilirasyonlarini pozitif yilikle dengelemeleri
gerektiginden oldukca reaktiftirler. Elektronunu bagka bir molekiile verebilen
serbest radikaller, baska bir molekiilden elektron alarak elektron ¢ifti
olusturabilmektedirler. Bu reaksiyonlar yoluyla radikal olmayan yapilar da radikal

sekline doniigebilir (36).

Serbest radikaller normal hiicresel metabolik reaksiyonlarin bir iirliniidiir. Bu
nedenle biyolojik bir bozukluk olarak nitelendirilmemelidir. Farkli metabolik
olaylar farkli radikallerin olusumuna neden olmaktadirlar. Hiicre zarinda,
mitokondriyal elektron tasima zincirinde, sitozol ve endoplazmik retikulumda
gelisen metabolik reaksiyonlar serbest radikal olusumuna neden olurlar. Ayni
zamanda organizmada hastalia sebep olan eksojen madde etkisi ile de

olusabilirler (37, 38).

Aerobik metabolizmaya sahip canlilarda serbest radikaller baslica oksijenden

tiremektedir. Bunun yanisira organizmada karbon ve kiikiirt merkezli radikaller
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de olugmaktadir. Serbest radikal gibi davranan, ancak serbest radikal tanimina
uymayan oksijen kaynakli hidrojen peroksit gibi hareketli molekiiller de
mevcuttur. Bu molekiiller de serbest radikaller ile beraber reaktif oksijen tiirleri

(ROT) olarak adlandirilirlar (35 - 38) (Sekil 1).

Reaktif oksijen tiirleri enzimatik reaksiyonlar ve metabolik fonksiyonlar i¢in
gereklidir. Buna karsin hiicresel yapilar1 olumsuz etkileyebilirler. Serbest
radikallerin en 6nemli hedef yapilart DNA, lipit ve proteinlerdir. Hiicre zarindaki
lipitlerde lipit peroksidasyonuna, protein metabolizmasinda agregasyon,
par¢alanma ile kirilmaya ve DNA yapisinda mutasyona neden olarak hiicre

Oliimiine yol acabilirler (39).

Sekil 1. Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri
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Serbest radikaller kaynaklarinin endojen veya ekzojen olusuna gore iki gruba
ayrilirlar. Ekzojen kaynaklar; sigara dumani, radyasyon, hava kirliligi ve
farmakolojik bazi elementlerdir. Endojen kaynaklar; fagositler, makrofajlar,
notrofiller, elektron transport sistemi, ksantin oksidaz ve arasidonik asit

metabolizmasidir (40, 41).

Endojen kaynak boélgelerinden biri olan fagositlerde zar bagimli NADPH
oksidaz enzimi bulunur. Bu enzim hiicre zarina bagli bir flavoproteindir ve
fizyolojik kosullarda indirgeyici substrat olarak NADPH’1 kullanir. Monosit
aktivasyonu sirasinda membran fosfolipidlerinden, fosfolipaz C, D ve A; ile
olusan arasidonik asit ve diger yag asitleri NADPH oksidaz1 uyarir. Solunumsal
patlama, molekiiler oksijenin indigenmesi ile reaktif oksijen tiirevlerini olusturur.

Tablo 1°de reaktif oksijen ve nitrojen iirlinleri goriilmektedir (35, 40).

Tablo 1. Reaktif oksijen ve nitrojen tiriinleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit anyon radikali (O;") Hidrojen peroksit  (H,0,)
Hidroksil radikali (OHe) Lipit peroksit (LOOH)
Peroksit radikali (ROOv) Singlet oksijen (02)
Alkoksil radikali (RO") Ozon (03)
Semikinon radikali (HQ") Hipoklorit asit (HOCI)
Organik radikaller (Re) Peroksinitrit (ONOO")
Nitrik oksit (NO»)

Azot dioksit (NO*)

Reaktif oksijen tiirlerinden en fazla etkilenen molekiiller lipitlerdir. Lipit
peroksidasyonu doymamis lipitlerin bulundugu yerlerde goriilen, molekiiler
oksijen ile yiiriiyen reaksiyonlarla gerceklesen ve lipit hidroperoksitlerin olustugu
kompleks bir islemdir. Cogu biyolojik Ornek ic¢indeki lipit hidroperoksitleri

degradasyona ugrayarak, alkan, alken, hidroksialkenal, keton cisimlerin ortaya
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ciktig1 iirlinlere doniisiirler. Lipit peroksidasyonu otokatalitik ve geri doniislimsiiz

bir reaksiyon oldugundan oldukca zararlidir (42, 43)

Canli  hiicrelerinde  hidroksil radikali  Oncelikli olarak membran
fosfolipitlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerine (polyunsaturated fatty acids,
PUFA) saldirarak, PUFA’nin bir karbon atomuna bagli yan zincirinden hidrojen
atomunu ayirarak, su molekiilii olusturacak bigimde bu atomla birlesir (36, 39).
PUFA’nin peroksidasyonu, hiicresel hasarin en 6énemli nedenlerinden biridir. Yag
asitleri peroksidasyonu zincir tepkimeler bi¢ciminde gelisir. ilk olarak yag asidi ve
radikal molekiil birlesmesi ile yag asidi radikali olusur ve bu molekiiliin oksijenle
birlesmesi sonucu, lipit peroksit radikali olusur. Lipit peroksit radikali, baska bir
yag asidinin yan zinciri ile reaksiyona girerek, hidroperoksit radikallerini
olusturur. Lipit peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesiklere donilismesi ile son bulur. Peroksitler otokatalitik zincir reaksiyonunu

baslatir ve boylece siddetli hiicre zar1 hasar1 gelisir (35).

Lipit peroksitlerin yikimiyla aktif aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre
diizeyinde metabolize edilirler, ya da baslangi¢ etki bolgesinden difiizyonla
hiicrenin diger boliimlerinede hasarin yayilmasina neden olurlar. Bu aldehitlerin
en Onemlisi malondialdehittir (MDA). MDA nonenzimatik olarak c¢oklu
doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi sonucu ortaya cikabilecegi gibi,
arasidonik asidin enzimatik oksijenasyonu sonucu yan iiriin olarak da ortaya

c¢ikabilir. Yarilanma 6mrii uzundur ve zarlar1 gegebilir (35, 36, 39).

Lipit peroksidasyonu birgok hastaliga ve doku hasarina neden olarak zar
gecirgenligini ve mikroviskoziteyi olumsuz yonde etkiler. MDA ise =zar
bilesenlerinin ¢apraz baglanmasina ve polimerizasyonuna neden olur. Bdylece
iyon tasinmasi, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu
bozulur. Hiicre zarinda zedelenmeye yol agarak akigskanligin bozulmasina,
sekretuvar fonksiyon kaybina ve transmembran iyon dengesizligine yol agar (35,

39).

Peroksidasyonun son iirlinii olan aldehitler, hidrokarbon gazlar ve MDA
iceren diger kimyasal bilesikler hiicre 6demine neden olur, damar permeabilitesini
etkiler, enflamasyon ve kemotaksisi baslatirlar. Fosfolipaz aktivitesini degistirip,

arasidonik asit salinimin1 uyararak prostaglandin ve endoperoksidazlarin yapimini
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arttirirlar. Artmis enflamatuvar olayin baslamasiyla salinan sitokinlerin serbest
yag asidi miktarini arttirmasi, karacigere giren yag asidi artis1 ile glukoz ve VLDL

cikisi artar (35, 44).

Reaktif oksijen tiirlerinin asir1 hareketliligi nedeni ile yar1 dmiirleri kisadir ve
diistik konsantrasyonlarda bulunurlar (45). Varliklarinin gosterilmesinde “Spin
trapping” teknikleri, kolorimetrik élgiimler, kemiluminesans (KL) ve elektron spin
rezonans spektroskopi kullanmilmaktadir. KL; kimyasal reaksiyonlarda olusan
151810 Uretimi olup 151k yayilmasini ifade eder. Noninvazif direkt bir yontemdir.
KL ekzotermik oksidatif reaksiyona girebilen ve 1s1ma olusturabilen kimyasal
maddelerin evrensel Ozelligidir. Ortaya c¢ikan 151k 400-600 nm dalga boyu
arasinda goriilebilir. Fakat daha kisa dalga boyundaki UV alanda veya daha uzun
dalga boyundaki kizil otesi alanda olusup goriinmeyebilir. Dogal KL diisiik
siddette oldugundan ve 1sik dalga boylarinda potansiyel degisiklikler
olusabildiginden luminol ve lusigenin gibi gii¢lendirici bilesikler kullanilmaya

baslanmistir (46).

Luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-fitalazinedon) ve lusigenin (bis-N-
metilakridon) in vitro ortamda biyolojik sistemlere eklendiginde oksijenizasyon
i¢cin seyreltici madde olarak gorev alir ve yiiksek seviyede uyarilmig triinler ile
KL olustururlar. Dogal KL ile karsilastirildiginda bu yontemin hassasiyetinin
1000 kat daha fazla oldugu bildirilmistir. Notrofillerin  luminol KL’si
miyeloperoksidaza bagimlidir. Lusigenin KL’1 da aktif polimorfoniikleer

l6kositlerin oksidatif metabolizmasini belirlemek i¢in kullanilmistir (46, 47).

Hidrojen peroksit ve hipoklorik asit luminolii dogrudan okside edebilirler.
Luminol ile hidrojen peroksit, hidroksil radikali, hipoklorit, peroksinitrit ve lipit
peroksit radikalleri saptanir. Lusigenin ise siliperoksit ile dogrudan reaksiyona

girer ve ortamdaki stiperoksit radikalinin 6l¢iimiinde kullanilir (47, 48).

Luminol ve lusigenin oksidan ajanlarla reaksiyona girdiginde aminofitatlar
ve N-metilakridon olusur. Bu bilesiklerdeki uyarilmis elektronlar, eski
konumlarina donerken KL formunda 1sik enerjisi yayarlar. Bu 151k enerjisi
luminometre ile saptanir. Belirli zaman araliklar ile yapilan 6l¢iimlerden grafik

elde edilir ve grafikteki egrinin altinda kalan alan (area under curve, AUC)
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hesaplanarak serbest radikal miktar1 belirlenir. Sonuglar AUC rlu/mg doku
cinsinden ifade edilir (46, 48).

2.3. Solunumsal Patlama

Fagositik 10kositler opsonize mikroorganizmalar, C5a kompleman faragmani,
16kotrien B, bakteriyel orijinli N-formil oligopeptitler gibi partikiiler ya da
¢oOzlinebilir bir uyariciyla uyarildiklarinda lizozomal komponentleri disariya
vermeye baglarlar ve reaktif oksijen metabolitlerinin olusumuyla birlikte
mitokondri disinda oksijen tiiketiminde bir patlama (solunumsal patlama)

gosterirler (49).

Fagosite edilmis bakteri, solunumsal patlama iiriinlerinin etkisiyle 6ldiriiliir.
Ancak bu oksidan iiriinler hiicrelerin antioksidan savunma giiclerini astiginda
normal konak hiicrelere zarar verirler ve cesitli hastaliklarin patogenezinde rol

oynarlar.

Fagositlerin uyarilmasi, heksoz monofosfat santi yoluyla glukozun

oksidasyonunda artisa yol agar. Solunumsal patlama sirasinda elektron vericisi

olarak NADPH kullanilir ve molekiiler oksijenin (O,) stiperoksit radikaline (02'7)

+
indirgenmesi sonucu NADP {iretimi artar ve heksoz monofosfat yolu aktive olur

(50).

Notrofiller ve monositlerin primer lizozomal graniillerinde Fe-hem igeren
miyeloperoksidaz enzimi bulunur. Cesitli uyaricilarin  etkisiyle fagositler
miyeloperoksidaz iceren graniillerini ekstraselliiler araliktaki fagositik vakuol
i¢ine bosaltirlar. Miyeloperoksidaz, hidrojen peroksit (H,0,) varliginda kloriir,
iyodiir ve bromiiriin oksidasyonunu katalizleyerek hipoklorik asit (HOCI),
hipoiyodik asit (HOI) ve hipobromik asit (HOBr) olusturur (51).

Notrofillerden toksik ajanlarin sizintis1 veya sekresyonu, yakin hiicrelere ve
solubl sistemlere zarar verir. Fagosit kaynakli oksidanlar ototoksik,

immiinosupresif ve mutajenik etkiler gosterirler.(52)
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2.4.Antioksidanlar

Serbest radikallerin zararli etkilerine karst organizmada koruyucu
mekanizmalar vardir. Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu,
bir kismi ise olusmus serbest radikallerin zararl etkilerini onler. Bu islevleri

yapan maddelerin tiimiine birden genel olarak antioksidanlar denir (53-55, 57).

2.4.1.Antioksidanlar’in Genel Ozellikleri

Antioksidanlar etkilerini lokal oksijen konsantrasyonunu azaltarak, hidroksil
radikallerini temizleyip lipit peroksidasyonunun baslamasini Onleyerek, gecis
metal iyonlarmi baglayip etkisizlestirerek, peroksitlerin alkol gibi nonradikal
tirlinlere doniisiimiinde etkin rol oynayarak ve zincir reaksiyonlarina neden olan
tim radikallerle reaksiyona girip zinciri kirarak gosterirler. Antioksidanlar;
intraselliiler ve ekstraselliiler olmak {izere iki grupta incelenirler. En belirgin
ozellikleri okside olan substratlara oranla ¢ok daha az konsantrasyonlarda bile,

substratin oksidasyonunu geciktirmeleri ve inhibe etmeleridir (56).

Antioksidanlar, hiicresel lokalizasyonlar1 yaninda fonksiyonlarina gore de
siiflandirilmaktadir. Genelde, radikal olusumunu Onleyen (metal selatorler,
siiperoksit dismiitaz, katalaz, glutatyon peroksidaz) ve olusan radikallerin
dokudaki etkilerini 6nleyen (E vitamini, ubikinon, retinoik asit, betakaroten,
glutatyon, iirat) antioksidanlar olarak iki kategoride incelenirler. Ayrica enzim ve
enzim olmayanlar seklinde de siniflandirilirlar (Tablo 2). Hiicrelerin hem sivi,

hem de membran kisimlarinda bulunabilirler (71).

17



Tablo 2. Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma sistemi (71)

Enzimatik Nonenzimatik
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Albiimin
Katalaz (KAT) a-Tokoferol (vit E) | Seruloplazmin

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbat (vit C) Transferrin

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon | B-Karoten Ferritin
Peroksidaz (PLGSH-Px) Flavonoidler Laktoferrin

Glutatyon S-transferaz (GST) Urat Melatonin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Bilirubin Sistein

Antioksidanlar etkilerini, simdiye kadar tespit edilebilen alti degisik
mekanizma ile gosterirler. Bu mekanizmalar, birbirinden bagimsiz veya bir arada

isleyebilmektedirler (53, 56, 58).

1. Oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak lokal oksijen
konsantrasyonunu azaltabilirler.
2. Hidroksil radikali (OH) yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 bag olusturabilecek

yapidaki tiriinleri temizleyerek peroksidasyonun baglamasini dnleyebilirler.

3. Membran lipitlerine direkt etkiyerek peroksit olusturabilen singlet oksijeni (102)
baskilayabilir, ya da temizleyebilirler .

4. Metal iyonlarin1 baglamak yoluyla reaktif gruplarin (OH, ferril ya da F (3+2/Fe+3/02

kompleksleri gibi) ve /veya lipit peroksitlerden peroksil ve alkoksil radikallerinin
olusumunu onleyebilirler. Membranlarda lipit peroksidasyonun baslamasina hangi
reaktif {irlinlerin neden oldugu tartisilmaktadir, ancak hem baslangi¢ i¢in ve hem
de olusan lipit peroksitlerinin dekompozisyonu i¢in transisyonel metal iyonlarina
ihtiyac oldugu konusunda genel bir kan1 vardir.

5. Peroksitleri, alkol gibi nonradikal iiriinlere cevirebilirler. Ornegin; GSH-Px,
peroksitleri bu yolla temizleyen bir antioksidandir.

6. Zinciri kirabilirler yani; zincir olusumuna neden olabilen serbest radikallerle
reaksiyona girebilirler ve yag asidi zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu salinimini

Onleyebilirler. Zincir kiric1 antioksidanlar i¢in de fenoller, aromatik aminler ve en
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yaygin olan1 a-tokoferol yer almakla birlikte baska lipid solubl zincir kirici

antioksidanlar da vardir (64).

Bir oksidatif zincirde antioksidanlar, farkli basamaklarda etki gosterirler.
Lipit peroksidasyonu yukaridaki mekanizmalardan ilk dort tanesi ile onleyenler
“koruyucu antioksidanlar” olarak kabul edilmektedir. Dordiincii mekanizma ile
etki edenler reaksiyon sirasinda tiiketilemezler (64). Besinci mekanizma ile etki
eden antioksidanlar ise koruyucu olmakla birlikte reaksiyon sirasinda kimyasal
karakterlerine gore, tiiketilebilir ya da tiikketilemezler. Altinct mekanizma ile etki
eden zincir kirict antioksidanlar ise zincir uzama reaksiyonlarina neden olan
radikallerle kompleks yaptiklarindan kirma reaksiyonu siirecinde tiiketilirler.
Burada, 6zellikle vurgulanmasi gereken nokta antioksidanlarin pek ¢ogunun tek
bir mekanizma iizerinden etki etmedigi, birden fazla mekanizma ile asil etkisini
olusturdugudur (64). Ek olarak oksidatif hasarin hizli tamiri ki bu, peroksidize yag
asitlerinin membran lipitleri arasindan temizlenmesi seklinde olur ve lipit

peroksidasyonu yavaglatabilir (64).

