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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

SICANLARDA VALPROIK ASIiT iLE OLUSTURULAN
TOKSISITEDE BEYIN HASARI UZERINE PAZININ
KORUYUCU ETKIiLERI

Esra Sule CIMEN

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damisman : Dog. Dr. Sevim TUNALI

Valproik asit (VPA) anksiyete bozukluklari, bipolar bozukluklar, migren ve epileptik
hastaliklarin tedavisinde etkin ve yaygin kullanilan bir ilagtir. Birgok ¢aligmada valproik asidin
uzun stireli kullanimina bagli olarak pankreatit, karaciger toksisitesi, deri dokiintiisii ve tremor
gibi yan etkilerin ortaya ¢iktigi bildirilmektedir. Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) diinyanin
birgok bolgesinde yetistirilen yaprakli bir sebzedir. Bir¢ok ¢alismada pazinin antioksidan,
antidiabetik, antikolinesteraz, antitiimér ve karaciger koruyucu etkilerinin oldugu
bildirilmektedir. Bu ¢alismada siganlarda VPA ile olusturulan toksisitede beyin hasari tizerine
pazinin koruyucu etkileri incelenmistir. Calismamizdan elde edilen sonuglara gére pazinin VPA
ile olusturulan beyin hasarina kars1 koruyucu ve antioksidan etki gosterdigi bulunmustur.

Aralik 2018, 84 sayfa.

Anahtar kelimeler: Valproik asit, pazi, beyin.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

PROTECTIVE EFFECTS OF CHARD ON BRAIN DAMAGE IN VALPROIC
ACID INDUCED TOXICITY IN RATS

Esra Sule CIMEN

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies

Department of Chemistry

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Sevim TUNALI

Valproic acid (VPA) is widely a potent and used drug in the treatments of anxiety disorders,
bipolar disorders, migrene and epileptic diseases. In several studies, it is reported that depending
on long-term usage of VPA there occur side effects such as pancreatitis, liver toxicity, skin rash
and tremor. Chard (Beta vulgaris L. var. cicla) is a leafy vegetable cultivated in many parts of
the world. In many studies, it has been reported that chard has antioxidant, antidiabetic,
anticholinesterase, antitumor and liver protective effects. In this study, there was investigated
the protective effects of chard on brain damage in valproic acid induced toxicity in rats.
According to the results obtained in our study, it has been found the chard has a protective and
antioxidant effect on brain damage induced by VPA.

December 2018, 84 pages.

Keywords: Valproic acid, chard, brain.
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1. GIRIS

Valproik asit (VPA) (2-propilvalerik asit, 2-propilpentanoik asit), kisa dall1 karboksilik bir asit
olup antiepileptik aktivite gosteren bir ilactir (Chateauvieux ve dig., 2010). VPA; genellesmis
nobetlerde, epilepsili hastalarin tedavisinde, duygudurum bozuklugu, sizoefektif diizensizlikler
ile noropatik agrinin  kontrol altinda tutulmasinda, migrenin  Onlenmesinde ve
sonlandirilmasinda kullanilmaktadir (Silva ve dig., 1997; Johannessen, 2003). VPA kullanim1
bazi durumlarda 6liimciil ciddi komplikasyonlar igeren kanamalara, kemik iligi baskisina,
hepatotoksite ve hiperanemik beyine neden olabilir (Spiller ve dig., 2000). Baz1 ¢alismalarda
akut hematolojik etkileri ile myelodisplazi (kan hiicrelerinin gelismesinde veya islevinde

anormallik) ve akut 16semi benzeri sendroma yol agabildigi goriilmiistiir (Williams ve dig.,

2008).

Epilepsi, beyinde epileptik ndbet olusturmaya siirekli bir yatkinlikla karakterize olan, bu
durumun nérobiyolojik, bilissel, psikolojik ve sosyal sonug¢larindan olusan bir rahatsizliktir
(Fisher ve dig, 2005). Nobet, beyindeki ndronlarin asir1 aktivitesi sonucu olusan nérolojik
islevin ani degisimidir (Blume ve dig., 2001). Tekrarlayan ndbetlerle karakterize edilen
epilepsi; uzun stireli tedavi ihtiyact olan ve sik goriilen kronik norolojik hastaliklardan biridir.
Serbest radikaller, insan viicudunda temel metabolik siirecler yoluyla ya da radyasyonlar,
kimyasal maddeler ve ¢evresel kosullar gibi dis etmenler ile olusmaktadir. Hiicre hasarina ve
homeostatik par¢alanmaya neden olan serbest radikaller; baslica lipid, niikleik asit ve protein

makromolekiillerini hedef alirlar (Lobo ve dig., 2010).

Serbest radikallerin olusturdugu zararli etkileri inhibe eden kararli molekiillere antioksidan
denir. Antioksidanlar, hiicreler hasar gormeden serbest radikallerle etkilesim kurarak reaksiyon

zincirini sonlandirabilen koruyucu mekanizmalara sahiptirler (Halliwell, 1995).

Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) tim diinyada yaygin bir bi¢cimde tiiketilmekte olan bir
sebzedir. Bitkinin y1l boyunca yetistirilebilmesi ve maliyetinin ucuz olmasi sayesinde bu
bitkinin yapraklar1 ve koklerinin yiyecek olarak da tercih edilmesini saglamaktadir (Gao ve

dig., 2009). Paz1 A, B, C vitaminleri, kalsiyum, demir ve fosfor agisindan zengin bir bitkidir.



Halk arasinda karaciger ve bobrek hastaliklarinin tedavisinde, immun ve hematopoetik
sistemlerin diizenlenmesinde kullanilmaktadir (Kanner ve dig., 2001). Ayrica pazinin
antidiyabetik, antioksidan ve antiasetilkolin esteraz 0Ozelliklerinin oldugu literatiirde

belirtilmistir (Sacan ve Yanardag, 2010).

Bu ¢alismada, siganlarda valproik asit ile olusturulan toksisitede beyin hasar1 iizerine, pazinin

koruyucu etkilerinin olup olmadig1 biyokimyasal yontemler ile arastirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. BEYIN YAPISI VE FONKSiYONLARI

Ortalama insan beyni yetiskinlerde yaklasik 1500 g agirliginda ve viicut agirhgmin yaklasik %
2’si kadar olup biiyiik oranda su (% 78), yag (% 10) ve proteinden (% 8) olusan yumusak bir
yaptya sahiptir (Jensen, 1998; Noback ve dig., 2005).

Beyin; serebrum (telensefalon ve diensefalon), beyin sap1 (mezensefalon=orta beyin,
metensefalon=pons, myelensefalon=medulla) ve beyincik (serebellum) olmak {izere {i¢

kisimdan olusmaktadir (Noback ve dig., 2005) (Sekil 2.1).

Serebrum

Korpus kallozum

— Ventrikil

Talamus
Hipotalamus

Orta beyin
Beyincik

Beyin saps
Medulla

Sekil 2.1: Beyin yapis1 (Bakirci, 2012).

Beynin dis goriiniim olarak en belirgin 6zelligi kivrimlara sahip olmasidir. Bu kivrimlar
serebral korteksin bir pargasidir (Jensen, 1998). Serebrum sag serebral hemisfer ve sol serebral
hemisfer olmak tizere iki kistmdan olusur. Birbirlerine korpus kallozum olarak bilinen yaklagik
250 milyon sinir lifinden olusan bir yapiyla baglanir. Bu yap1 iki hemisfer arasinda bilgi

aligverisini saglar (Jensen, 1998).



Bir serebral hemisfer frontal, parietal, temporal ve oksipital loblar olarak dort bolgeden olusur.
Frontal lob; alin bolgesinde yer almaktadir ve diisiinme, yaraticilik, problem ¢6zme, karar
verme eylemlerinden sorumludur. Parietal lob; iist-arka kisimdadir, yiiksek duyusal ve dil
islevlerini kapsar. Temporal lob; kulaklarin iistiinde ve ¢evresinde bulunur, isitme duyulari,
hafiza, anlama ve konugmanin duysal merkezidir. Oksipital lob; orta-arka kisimda yer almakta

olup gérmeden sorumludur (Jensen, 1998) (Sekil 2.2).

Yan Kafa

(Pariotal Lop)
Sakak
(Temporal Lop) Arka kafa
(Oxsipital Lop)

Sekil 2.2: Serebral korteks merkezleri (Anon, 2017).