Membrandaki yapisal degisiklikler de peroksidabiliteye etki edebilir.
Antioksidanlar sadece lipitlerin degil, belki okside olmalar1 ¢ok daha zararh

olabilen DNA ve proteinlerin de korunmasinda etkindirler (53, 56, 59-61).

Antioksidanlarin oksidatif hasarlara karsi dokular1 veya hiicreleri koruyucu
ozellikleri goz oniine alindiginda, yaslanmaya, doku hasarlarina ve toksik ajanlar

ile zehirlenmeye kars1 koruyucu ajanlar olarak gosterilmektedir (71).

2.4.2. Enzimatik Antioksidanlar

2.4.2.1. Siiperoksit Dismutaz

Antioksidan savunmanin ilk basamagi siiperoksitin HzOz’e dismutasyonunu

katalizleyen stiperoksit dismutaz enzimidir (55, 63, 71).

- - +
0 +0 +2H SOD_ J O +HO oo (1)
2 2 2 2 2



Stiperoksit radikallerinin dismutasyonunu katalizleyen bu enzim ilk olarak
inek eritrositlerinden saflastirilmistir. Bu enzimin ksantin-ksantin oksidaz deney

sistemine eklendiginde sitokrom c’nin indirgenmesini inhibe ettigini bulmuglardir

(71).

. +
20 +2H ——————»  HO oo (IT)

+

H+O+HO ——————30 + OH+HO cccooooeeeeieeeei, (11D)
2 2 2 2 2

SOD, II’'nin hizin1 6nemli 6l¢iide artirir. III” {in ise olusumunu engeller (71).

2.4.2.2. Katalaz

Katalaz (KAT), tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan dort
tane hem grubu iceren bir hemoproteindir. Molekiil agirlig1 248,000 dalton’dur.
Hidrojen peroksidi molekiiler oksijen ve suya katalizler (71).

KAT

DHO ———3 2HOH0 oiieeeeeee e, )
2 2 2 2

Daha ¢ok peroksizomlarda lokalizedir. KAT’1n indirgeyici aktivitesi hidrojen
peroksit ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kii¢clik molekiillere karsidir. Biiyiik
molekiilli lipid hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz
membranlar, karaciger ve bobreklerde yiiksek miktarda bulunmaktadir (53, 55,

65).
2.4.2.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin
uzaklastirllmasindan sorumlu olan bir enzimdir. Molekiil agirligi ise yaklasik
olarak 85000 dalton’dur. Birbirinin ayni dort alt gruptan olusan tetramerik bir
enzimdir. Her alt grup bir selenyum atomu igerir. Bu nedenle hiicreleri cesitli

hasarlara kars1 koruyan bir selenoenzim oldugu diisiiniiliir (53, 66, 67).
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GSH-Px, intraselliiler mesafede lipitleri peroksidasyondan koruyan en 6nemli
enzimdir. Bu nedenle hiicrenin 6zellikle sitozolik kompartimaninda yer alan bu
enzim hiicrenin yapisini ve fonksiyonunu korur (53, 69, 71). GSH-Px, asagidaki

reaksiyonlar1 katalizler:

GSH-Px
H202 +2GSH — GSSG + H20 e D
GSH-Px
ROOH+2GSH — GSSG+ROH + HzO ........................... (1)

2.4.2.4. Glutatyon S-Transferaz

Glutatyon S-transferaz (GST) “selenyuma bagli olmayan GSH-Px” olarak
adlandirilir.  Membran lipit peroksidasyonunu yalmizca fosfolipaz A2’nin
varhginda inhibe eder. Oncelikle arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri
olmak iizere lipit peroksitlerine karst Se bagimsiz GSH peroksidaz gibi aktivite

gostererek antioksidan etki gosterir (53, 66).

GST
ROOH +2GSH ———>GSSG +ROH +H O ...ooorviein e, (I)

2.4.2.5. Glutatyon Rediiktaz

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi esnasinda meydana gelen okside glutatyon
(GSSG), GSSG-R’1n katalizledigi reaksiyonla tekrar rediikte hale (GSH) dontistir.
Reaksiyonun gergeklesmesi icin NADPH’a ihtiyag vardir (53, 65).

GSSG-R

N
GSSG+NADPH+H —— » 2GSH+NADP ...cc0ovvvrreeinaan, (I)
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2.4.2.6. Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla

stiperoksiti detoksifiye eden enzimdir.
- + -
4O2 +4H +4¢ ——» 2H20 ............................................. D

Bu reaksiyon, fizyolojik sarlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon
olup, bu yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji

tiretimi saglanir (53, 57, 59, 70).

2.4.3. Nonenzimatik Antioksidanlar

2.4.3.1. Glutatyon

Rediikte glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve glisin igeren bir tripeptit
olup, aktif bir siilfidril (-SH) grubuna sahiptir. Viicuttaki GSH’nun biiyiik boliimii
karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ duyulmadan iki agsamada sentezlenebilen bir
tripeptittir (53, 72, 73).

v -glutamil sistein sentetaz

L-glutamat + L-sistein +ATP » y-glutamil sistein + ADP + Pi ..(I)
Glutatyon sentetaz

y-glutamil sistein + Glisin + ATP » GSH+ ADP +Pi........ (II)

Viicutta enzimatik olmayan ©nemli bir antioksidan olan GSH, serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur

(53, 73).
2.4.3.2. E Vitamini

1925 yilinda Evans ve Bishop isimli arastirmacilar bazi lipidlerin eksikligine
bagli olarak lireme yetersizligi oldugunu kesfetmisler ve bu eksik olan maddeye

de D vitamininden sonra alfabetik siraya gore E vitamini adin1 vermislerdir (74)
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E wvitamini “Tokoferoller” ve ‘“Tokotrienoller” olarak iki ana grupta
toplanabilen, 6 kromonal tlirevleri olan 8 dogal bilesigi igerir. Bu bilesikler
molekiiliin kromonal halkasindaki metil gruplarinin say1 ve pozisyonuna gore o,
B, v ve d tokoferoller olarak adlandirilir (75).

Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubuna ait aromatik halka, vitaminin
kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve antioksidan ozelligi bu gruptan
kaynaklanir (64).

E vitamini dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En yiiksek vitamin
E konsantrasyonlar1, mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hiicre
fraksiyonlarinda bulunur. E vitaminini, siiperoksit ve hidroksil radikallerini,
singlet oksijeni, lipid peroksi radikallerini ve diger radikal drneklerini indirger
(53, 65, 76).

E vitamini dokularda en Onemli zincir kirict antioksidandir ve lipid

peroksidasyonuna karsi ilk siradaki korunma mekanizmasidir (53, 54, 77, 78).

2.4.3.3. Vitamin C

C vitamini (askorbik asit) bir ketolaktondur. L-askorbik asit ve L-
dehidroaskorbik asit gibi iki aktif formu olan askorbik asit iyi bir rediiktan
maddedir. Rediikleyici bir ajan ve radikal siipiiriicli olarak askorbik asit, reaktif
oksijen tiirlerine kars1 koruyucu etki saglar. Bununla birlikte, askorbik asit; serbest

radikal kaynag1 gibi hareket edebilen c¢esitli islevli bir bilesimdir (64).

2.4.3.4. Karotenler

Dogada yaygin olarak bulunan ve hiicreleri korumada 6nemli gorevleri olan
pigmentlerdir (55). A vitamininin metabolik 6n maddesi olan B-karotenin, singlet
oksijeni bastirabildigi, siiperoksit radikalini temizledigi ve peroksi radikalleri ile

direkt olarak etkileserek antioksidan vazife gordiigii tesbit edilmistir (53, 57).

23



2.4.3.5. Flavonoidler

Lipidlerde ¢6ziinen antioksidanlar siifindan olan flavonoidler bitkilerdeki
kirmizi, mavi ve sar1 renk pigmentlerini olusturan polifenollerdir. Baslica besinsel
kaynaklar1 elma, portakal, limon gibi meyveler ile patates, karnabahar gibi
sebzelerdir. Sarap, liziim suyu ve ¢ay gibi bitkisel kaynakli i¢ceceklerde de
bulunurlar (64).

Flavonoidler, 3’-4’ dihidroksi konfigiirasyonu ile antioksidan aktiviteye
sahiptir. Fenolik antioksidan, lipid radikallere hizla H vermesi seklinde lipid

oksidasyonu ile etkilesir. Gorevi ROO ve RO radikalini parcalamak ve boylece
LPO zincir reaksiyonunu sonlandirmaktadir. Ayrica bakir iyonlariyla kompleks

olusturabilirler; bu durum antioksidan etkilerine baglanabilir (79).