Beynin ortasinda bulunan hipokampus, talamus, hipotalamus ve amigdalayi i¢eren bolge beyin
hacminin % 20’sini temsil eden limbik sistemdir. Bu bolge duygular, uyku, dikkat, viicut
sistemi, hormonlar, cinsellik, koku ve beyin kimyasallarinin ¢ogunun tiretiminden sorumludur.
Amigdala, duygusal tepkilerin olusumu ve hatirlanmasinda rol oynayan énemli fonksiyonlara

sahip beynin bir pargasidir (Jensen, 1998).

Beyin sapi; biling, uyku - uyanma dongiisii, solunum ve kardiyovaskiiler kontrol gibi birgok
olayda 6nem tasiyan bir bolgedir. Medulla, serebral hemisferler ve omurilik arasinda bilgi
aktarimi yapar (Jensen, 1998; Noback ve dig., 2005). Orta beyin, ponsun iist kisminda bulunur.
Motor hareketi, 6zellikle de goz hareketleri, isitsel ve gorsel olaylarda 6nemli iglevlere sahiptir
(Sisu, 2017). Pons, medullanin {izerinde ve orta beynin altinda bulunan, duyusal bilgiler igin
onemli olan bir gegis bolgesidir (Jensen, 1998). Beyincik; kas hareketlerinin koordinasyonunu

ve motor fonksiyonun diizenlenmesini saglar. Kas kasilmalarini hassas bir sekilde diizenleyerek



yanitlanmasini senkronize eder. Bu sekilde denge, durus ve kas tonusunda 6nemli bir rol oynar.

Refleksif 6grenme ve sartli yanit olaylarinda gorev alir (Jensen, 1998; Noback ve dig., 2005).

2.1.1. Beyin Kabugunun Tabakalar1 ve Hiicre Tipleri

Beyinde, néronlarin yogun ve yaygin halde bulundugu yiizeysel bolge serebral kortekstir. Bir
noron, hiicre govdesi ve buradan g¢ikan uzantilardan olusur. Bu uzantilardan akson olarak
adlandirilan kisim bir nérondan diger bir nérona bilgi iletirken, dendrit olarak adlandirilan

kisim ise bir ndronun aksonu tarafindan iletilen bilgiyi alir (Morris ve Fillenz; 2003; Kiray,
2010).

Bes temel noronal hiicre tipi ¢ok sayida kortikal néronu temsil eder. Bu hiicre tipleri piramidal
hiicreler, yildizs1 (graniiler) hiicreler, Martinotti hiicreleri, horizontal hiicreler ve igsi hiicreler
olup dendritik organizasyona, akson dallanmasina ve hiicre govdesinin sekline gore karakterize
edilmistir (Sekil 2.3). Serebral korteks % 90 oraninda alt1 katmanli (I-V1) neokorteksten olusur
(Noback ve dig., 2005).

II : Piramidal hiicre
T
1 ‘ ._____..-—- Yan dallar
2 I
A o .
v kr—'—— Yildizs1 hiicre

Cikan akson

VI

:

Sekil 2.3: Neokorteksin alti tabakasinin hiicresel birlesimi (Purves ve dig., 2001).

Beyaz madde

Tabakalarin en disinda molekiiler tabaka (I) bulunur. Diger tabakalara gére nispeten daha az

sayida hiicre bulunur ve bu nedenle kalinliginda degiskenlik gosterir. Bu tabaka sinaptiktir ve



cogunlukla aksonal, dendritik ve glial isleyisin biitiiniinden olugur. Tekli hiicre govdesine sahip
ticgen seklindeki piramidal hiicrelerin apikal dendritleri kortikal yiizeye uzanir. Yetiskinlerde
bulunmayan ya da az sayida bulunan, yiizeysel kortikal tabakanin kiigiik bir ndronu olan
horizontal hiicrelerin aksonu da bu tabakada paralel olarak yonlenmis halde bulunabilir (Purves

ve dig., 2001; Noback ve dig., 2005; Garey, 2006).

Dis graniiler tabaka (II); kiigik taneli piramidal hiicrelerin yogun birikimiyle olusur. Az
miktarda ise yildiz (graniil) hiicreleri de bulunur. Bu nedenle graniiler tabaka olarak adlandirilir.
Buradaki ndronlar diger katmanlarla baglanti olustururlar (Purves ve dig., 2001; Noback ve

dig., 2005).

Kiigiik-orta boyutta piramidal hiicrelerden olusan dis piramidal tabaka (I1l) dis graniiler tabaka
ile birlikte, ayn1 hemisferin diger bolgeleriyle ya da korpus kallozum araciligiyla karsi

hemisferle baglanti olusumunu saglarlar (Purves ve dig., 2001; Noback ve dig., 2005).

I¢ graniiler tabaka (IV); daha ¢ok ince ve yogun yildiz (graniil) hiicrelerinden olusur. Kisa dalli
dendritler ve etrafindaki diger kortikal néronlarla dallanan kisa aksonlara sahip ¢ok kutuplu ara
noronlardir. Bu hiicrelerin aksonlari kortekste sonlanir. Birincil duyu kortekslerinde talamustan
giris alirlar. Lokal devre (Golgi tip II) ndronlart olan yildiz hiicreleri, eksitator ve inhibitor
olarak islev goriirler. (Purves ve dig., 2001; Noback ve dig., 2005). Eksitatdr néron olanlar,
glutamaterjiktir. Glutamat serebral korteksin en 6nemli uyaricit nérotransmitteri olarak kabul
edilir. Inhibitér ndron olanlar ise GABAerjiktir. Gama amino butirik asit (GABA) biiyiik

inhibitor norotransmitterdir.

I¢ piramidal tabaka (V); en biiyiik piramidal hiicrelerin bulundugu tabakadir. Bu hiicreler motor
kortikal alanlarda daha ¢ok yer almaktadir. Bu ndronlarin en biiyligii Betz hiicreleri olarak
adlandirilir. Bu hiicreler apikal dendritle 1. tabakaya uzanirlar ve burada yanlara dogru genis bir
yayilim gosterirler. Aksonlar ise kortekse kadar uzanarak diger beyin bolgeleriyle baglanti

kurarlar (Purves ve dig., 2001; Noback ve dig., 2005).

Igsi hiicre tabakasi (VI); farkli sekil ve boyutlara sahip i¢ kisimlarda ig seklinde hiicrelerden
olusur. Diger tabakalara oranla daha az sayida hiicreye sahiptir. Yildiz piramidal noronlar hem
yildiz hem de piramidal hiicrelerin 6zelliklerini tasiyan biiyiik hiicreler olup tabaka VI'nin

ayirici 6zelliklerini olusturur. Dendritler dallanarak hiicreyi terk ederler ya da dallanmadan I.



tabakaya kadar uzanabilirler. Igsi hiicre tabakasinin aksonlar1 korteksi terk eden piramidal

noronlari igerir (Purves ve dig.; 2001; Noback ve dig., 2005; Garey, 2006).

I. ve III. tabakalar aras1 supragraniiler tabaka, V. ve VI. tabakalar arasi infragraniiler tabaka

olarak adlandirilmaktadir (Garey, 2006).

Martinotti hiicreleri, tiim tabakalarda bulunan kisa dalli dendritlere sahip ¢ok kutuplu ara
noronlardir. Bu hiicrelerin korteks yiizeyine dogru yiikselen ve diger kortikal néronlarla
sinapslar olusturan dallanmis aksonlar1 vardir (Noback ve dig., 2005). Golgi Tip-1l ve
horizontal hiicreleri de Martinotti hiicrelerine benzer sekilde kortikal tabakalarin her birinde

bulunan kisa aksonlu hiicrelerdendir (Despopoulos ve Sibernagl, 2003).

2.2. EPILEPSI

2.2.1. Epilepsinin Tamim

Epilepsi kelimesi Yunanca kokenli olup, ‘epi’ iistiinde, listiinden, ‘lipsis’ tutmak, tutup sarsmak
anlamina gelen kelimelerden tiiremistir. Epilepsinin kelime anlami kavramak, yakalamak ve

ele gegirmektir (Aktin, 1965).

Epilepsi, beynin normal aktivitesini saglayan ndronlarin gegici, anormal ve hipersenkron
desarji olarak tanimlanmaktadir. Artmis noronal uyarilabilirlik sonucunda beynin gri
maddesinde ani, diizensiz ve yogun elektrik desarji sonucu gorsel, isitsel, kokusal tat ve
karmasgik algisal bozulmalar ortaya ¢ikar. Ayrica ndronlarin agir1 aktivitesine bagli olarak motor
ve otonomik fonksiyonu etkileyen, biling kaybinin eslik ettigi gegici ve tekrar eden bozukluklar
da meydana gelir (Adams ve dig., 2001; Fisher ve dig, 2005).