2.4.3.6. Urat

Stiperoksit, hidroksil, peroksi radikallerini ve singlet oksijeni temizler. Demir
ve bakir iyonlarin1 baglayarak etkisizlestirir fakat lipid radikalleri iizerine etkisi

yoktur. C vitamini oksidasyonunu da engeller (53, 64).

2.4.3.7. Bilirubin

Hem proteinlerinin yikim iiriinii olan bilirubin ayn1 zamanda ¢ok efektif bir
lipid antioksidandir. Bilirubinin mikromolar konsantrasyonlarda dahi peroksil
radikalini yakaladigi ve zincir kiran antioksidan olarak davrandigi gosterilmistir

(64, 80).
2.4.3.8. Albiimin
Plazmanin zincir kirici antioksidan aktivitesine yol acan plazma siilfidril

gruplarinin  major komponentidir. Plazmada hipokloréz asitin giliclii bir

temizleyicisidir (56).
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2.4.3.9. Seruloplazmin

Hem doku homojenatlari, hem de basit lipid emilsiyonlarinda giiclii bir
serbest radikal inhibitoriidiir (81). Demirin transferrine baglanmasini kolaylagtirir
ve ekstraselliler SOD gibi davranir. Ayrica ferrik demiri ferro demire

ylukseltgeyerek fenton reaksiyonunu onler (53, 64).

2.4.3.10. Transferrin

Dolasimdaki serbest demiri baglar (53, 65).

2.4.3.11Melatonin

En zararl radikal olan hidroksil radikalini ortadan kaldiran, glinlimiize kadar
bilinen en giiclii antioksidandir. Lipofilik 6zellige sahiptir. Bdylece hiicrenin
biitiin organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasilabildigi gibi kan-beyin bariyerini
de kolayca geger. DNA hasarmi da c¢ok etkili bir sekilde inhibe ettigi
gosterilmistir. Yas artimi ile birlikte melatonin iiretimi de azalmaktadir. Bu
durumun yaslanma ve yaslanmaya bagli hastaliklarin patogenezinde Onemli

olabilecegi diisiintilmiistiir (53, 64).

2.4.3.12. Sistein

Stiperoksit ve hidroksil radikallerinin toplayicisidir (53, 64).

2.4.4.Alfa Lipoik Asit

Alfa lipoik asit (LA) ‘thioctic’ asit olarak bilinen bitkiler, hayvanlar ve
insanlarda ¢ok kiiclik miktarlarda dogal olarak sentezlenen bir molekiildiir ( 82).
Molekiil agirlig1 206.328 g/mol’ diir. Endojen olarak bulunan LA 6nemli
mitokondriyal enzim komplekslerindeki spesifik proteinlere kovalen bagl olarak

bulunur (83).

LA, 2 tiyol (stilfiir) grubu igerir , bu gruplar okside veya rediikte olabilir.
Rediikte formu dihidrolipoik asit (DHLA), okside formu LA olarak bilinir (84).
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LA asimetrik karbon atomu igerir ve birbirinin ayna goriintiisiinde olan 2 optik

izomeri vardir (Sekil 2).

0
ce-Lipoic Acid (LA) OH
5—5
Oxidized
0
Dihydrolipoic acid (DHLA) v OH
SH HS
Feduced

Sekil 2. LA ve DHLA’nin molekiiler yapisi

Endojen olarak sentezlenen LA proteinlere baglanarak bircok Onemli

mitokondriyal enzime kofaktor olarak fonksiyon gdsterir.

2.4.4.1. Alfa Lipoik Asit’in Biyosentezi

LA de novo olarak mitokondride proteinlere bagli olarak bulundugu ve
kofaktor olarak gorev yaptigr yerde 8- karbonlu yag asitlerinden (oktanoik asit)
sentezlenir (85, 86). LA sentezindeki son sathada 2 siilflir atomu oktanoik aside
eklenir. Bu reaksiyon icerisinde demir-siilfiir kiimeleri bulunan lipoil sentaz

enzimi tarafindan katalizlenir (87, 88)
Eksojen olarak alman LA [lipate activating enzyme tarafindan enerji

kullanilarak aktive edilir ve LA baglayict enzim olan lipoil transferaz ile taginir

(88).
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2.4.4.2. Alfa Lipoik Asit’in Biyolojik Aktivitesi

Proteinlere bagli olarak bulunan LA enerji iiretimi ve alfa — keto asitlerin ve
aminoasitlerin katabolizmasinda kritik rol oynayan birgok mitokondriyal enzim
kompleksinin énemli bir kofaktdriidiir (89). LA enzim komplekslerinin protein
kisimlarindaki spesifik lizin kalintilarina kovalen olarak baglanir (piruvat

dehidrojenaz kompleksi, alfaketoglutarat dehidrojenaz kompleksi) (90).

Serbest olarak bulunan LA antioksidan aktiviteye sahiptir. /n vitro ortamda
LA ve DHLA direkt olarak ortamda bulunan ROT ve RNT’lerin nétralize ederler
(83). Her ikisinin de radikal siipiiriicii (scavenger) 6zellikleri vardir. LA’nin ‘OH,
0,7, HOCI, NO, ONOO, H,O, gibi radikallerin siipiiriiciisii oldugu
bilinmektedir (91, 92, 93).

LA’nin dort farkli sistemde O, siipiirme aktivitesi gosterilmistir. Ilk
zamanlarda yapilan calismalarda sadece organik ¢oziiciilerde g¢aligilan bu etki,
daha sonra fizyolojik kosullar altinda da gosterilmistir. O2.- ile olusan DNA tek
iplik kiriklarin1 6nlemede de LA’ nin etkili oldugu bildirilmistir (92, 94).

Doku hasarinin mediyatorii olarak RNT’ler de oldukc¢a 6nemlidir. NO* 6nemli
fizyolojik rollere sahip olmakla birlikte asir1 miktarlarda olusumu nérodejeneratif
hastaliklar, atherosiklerozis, kronik inflamasyon, septik sok gibi bazi durumlarin
etiyopatolojileri ile iligkili goriilmiigtiir. NO' toksisitesinin bir kismida O," ile
girdigi reaksiyonda olusan ONOQO ile iligkilidir. Oldukga reaktif olan bu radikal
hiicrede protein, lipid ve DNA oksidasyonuna neden oldugu gibi ayni zamanda
alfa 1 antiproteazi da inaktive ederek proteolitik hasar1 arttirir. LA ve DHLA
giiclii bir ONOO' siipiiriiciistidiir (95).

Eritrositlerin hemolizi bir oksidatif stres modelidir. Bu modelin kullanildig1
calismalarda peroksi radikali ile olusturulan eritrosit hemolizine karst LA’ nin
koruyucu oldugu goriilmiistiir ve bu etki peroksi radikal siipiiriicli aktivitesine
baglanmistir (96).

LA potent bir antioksidandir, diger antioksidanlarin rejenerasyonunda, redoks
potansiyeli olan serbest metal iyonlarinin oksidan molekiilleri olusturmasinin
engellenmesinde, detoksifikasyonda rol oynayan Onemli bir antioksidan olan

glutatyon sentezinin arttirmada, insiilin sinyallerinin arttirillmasinda, diger
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hiicresel sinyal molekiillerinin ve transkripsiyon faktorlerinin aktivitelerinin
diizenlenmesinde rol oynar. LA’in diabetes mellitus, atherosiklerozis, iskemi-
reperflizyon hastaliklari, multiple sklerozis, biligsel kayiplar ve yasa bagh

demansta etkinligi gosterilmistir (97-102).
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3.GEREC VE YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1.Deney Hayvanlar

09. 04. 2007 tarihinde Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvam
Etik Kurulu tarafindan onaylanan (55. 2006. Mar) c¢alismamizda Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma ve Hayvan Laboratuarindan temin
edilen Sprague-Dawley siganlar kullanildi.(n=38) Siganlar M. Barbaros Denizeri
(Istanbul) yem fabrikasindan temin edilen ve iceriginde %23.9 protein , %4,5
selliiloz , %2,9 yag ile birlikte kalsiyum, lizin, methiyonin ve sodyum bulunan
pellet yem ile beslendi, siirekli su verildi. Deney hayvanlari, %40 nem ve 20+2°C
sicaklik olacak sekilde diizenlenen ortamlarda ve 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik

dongiisiinde muhafaza edildi.

3.1.2.Reaktifler

Calismamizda kullanilan ¢ozeltiler i¢in gerekli kimyasallar MERCK (Almanya)
firmasindan temin edildi. Ayrica luminol, lusigenin, DMSO, 3-NPA Sigma
(A.B.D)’dan, LA Fluka (A.B.D)’dan, karboksi-PTIO Calbiochem (Isvigre)’den,
desferal CIBA-Geigy (Isvigre)’den temin edildi.

Yapay Beyin Omurilik Sivisi

125 mM NaCl, 37.5 mM KCI, 12 mM NaH;PO4, 13mM MgCl,, 20 mM
CaCl,, 100mM D-glukoz icerecek sekilde stok soliisyon hazirlandi. Hazirlanan
stok soliisyon +4°C’de 1 hafta siire stabildir. Bu soliisyondan 100 mL alinarak
100 mL 260 mM NaHCOs; ¢ozeltisi ile karistirildi ve 1000 mL’ye deiyonize su ile
tamamlandi. Cozeltiye 1-3 mg fenol kirmizisi eklendi ve bu soliisyon giinliik

olarak hazirlandi. Hazirlanan soliisyon ¢alismaya baslamadan once 1 saat siire ile

%95 O, ve % 5 CO, ile aere edildi.
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Hank’s Hepes Cozeltisi

200 mM NaCl, 5 mM KClI, 0.5 mM KH,PO4, 1 mM CaCl,, 10 mM D-glukoz,
15 mM NaHCOs, 20 mM HEPES igerecek sekilde hazirland1 ve 1 N HCI ile pH
7.2’ye ayarlandi.

PBS Hazirlanmasi

0,136 g KH,PO4 2 mL ye distile su ile tamamlandi Icinden 1,76 mL’si alind
(0,5 M). 0,696 g K.HPO4 8 mL ye distile su ile tamamlanda.

Icinden 6,08 mL’ si alind1 (0,5 M). 1,76 mL KH,PO4 (0,5 M) +6,08 mL
K>;HPO4 (0,5 M) 100 mL ye distile su ile tamamlandi. Hazirladigimiz tampon %
9'luk 1000 mL lik NaCl {izerine pH 7,4 olana dek eklendi. PBS (pH 7,4 ) karanlik

ortamda, oda sicakliginda saklandi.

PMA (Phorbol Myristate Acetate) Hazirlanmasi

Ana stok: Liyofilize PMA, 1 mL dimetil siilfoksit icinde ¢oziildii.

Ara stok: Ana stoktan 100 uL alinip distile su ile 10 mL’ ye tamamlandi. 400

uL’ lik parsellere ayrilarak -20°C 'de saklandi.

3- NPA ( 3- Nitropropiyonik Asit ) Hazirlanmasi

LA ( Alfa Lipoik Asit ) Hazirlanmasi
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3.1.3.Cihazlar

Terazi: Sartorius , Ohaus Adventurer, Cin

PH metre: Inolab, Almanya

Manyetik karistirict: Ikomag-Rh, Janke & Kunkel, Almanya
Vortex: VF2, Janke & Kunkel, Almanya

Etliv: Termal Lab.

Doku kesitleyici: Campden Instruments, Ingiltere
Luminometre: Berthold Mini Lumat LB, Almanya
Mikroskop: Nikon, Japonya

Sogutmali santrifiij: Hettich Zentrifugen, Almanya
Eppendorf santrifiijii: Eppendorf Centrifuge 5415 C, Almanya
Aerasyon sistemi ve karbojen tiipleri: Habas, Tiirkiye

Su banyosu, sonik su banyosu: Sanorex Bandelin, Almanya
Buzdolaplar : Argelik (+4), Ugur Sogutma (-20), Tiirkiye
Mikropipetler: Isotherm

Thoma lam1

Cesitli cam malzeme, plastik malzeme

3.2.Yontemler

3.2.1.Deney  Hayvanlarimm  Gruplandirilmas1 ve  Enjeksiyonlarim

Diizenlenmesi

Calismamizda 12-15 haftalik 170-240 g agirliginda disi sicanlar kullanildi.

Denekler 4 gruba ayrilarak enjeksiyon maddeleri ve dozlar1 belirlendi.

1 - SF (kontrol) grubu n=9

2 — 3NP (hasta) grubu n=12
3 — LA kontrol grubu n=12
4 — 3-NPA + LA grubu n=8
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SF grubuna alinan sicanlara 10 giin siire ile 20 mg/kg/glinliik dozlarda serum
fizyolojik 1.p. olarak verildi. 3-NPA grubuna alinan siganlara 10 giin siire ile
20mg/kg/giinliik dozlarda 3-NPA 1i.p. olarak verildi. LA kontrol grubuna 10 giin
stire ile 35 mg/kg/gilin’likk LA i.p. olarak verildi. 3NPA+LA tedavi grubuna dahil
edilen sicanlara 10 giin siire ile 20 mg/kg/ giin’lik doz 3-NPA ve 1 saat
sonrasinda 35 mg/kg/giin’lilk doz LA 1i.p. olarak verildi. Deneklerin kilo takipleri
yapildi, beslenmeleri takip edildi.

3.2.2.Striatal Kesitleri Elde Edilmesi

Yapilan son enjeksiyondan 24 saat sonra si¢anlar giyotin ile dekapite
edildikten sonra beyinleri hizli bir sekilde c¢ikarildi. Sag ve sol hemisfer
birbirinden ayrildiktan sonra 6n ve arka beyin bdlgelerinden 4-5 mm beyin
dokusu elde edildi, 6zel yapistiricilar ile doku kesitleyicisine yapistirildi. Daha
sonra lizerine YBOS eklendi, doku kesitleyicisi ile 400pm kalinliginda striatal
kesitler alindi ve YBOS igerisinde karbojen ile aere edildi. Kesitleme igleminin
ardindan striatal bolgeler korteksinden ayrildi ve dinlenme durumuna gegmeleri

amaci ile 45 dakika aere edildi (3).

3.2.3.Kemiliiminesans Ol¢iimleri

Inkiibasyon siiresini tamamlayan kesitler 2mL Hank’s + HEPES tamponu
iceren sayim tiiplerine alindi. Uzerlerine luminol (0.2 mM) ve lusigenin (0.2 mM)
eklendi, daha sonra kemiliiminesans Ol¢iimleri luminometrede 60 saniyelik

araliklar ile 5 dk. siire ile yapildu.

Reaktif nitrojen tiirleri salinimi icin saflastirilmis luminol-hidrojen peroksit
sistemi kullanildi. Bu amacgla 2mL Hank’s + HEPES tamponu igeren tiiplere
alman kesitler once K,CO; (400 puM) ile muamele edildi. Ortama desferal
(60uM), H,O, (2mM) ve saflastinilmis luminol (3.6 uM) eklenerek

luminometrede sayim gergeklestirildi (3).
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Elde edilen sonuglarin yorumlanmasinda kesitte Onceden var olan
peroksinitritin ayirt edilmesi amaci ile bir nitrik oksit tutucusu olan 2-(4-
Carboxyphenil)-4,4,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide  (karboksi PTIO)
ortama eklendi 15-20 dakika karanlik ortamda oda 1sisinda inkiibe edildikten
sonra saymm tekrarlandi. Bdylece karboksi PTIO eklenmeden yapilan
kemiliiminesans sayimlar1 total peroksinitriti gosterirken Orneklere karboksi
PTIO eklendikten sonra elde edilen dlgiimler dokuda olusan peroksinitrit olarak
degerlendirildi. Olgiim sonunda kesitler sayim tiiplerinden alinarak sivilari filtre
kagidina emdirildi ve bu islem sonrasinda tartilarak kuru agirliklar: tespit edildi.

Sonuglar AUC (area under curve) rlu/mg doku cinsinden ifade edildi

3.2.4.Kan orneklerinin Elde Edilmesi

Dekapitasyon islemi sonrasinda heparinli tiiplere alinan tam kan ornekleri
(4mL) mononiikleer hiicreleri izole etmek iizere igerisine 3 mL fikol konulan
steril cam tiliplere pipet yardimi ile konuldu. Sonrasinda 1200xg’de 20 dk.
santrifiij edildi ve santrifiij fren mekanizmasi devre dis1 birakilarak kendi kendine
durmast saglandi. Tiipte santrifiij sonrasi orta tabakada goriilen bulutsu tabaka
pipet yardimi ile toplanarak icinde 2 mL PBS bulunan falkon tiiplerine aktarildi.
PBS ile 12 mL’ye tamamlanan falkon tiipler 1050xg'de 10 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi silipernatan atildi ve dipte kalan tabaka vortex yardimi ile
homojen hale getirildi. 20 pL 6rnek thoma lamina yayilarak mikroskop yardimi
ile mononiikleer hiicre sayimi yapildi ve mL Ornekteki total hiicre sayisi

hesaplandi (37).