2.2.2. Epilepsinin Tarihcesi

Epilepsiden ilk kez M.O. 2000°de Mezopotamya literatiiriinde bahsedilmektedir. Epilepsinin
olusumuna ve tedavisine dair birgok kisi tarafindan ¢esitli tanimlamalar1 yapilmistir. Tibbin
yeterince gelismemis oldugu bu donemde epilepsinin kaynagi doga iistii gilicler, kotii ruhlar ya
da tanrilar tarafindan verilen bir ceza ydntemi olabilecegi diisiiniiliiyordu. M.O. 460 yilinda
Hipokrat; epilepsinin beyindeki bir sorunla ilgili oldugunu, diger hastaliklar gibi ilaglarla ve
diyetle tedavi edilebilecegini ileri siirmiistiir (Page ve dig., 1967; Ali ve dig., 2016). Epilepsinin



ilk bilimsel tanimi 19. ylizyilin sonlarinda; beynin gri cevherinde meydana gelen akut, asir1 ve

diizensiz desarjlar olarak norolog Huglings Jackson tarafindan yapilmistir (Janz, 1987).

Nobetlerin kontrol edilmesine yonelik sakinlestirici olarak barbitiiratlarin kullaniminin
ardindan, 1912°de fenobarbiton ve 1938’de de fenitoin gelistirilmis ve bu tiir ilaglar epilepsi
tedavisinde kullanilmaya baglanmistir. Daha sonra primidon, etosiiksimit, karbamapezin ve
valproik asit gibi antiepileptik ilaglarin iiretimi yapilmistir. 1929°da psikiyatrist Hans Berger’in
gelistirdigi elektroensaflografi (EEG) yontemi ile, beynin anormal elektriksel bosaliminin
incelenmesine olanak saglanmig ve hastaligin tanisinin konulmasinda ve farkli nobet tiplerinde,

farkli beyin dalgas1 modellerinin var oldugu gosterilerek uygun tedavi yontemleri agiklanmistir

(Baulac, 2010; Brodie, 2010; Sidiropoulou ve dig., 2010).

20. yiizyildan itibaren, norogoriintileme yontemlerinin ve etkili ilaglarin gelistirilmesi ile
genlerin ¢esitli epilepsi formlar1 arasindaki baglantinin, hastaliin mekanizmasinin ve

molekiiler biyolojisinin daha detayli anlasilmasini saglamistir (Jordan, 1992).

2.2.3. Epilepsinin Epidemiyolojisi

Epilepsi insidans1 (tekrar orani), prevalansi (yayginlik) ve mortalitesi (6lim orani) farkli
ekonomilere sahip iilkeler arasinda degisim gostermektedir. Farkliliklar nobetlerde azalma,
erken oliim, ve sosyo-ekonomik faktorler ile agiklanabilmektedir. Epilepsi insidansinin
erkeklerde kadinlara gore, yaslilik doneminde ise yeni dogan donemine gore ¢ok daha yiiksek

oldugunu bildiren bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Hauser ve dig., 1993; Beghi ve Hesdorffer, 2014).

2.2.4. Epilepsinin Etiyolojisi

Epileptik sendromlar etiyolojik olarak ii¢ grupta siniflandirilmaktadir (Shorvon, 2011).

1. Idiyopatik epilepsiler: Genetik kokenli oldugu varsayilan, karakteristik EEG
gorlintiisiine sahip epilepsilerdir.

2. Semptomatik epilepsiler: Serebral patolojik degisimler sonucu ortaya ¢ikan
epilepsilerdir.

3. Kriptojenik epilepsiler: Nedeni belirlenemeyen semptomatik olduklari varsayilan

epilepsilerdir.



Epilepsi her yasta meydana gelebilen bir hastaliktir. Sekil 2.4’de epilepsiye neden olan  bazi
etkenlerin yasla iliskisini gosteren bir grafik verilmistir (Dekker, 2002).

=
(]
g Idiyopatik/Kriptojenik
2 Vaskiiler
i Timér
Travma
Dogum travma
10 20 30 ) 50 0

Sekil 2.4: Farkli epilepsi nedenlerinin yasa gore gelisen yaklasik frekansi (Dekker, 2002).

Epilepsinin nedenleri su sekilde 6zetlenebilir (Dekker, 2002).