Mononiikleer hiicre sayist 2 milyon/mL olacak sekilde hiicre
soliisyonlarindan almamiz gereken miktar hesaplandi, hasta ve kontrol igin
yapilan her Ol¢iimdeki hiicre sayisi boylece sabitlendi. Her bir denek igin 2
preparat hazirlandi. Birinci preparat (uyarim oncesi) igerisine hiicre silispansiyonu
ve hepes konuldu. Uzerine 4 pL luminol eklenip luminometrede 10 dk 60 sn’lik
araliklar ile ol¢iim yapildi. Ikinci preparat (uyarim sonrasi) igerisine hiicre
siispansiyonu, hepes solusyonuna ek olarak 200 uL PMA (phorbol myristate
acetate) konuldu ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 4 ul
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luminol kullanilarak luminometrede 10 dk. siiresince 60 sn.’lik araliklar ile 6l¢iim
gergeklestirildi. Ol¢iim sonuglarinin egri altinda kalan alanlari (AUC) her iki
preparat i¢cinde hiicre sayisina gore standardize edilerek hesaplandi. Elde edilen
uyarim sonrasi grubun AUC degerlerinden uyarim oncesi grubun AUC degerleri

¢ikarild1 ve sonucun logaritmasi alindi (37).

3.2.5.istatistiksel Analizler

[statistiksel degerlendirme GraphPad Instat programinda V2.02 versiyonunda
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapildi. Sonuglarin tiimii Tukey — Kramer
coklu testi ile karsilagtirildi, p < 0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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4.BULGULAR

4.1.Deney Hayvanlarinin Takibi

Enjeksiyon siiresince deneklerin davraniglari, su ve yem tiikketim miktarlari,
kilo kontrolleri yapildi. Kilo degisimleri degerlendirildiginde 3-NPA grubundaki
sicanlarda ortalama olarak 14.5 g kilo kayb1 oldugu tespit edildi. 3-NPA + LA
grubundaki siganlarda ise ortalama 3.8 g kilo kaybi1 goézlendi. SF grubunda
ortalama 30.3 g kilo alim1 gozlenirken , bu deger LA kontrol grubunda 12 g olarak
tespit edildi. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi. Buna ilaveten deneklerin
su ve yem tiiketimleri incelendiginde ise 3-NPA alan siganlarda su tiiketiminin

arttig1 yem tiiketiminin azaldig1 goriildii.
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Sekil 3 : Deneklerdeki kilo degisimleri (g)

SF(n=9):303 £119¢

LA KONTROL(n=12):12.0 £ 6.8 g ***
3-NPA (n=12):-14.5+ 8,4 g ***/#
3-NPA + LA (n=18) : -3.8 & 3.9 g ###/**

SF ve LA kontrol grubu karsilagtirildiginda p<0.001 ***
SF ve 3-NPA + LA grubu karsilastirildiginda p<0.001***
SF ve 3-NPA grubu karsilastirildiginda p<0.001***
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LA kontrol ve 3- NPA + LA grubu karsilastirildiginda p<0.01**
LA kontrol ve 3- NPA grubu karsilastirildiginda p<0.001#
3- NPA ve 3-NPA + LA grubu karsilastirildiginda p>0.05

Calismanin sonucunda elde edilen istatistiki bilgiler 1s18inda kontrol
gruplarinin her ikisinde de kilo alimi oldugu ve SF kontrol grubunda LA kontrol
grubuna gore daha fazla kilo alim1 oldugu tespit edildi. 3- NPA grubu ile 3-NPA +
LA gruplarinda kilo kaybr oldugu ve istatistiksel olarak aralarinda anlamli fark
olmadig tespit edildi.

Deneklerin davranis degisiklikleri incelendiginde 20 mg/kg/giinlik 3-NPA
dozu alan deneklerde HH modelinde goriilen davranis bozukluklari olan
uyaranlara yanit vermeme, yana yatma, rotasyon, yiirliylis bozukluklar1 ve uyku
hali gozlendi. Diger gruplarda herhangi bir davranis bozukluguna rastlanmadi.
Kontrol gruplar1 ve tedavi grubunda yer alan denekler normal davraniglar

sergilediler ve uyaranlara yanit verdiler.
4.2 Kemiliiminesans Ol¢iimleri
4.2.1.Doku Olgiimleri

Luminol aracili kemiluminesans agisindan 20 mg/kg/giinliik doz 3-NPA
uygulanan denekler, ayn1 doz SF uygulanan denekler, 20 mg/kg/giin’liik doz 3-
NPA ilaveten 35 mg/kg/giinliikk doz LA uygulanan ve 35 mg/kg/giinliik doz LA

uygulanan denekler birbirleri ile karsilastirildiginda aralarinda anlamli farklar

oldugu tespit edildi.
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Sekil 4. Luminol aracilt kemiliiminesans 6l¢iimleri agisindan ¢alisma gruplarinin karsilagtirilmasi

SF (n=9) 53.3 £ 8.0 rlu/mg doku***

3-NPA (n=11) 72.4 + 15.9 rlu/mg doku*/**

LA KONTROL (n=12) 37.8 £ 7.9 rlu/mg doku
3-NPA+LA (n=7) 54.5 £+ 9.6 rlu/mg doku***/##**

*p<0.01 SF ve LA kontrol grubu ile karsilastirildiginda
**p<0.05 3-NPA+LA grubu ile karsilagtirildiginda
*#%p<(0.05 LA kontrol grubu ile karsilastirildiginda
*#%%p>(0.05 SF grubu ile karsilastirildiginda

Calismanin sonucunda elde ettigimiz veriler 1s181nda 3-NPA uygulamasi alan
denekler ile SF ve LA kontrol gruplart arasinda anlaml fark bulundugu tespit
edildi. 3-NPA grubu ve 3- NPA + LA grubu arasinda da luminol aracili KL
Olctimleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark oldugu tespit edildi. 3-NPA +
LA grubundaki denekler SF ve LA kontrol gruplar ile karsilastirildiginda LA
kontrol grubu ile arasinda anlamli fark oldugu goriildii. SF kontrol grubu ile 3-

NPA + LA grubu arasinda ise anlamli bir fark olmadig1 saptandi. Kontrol gruplari
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birbirleri ile karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu

tespit edildi.

HH ve tedavi modelinde yer alan gruplar lusigenin kemiliiminesansi

acisindan birbirleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde

edildi.
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Sekil 5. Lusigenin aracilt kemiliiminesans 6l¢iimleri agisindan galisma gruplarinin kargilagtirilmasi

SF (n=9) 45.9 + 8.8 rlu/mg doku

3-NPA (n=12) 74.9 + 13.9 rlu/mg doku*/ **

LA KONTROL (n=12) 38.2 + 9.4 rlu/mg doku****
3-NPA+LA (n=8) 54.0 + 7.1 rlu/mg doku***/****

*p<0.001 SF ve LA kontrol grubu ile karsilastirildiginda

**p<0.001 3-NPA+LA grubu ile karsilagtirildiginda
*#%p<(0.05 LA kontrol grubu ile karsilastirildiginda

*#*%*p>0.05 SF grubu ile karsilagtirildiginda
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3-NPA grubu lusigenin kemiluminesansi agisindan SF ve LA kontrol gruplari
ve 3- NPA + LA grubu ile karsilastirildiginda aralarinda ileri diizeyde anlamli fark
oldugu tespit edildi. 3-NPA + LA grubu lusigenin kemiliiminesansi agisindan LA
kontrol grubu ile karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark
goriiliirken SF kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark goriillmedi. LA
kontrol gurubu ile SF kontrol grubu Ilusigenin kemiliiminesans1 acisindan
karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig:

saptandi.

Calisma gruplart RNT salinimi agisindan karsilastirildiginda hasar ve tedavi
gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edildi. Kontrol gruplari

arasinda fark bulunamadi.
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Sekil 6. RNT salinimi agisindan ¢aligma gruplarmin karsilastiriimast

SF (n=8) 18.5 + 7.1 rlu/mg doku

3-NPA (n=10) 62.2 + 27.7 rlu/mg doku*/**

LA KONTROL (n=12) 19.2 + 11.1 rlu/mg doku****
3-NPA+LA (n=8) 23.7 + 8.5 rlu/mg doku***

*p<0.001 SF ve LA kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
*#p<0.001 3-NPA+LA grubu ile karsilastirildiginda
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**%p>0.05 SF ve LA kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
**kx%p>(0.05 SF grubu ile karsilastirildiginda

RNT salinimi agisindan 3-NPA grubu SF ve LA kontrol gruplar1 ve 3-NPA +
LA grubu ile karsilastirildiginda aralarinda ileri derecede anlamli fark oldugu
saptandi. 3-NPA + LA grubu SF ve LA kontrol gruplarn ile karsilastirildiginda
aralarinda NO salinimi acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. LA
ve SF kontrol gruplar arasinda NO salinimi agisindan istatistiksel olarak anlaml

fark tespit edilmedi.

NO o6l¢ilimiinii yaparken dokuda bulunan peroksinitrit diizeyini tespit etmek
amaci ile karboksi PTIO kullanildi. Karboksi PTIO ortama eklendiginde serbest
bulunan NO’yu baglayarak dokuda olusmus peroksinitritin miktarinin tespit

edilmesine olanak saglar(15).
4.2.2.Mononiikleer Hiicre Solunumsal Aktivitesi Olciimleri

HH ve tedavi modellerinde yer alan gruplar mononiikleer hiicre solunumsal
patlama siirecinin gostergesi olan logAUC sonuglar1 agisindan karsilagtirildiginda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark tespit edilirken kontrol gruplari

arasinda fark saptanmadi.
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Sekil 7. Mononiikleer hiicre solunumsal patlama aktiviteleri agisindan ¢alisma gruplarinin

karsilastirilmasi
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SF (n=9) 5.11 + 0.46
3-NPA (n=12) 3.85 + 0.65 */**

LA KONTROL (n=12) 4.64 + 0.46 ****
3-NPA + LA (n=8) 4.5 + 0.38***

*p<0.01 SF ve LA kontrol grubu ile karsilastirildiginda
*#p<0.05 3-NPA + LA grubu ile karsilastirildiginda
*#%p>(0.05 SF ve LA kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
*#%%p>(0.05 SF grubu ile karsilastirildiginda

Mononiikleer hiicrelerdeki solunumsal patlama siireci gostergesi olan
logAUC agisindan degerlendirildiginde 3-NPA ve SF kontrol grubu arasinda ileri
derecede fark goriiliirken, 3-NPA ile 3-NPA + LA ve LA kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi. 3-NPA + LA grubu ile SF ve LA
kontrol gruplar1 arasinda logAUC acisindan degerlendirildiginde istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmadi. SF ve LA kontrol gruplar logAUC agisindan

karsilastirildiklarinda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi.
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S.TARTISMA

Huntington hastaligt (HH) orta yaslarda baglayan otozomal dominant
kalitimli nérodejeneratif bir hastaliktir. HH istemsiz kore formundaki hareketler,

psikolojik degisiklikler ve demans ile birlikte seyreder (9).

Norodejeneratif siireglerde ROT’larin  artmasiyla normal mitokondriyal
isleyis ve buna bagl olarak iiretilen ATP miktar1 azalir, mitokondriyal membran
potansiyeli ve permeabilitesi degisir, kalsiyum alinimi artar. Tiim bu degisiklikler
noronal Oliimlere, eksitotoksisite olusumuna, makromolekiillerin olusumuna ve

apoptoza neden olur (24).

HH’de 6zellikle striatumda biiylik oranda néron kaybi goriilmektedir. 3-NPA
striatal bir norotoksindir. Mitokondride Krebs siklusunda ve elektron tasima
zincirinde yer alan siiksinat dehidrogenaz enziminin geri doniisiimsiiz
inhibitoriidiir (27). Diisiik doz 3-NPA sistemik uygulandiginda striatal atrofiye ve

HH benzeri semptomlarin ortaya ¢ikmasina neden olur (27).

Yapmis oldugumuz g¢alismada 3-NPA ile olusturulan deneysel HH modelini
kullandik. Referans aldigimiz ¢alismalarda deneklerin yasi ve cinsiyetinin 3-NPA
toksisitesi acisindan Onemli oldugunu goézlemledik. Calismamizda 3-NPA
toksisitesinin goriilebilir, fakat letal olmamasi i¢in gerekli olan 12 — 15 hafta ideal
yas grubunu sectik (29). 3-NPA toksisitesinin cinsiyete bagh farklilik gostermesi
yapilan ¢alismalarda disi sicanlarda erkek sicanlara gore Oliimiin daha az

goriilmesi nedeni ile ¢alismamizda disi si¢anlar kullanild1 (3, 32).

3-NPA doz ayarlanmasinda da bir¢ok ¢alismay1 inceleyerek deneklerin
hayatta kalabildigi ve hastalik semptomlarinin ortaya ¢iktigi doz olan 20
mg/kg/giin’liikk dozu 10 giin siiresince deneklere i.p. olarak uyguladik. Kontrol
gruplarina da aym siire ve dozda SF i.p. olarak uygulandi. Enjeksiyon siiresi
boyunca deneklerin davramis ve kilo takipleri yapildi. 3-NPA grubunda
davranigsal degisimler kaydedildi. Ilk asamada hareket kisithhigi, yiiriyiis
koordinasyonunda bozulma sonrasinda rotasyon ve yana yatma hareketleri
deneklerde gozlendi. Bunun yami sira yem tiiketimlerinde ve buna bagl olarak

kilolarinda azalma, su tiiketimlerinde artma gézlendi.
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Striatal kesitlerde ve mononiikleer hiicrelerde yapilan 6l¢timlerde ise 3-NPA
uygulamasi alan siganlar kontrol grubu ile karsilastirildiginda ROT ve RNT’lerin

artt1ig1, mononiikleer hiicrelerin aktivasyonunun azaldigi saptandi.

3-NPA’nin i.p. enjeksiyonlar1 kisa siirede plazma diizeyini yiikselterek kan
beyin bariyerini bozmakta ve akut lezyonlarla striatal hasara neden olmaktadir

(30).

3-NPA uygulanan siganlarin striatal kesitlerinde yapilan luminol aracili KL
Olctimleri kendi kontrol grubu ile karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak
anlaml fark oldugu tespit edildi. 3-NPA grubunda kontrol grubuna gére ROT nin

miktarinin 1.4 kat arttig1 saptandi.

Hidrojen peroksit ve hipoklorik asit luminolii dogrudan okside edebilirler.
Luminol ile hidrojen peroksit, hidroksil radikali, hipoklorit, peroksinitrit ve lipit
peroksit radikalleri saptanir(37, 47). Yapilan bir calismada 3-NPA verilen
siganlarda ‘OH belirteci olan ve 'OH’in DNA iizerinde olusturdugu hasar
sonucunda ortaya c¢ikan, 8-hidroksi-2-deoksiguanozin’in immiinohistokimyasal

olarak artt1g1 saptanmustir (103).

Yapilan bir bagka ¢alismada da spin trap teknigi kullanilmis ve .OH f{iriinleri
olan 2,3-dihidroksibenzoik asit ile 2,5-dihidroksibenzoik asitin arttig1 saptanmistir

(104).

Yapilan diger bir 6l¢iim olan ve daha ¢ok siiperoksit radikalinin tayininde
kullanilan lusigenin aracili KL 6lgiimlerine bakildiginda 3-NPA grubu ile kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi. 3-NPA grubunda

stiperoksit radikalinin miktarinin kontrol grubuna gore 1.6 kat arttig1 goriildii.

3-NPA toksisitesinin hiicre i¢i Ca'™ diizeyini Na™-Ca®" degis-tokus
mekanizmasini ters yonde calistirarak arttirdigi ve buna bagli olarak glikotoksik
etkinin olustugu ileri stiriilmiistiir (34). Aym1 zamanda 3-NPA toksisitesi ile hiicre
ici ATP seviyesinin diisiisli, hiicre membraninin kismi depolarizasyonuna neden
olmaktadir. Bu etki ile NMDA reseptorlerinin Mg™ blogu kalkmakta ve daha

fazla Ca™ hiicre icine girmesini saglayarak ‘sekonder eksitotoksisite’ olarak
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adlandirilan ROT ile RNT’nin artisina neden olan bir dizi reaksiyon

baslatmaktadir (27).

Hiicre i¢i Ca®" konsantrasyonunun artist ozelikle NOS’un aktivasyonunu
indiiklemektedir. Elektron tagima zinciri toksisitesi sonucu ortaya ¢ikan O,”, NO
ile birleserek daha toksik bir bilesik olan ONOO™nin olusumunu saglar. 3-
NPA’nin sistemik uygulandigi grup kontrol gruplart ile karsilastirildiginda
RNT’nin anlaml olarak arttig1 tespit edildi.

3-NPA uygulamasi sonucunda deneklerde oksidan / antioksidan dengesinin

oksidanlar yoniine bozuldugu goriildii.

Calismamizdaki diger bir parametre olan mononiikleer hiicre aktivasyonu ve
PMA ile uyarilma sonucu olusan solunumsal patlama KL ile 6l¢iildii. 3-NPA ve
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi. 3-NPA
grubunda kontrol grubuna gore mononiikleer hiicre aktivasyonu ve PMA ile

uyarilmada belirgin sekilde azalmalar oldugu saptandi.