Dogustan kaynaklanan bozukluklar: Rahimde oksijen yetersizligi, beynin malformasyonlari
(sekil bozukluklar), tuberoz skleroz (beyinde ve bir¢cok organda iyi huylu timérlerin varliiyla
karakterize hastalik), norofibromatozis (sinir sisteminin veya viicudun herhangi bir yerinde

tiimdr gelismesine neden olan hastalik).

Metabolik  bozukluklar: Hipoglisemi, hipokalsemi, elektrolit denge bozuklugu,

hiperbilirubinemi, pridoksin eksikligi, fenilketoniiri.

Enfeksiyonlar: Menenjit, atesli hastaliklar, AIDS, serebral sitma, ensefalit, tetanoz, kuduz ve

bogmaca.
Travma: Dogumda ve daha sonra olugabilen kafa travmalar1 ve hipotermi.

Toksik durumlar: Alkol, alkolii birakma, karbonmonoksit ve kursun zehirlenmesi, yiiksek

dozda ilag kullanimi.

Dolasim bozukluklari: Vaskiiler anomaliler, orak hiicre krizi ve felg.



10

2.2.5. Epilepsinin Siniflandirilmasi

Epilepsinin ~ smiflandirilmas1  tedavinin  temelini  olusturmaktadir.  N&bet  tipinin

siiflandirilmasi, hastanin nobet tiiriiniin siniflandirildigr yasa, kullanilan tani testlerinin

kapsamina ve dogruluguna baglidir. Uluslararasi Epilepsiyle Savas Dernegi’nin epileptik

siniflandirmasi; lokal, jeneralize ve smiflandirilmayan ndbetler olarak iice ayrilmaktadir

(Dekker, 2002; Das ve dig., 2012).

1. Parsiyel (Lokal ya da Fokal)

A. Basit parsiyel nobetler (Biling kaybi olusmayan)

1.
2.
3.
4.

Motor semptomlu (hareketlerle ilgili belirtiler).
Somatosensoryel (dokunma duyusu ile ilgili) veya 6zel duyusal semptomlu.
Otonomik (istemsiz viicut islevleriyle ilgili) semptomlu.

Psisik (ruhsal) semptomlu.

B. Kompleks parsiyel nobetler (Biling kaybi)

1.
2.

Basit parsiyel nobetlerin baglamasiyla biling kaybina ilerleme.

Baslangigtan itibaren biling kaybu.

C. Sekonder jeneralize parsiyel nobetler

1.

Basit parsiyel nobetlerin ve kompleks parsiyel nobetlerin jeneralize (yaygin)
nobetler (tonik-klonik) olusturmasi.
Basit parsiyel nobetlerin kompleks parsiyel nobetlere doniistimiiniin ardindan

jeneralize nobetler olugmas.

2. Jeneralize Nobetler (Konvulsif ya da Konvulsif Olmayan)

A. Absans nobetler: Birkag saniye siiren kisa siireli biling kaybi.

Tipik absans nobetler.

Atipik absans ndbetler.

B. Miyoklonik nébetler: Ani, kisa sok benzeri kas kasilmalariyla karakterize olan

nobetler.

C. Klonik nébetler: Tekrarlayan kasilmalarla karakterize olan ndbetler.

D. Tonik nobetler: Biling kaybi, ani, siirekli kas kasilmalariyla karakterize olan nbetler.

E. Tonik-klonik nobetler: Biling kayb1, tiim kaslarin spazmli olmasindan dolay1 solunum

durmasi, genel sertlik olusumu (tonik faz), tonik fazin klonik faza gegisi.
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F. Atonik nobetler: Kas tonusunun ani kaybu.
3. Smiflandirilamayan nobetler

Bu kategori, yeterli bilgi olmamasindan dolayr mevcut kategorilere dahil edilemeyen ndbetleri

kapsamaktadir.

2.2.6. Epilepsinin Patofizyolojisi

Nobet, beyindeki sinir hiicrelerinin eksitasyonundaki (uyarilma) artis ve inhibisyonundaki
azalma ile normal dengenin bozulmasi durumunda olusmaktadir. Eksitasyon / inhibisyon
dengesindeki degisim genetik, patolojik ve fizyolojik faktorlerle meydana gelmektedir. Sinir
hiicresi membraninin sodyum ve kalsiyum iyonlarina geg¢irgenliginin artmasi eksitasyon ile,
potasyum iyonlarina gecirgenliginin artmasi ise inhibisyon ile iliskilidir. Inhibitor
ndrotransmitter olan GABA ve uyarici ndrotransmitter olan glutamat noronal eksitabilite
dengesindeki degisimlere neden olan etkenler arasinda yer almaktadir (Stafstrom ve Carmant,

2015).