Calismamiza alinan diger bir grup 3-NPA + LA grubuydu. LA giigli
antioksidan ve antienflamatuar etkileri olan bir molekiildiir. LA potent bir
antioksidandir, diger antioksidanlarin rejenerasyonunda, redoks potansiyeli olan
serbest metal iyonlarinin oksidan molekiilleri olusturmasinin engellenmesinde,
detoksifikasyon olayinda rol oynayan oOnemli bir antioksidan olan glutatyon
sentezinin arttirmada, insiilin sinyallerinin arttirilmasinda, diger hiicresel sinyal
molekiillerinin ve transkripsiyon faktorlerinin aktivitelerinin diizenlenmesinde rol
oynar. LA’nin diabetes mellitus, ateroskleroz, iskemi reperfiizyon hastaliklari,
multipl skleroz, biligsel kayiplar ve yasa bagli demans’ta etkinligi gosterilmistir
(97-102). Bununla birlikte norodejeneratit olgular ile yapilan az sayida calisma
mevcuttur.

3-NPA ile olusturdugumuz deneysel HH modeline alternatif olarak
olusturdugumuz 3-NPA + LA grubuna 10 giin siire ile 20 mg/kg/giin 3-NPA dozu
es zamanl olarak 35 mg/kg/giin LA dozu i.p olarak uygulandi. Bu gruba kontrol
grubu olarak sadece 35 mg/kg/giin LA dozu i.p olarak uygulandi. Deneklerin
davranis modelleri incelendiginde 3-NPA grubuna gore daha aktif olduklar
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kismen koordinasyon bozukluklar1 olmasina karsin rotasyon gibi ileri diizey
semptomlarinin gelismedigi gozlemlendi.

Striatal kesitlerde ROT ve RNT KL yontemleri ile tespit edildi. Luminol
aracili KL olgiimleri agisindan gruplar degerlendirildiginde 3-NPA grubu ile 3-
NPA + LA grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptandi. Bu sonucun
3-NPA uygulamasi sonucu bozulan oksidan / antioksidan dengesinin LA
uygulamas: ile birlikte tekrar denge noktasina yaklagmasi sonucu ortaya ¢iktigi
diisiiniilebilir. LA tedavi grubu kendi kontrolii ile karsilastirildiginda da
istatistiksel anlamli sonuglar elde edilirken SF kontrol grubu ile aralarinda anlaml
fark olmadigi tespit edildi. LA uygulamasi sonucu, 3-NPA ile artan ROT de

kontrol grubuna yakin belirgin bir azalma oldugu tespit edildi.

Lusigenin KL agisindan degerlendirildiginde 3- NPA uygulamasi ile artan
O, miktarmin LA uygulamasi sonucu diistiigii tespit edildi. 3-NPA grubu ile 3-
NPA + LA grubu arasinda anlamli fark tespit edildi. 3-NPA + LA grubu ile LA
kontrol grubu arasinda anlamli fark tespit edilirken SF grubunda fark
saptanamadi. Bu durum LA’nin saglikli bireylerde normal isleyisin bir iiriini

olarak meydana gelen ROT olusumunu da nétralize ettigini diisiindiirmektedir.

LA, ROT’larin miktarin1 belirgin bir sekilde azaltarak RNT miktarin1 arttiran
bir dizi reaksiyonunda belli bir oranda &niine ge¢mis olmaktadir. Olgiilen RNT
miktarlar1 agisindan gruplar degerlendirildiginde 3-NPA ve LA tedavi gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi. LA uygulamasi ile birlikte
RNT miktarlarinda belirgin azalma oldugu saptandi. LA kendi kontrol grubuyla
ve SF kontrol grubuyla karsilagtirildiginda aralarinda fark olmadig: saptandi. Bu
durum LA kullanilmasi ile birlikte deneysel HH modelindeki deneklerde RNT
diizeylerinde kontrol grubuna yakin diizeyde azalma saglandigimi gdosterirken,
saglikli bireylerde LA kullanimi ile RNT diizeylerinde anlamli bir degisikligin

olmadigini diisiindiirebilir.

Yapilan bir calisma ile eksitotoksik mekanizmalarin yer aldigi diisiiniilen
yaslanma ile iligkili hafiza kayiplarinda ve davranig bozukluklarinda LA’ nin bazi
etkileri gosterilmistir. Yash siganlarda NMDA Reseptorleri iizerinden hafizada

diizelme saglanmistir. Ancak baska reseptor tiplerine etkisi yoktur (105).
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Calismamizda kullandigimiz  3-NPA  maddesinin  kronik diisiik doz
uygulanmas1t ile NMDA reseptdr agonistlerinin intrastriatal uygulamalari
histolojik acidan benzer karakterde lezyonlara sebep oldugu gosterilmistir (31).
Bu agidan degerlendirildiginde literatiir bilgisi ile ¢alisma sonuglarimiz

ortismektedir.

Yapilan bir diger ¢aligmada serebral iskemi reperfiizyonu takiben olusan
hasar1 6nlemede LA’ nin 6nemli etkileri gozlenmistir. Hem genel radikal siipiiriicti
etkisi hem de selliler GSH diizeylerini arttirici ve hiicre redoks durumunu

stabilize edici etkisi dnemlidir (106).

LA diabetik noropatilerin tedavisinde kullanilmaktadir. Diger ndropati
tiplerinde etkisi oldugu bilinmektedir. Ornegin, N-hekzan inhalasyonunun yol

actig1 siddetli noropatinin gelisimini geciktirdigi goriilmiustiir (107).

Mononiikleer hiicre aktiviteleri agisindan degerlendirildiginde 3-NPA ve3-
NPA + LA tedavi gruplarn arasinda anlamli fark tespit edildi. LA uygulanan
deneklerde mononiikleer hiicre aktivasyonunun normale yakin oldugu 3-NPA
kullanimi ile azalan PMA ile uyarima yanitta artma oldugu saptandi. LA kontrol

ve SF kontrol gruplari arasinda fark tespit edilmedi.

Sonu¢ olarak caligmamizda HH’nda KL yontemiyle ROT ve RNT
miktarlarinin arttiginin ve mononiikleer hiicre aktivasyonunda PMA ile uyarimda
azalma oldugunu gosterdik. Calismamiz HH modelinde eksitotoksik
mekanizmalarin etkili oldugunu ve hastaligin patogenezinde ROT ve RNT’lerin
etkili oldugunu disiindirmektedir. Artan ROT ve RNT ile oksidatif stres durumu
ortaya ¢ikmaktadir. Bu asamada c¢alismamizda kullandigimiz potent bir
antioksidan olan LA’nin hasar olusturan ROT ve RNT miktarlarinin
diisiiriilmesinde etkili oldugunu belirledik. Daha o6nce de bagka patolojiler
lizerinde yapilan ¢alismalarda LA’nin etkisi zaten gosterilmistir. Calismamizin
sonuclarida HH patolojisinde antioksidan olarak LA’nin etkili oldugunu

gostermektedir.
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PROJENIN ADI : 3- Nitropropiyonik asit ile olusturulan Huntington hastahig modelinde
alfa- lipoik asit’in hasar olusturucu mekanizmalardaki tedavi edici etkinligi

PROJE YORUTUCUSU : Prof Dr. Goncagiill HAKLAR

PROJEDEKI ARASTIRICILAR : Seyda SAYIR- Yrd Dog.Dr. Meral YUKSEL-

Dr. Goksenin UNLUGUZEL

PROJENIN YORUTULECEGI LABORATUVAR : M.U Tip Fakdltesi Biyokirnya ABD
ONAY TARIHI VE ONAY SAYISI : 09.04.2007- 55.2006.mar

Saym : Prof. Dr. Goneagiill HAKLAR

Deney Hayvanlan Arastirma Etik Kurulw’na “  3- Nitropropiyonik  asit ile olugturulan
Huntington hastaligi modelinde alfa- lipoik asit’in hasar olusturucu mekanizmalardaki tedavi
edici etkinligi” isimli proje ile yapmug oldugunuz basvurunuz, “Deney Hayvanlari Arastirma
Etik Kuruly” tarafindan incelenerek onaylanmustir.

Calismalanmzda basanlar dileriz.

Fikir Belirtenler

Prof, Dr. Ozdemir AKTAN
Prof. Dr. Berrak YEGEN
Dog. Dr .Zafer GOREN
Opr. Gor.Giirkan SERT
Vet Hek. Dilek OZBEYLI

Not: Deneylerin yapilmasi sirasinda ortaya quan zorluklar, deney protokoliinde yapxlmasn gereken degigiklikler,
“Deney Hayvanlan Arastrma Etik Kurulu’na” bildirilmelidir. Biitiin yazlsmala.rda, proje onay tarihi ve onay

sayist belirtilmelidir. Ara tmcllann roje_ile vapilan biitiin vayinlarda proje onay tarih ve numa
belirtmesi zoruniudur.
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