2.2.7. Epilepsinin Tedavisi

Epilepsi tedavisinin temeli, hastanin normal beyin fonksiyonlarini etkilemeden nobetlerden
uzak tutulmasina dayanir. Taninin dogru bir sekilde konmasi, uygun antiepileptik ilaclarin
secimi ve kullanimu ile epilepsi hastaligini kontrol altina almak miimkiindiir. Epileptik sendrom,
ndbet tipi, etiyoloji, ndbetin basladig1 yas, cinsiyet tedavide kullanilacak olan antiepileptik

ilacin belirlenmesinde 6nemli faktorlerdir (Dekker, 2002; Das ve dig., 2012).

Ilag tedavisine bir ilagla ve diisiik miktarda dozla baslanir. Nébet kontrolii saglanana kadar doz
miktar1 kademeli olarak artirilir. Tedavinin amaci, tam ndbet kontroliinii saglayan en diisiik
bakim dozunu elde etmektir. Tedavinin baglangicinda yan etki olarak ortaya ¢ikan zehirlenme,
doz miktarinin hizli ya da asir1 verildigini géstermektedir. Yorgunluk, asir1 uyku ihtiyaci, bas
donmesi veya yiiriime giicliigii diger yan etkiler arasinda sayilabilir. Tedaviye baslanan ilk
ilacla bahsedilen yan etkiler meydana gelirse ya da verilen dozla nobet kontrolii saglanamadiysa
ayn1 yontemle baska bir antiepileptik ila¢ tedavisine baglanir. Eger kullanilan ilk ilag¢ bir
dereceye kadar etkinlige sahipse, mevcut tedaviye ikinci bir ilag eklenir. Eklenen ikinci ilag
nobet kontroliinii sagliyorsa ilk ilacin dozu kademeli olarak azaltilarak tedaviye devam edilir.

Ilag, giinliik olarak uzun yillar, bazen yasam boyu, bazen daha az verilmektedir. Idiyopatik
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epilepside en az iki yil, semptomatik epilepside ise en az {i¢ yil ilagla ndbetsiz bir siirenin
ardindan dozaj kademeli olarak azaltilabilir, nébetler niiksetmediyse durdurulabilir. Tedaviye
baslamadan oOnce epilepsinin siddetli oldugu veya bilinen bir beyin lezyonun oldugu
durumlarda nobetlerin tekrarlama olasilig1 daha yiiksek oldugundan, tedaviye uzun siire devam

etmek daha iyidir (Dekker, 2002; Ben-Menachem, 2014).

Epilepsi tipinin bilinmesi baslangigta zor oldugundan tedavi genellikle nobet tipine gore secilen
antiepileptik ilagla baglanmaktadir. En yaygin nobetler jeneralize tonik-klonik ndbetlerdir. Bu
nobetler i¢in temel olarak kullanilan fenobarbiton, fenitoin, karbamazepin ve valproik asit
antiepileptik ilaclar1 neredeyse esit derecede etkilidir. Bunlardan fenitoin ya da karbamazepin
sekonder jeneralize tonik-klonik nobetler i¢in, fenobarbiton ya da valproik asit primer

jeneralize tonik-klonik nobetler igin tercih edilen ilaglardir (Dekker, 2002).

2.3. VALPROIK ASIT

Valproik asit (VPA) (2-propilvalerik asit, 2-propilpentanoik asit) bir valerik asit tiirevidir. 144
molekiil agirligina sahip olan VPA sekiz karbonlu dallanmis bir doymus yag asididir
(Chateauvieux ve dig., 2010; Muiiiz, 2017).

H;C

H,C
OH

Sekil 2.5: Valproik asit.

VPA organik bir ¢oziicii olarak ilk kez 1881 yilinda Amerikali kimyac1 Burton tarafindan
sentezlenmistir. Antiepileptik 6zelligi 1962 yilinda Meunier tarafindan rastlanti sonucu
bulunmustur (Bowden, 2003). 1978'de ilk defa tanitilan VPA, hem parsiyel hem de jeneralize
ndbet bozukluklarin tedavilerinde antiepileptik ilag olarak kullanilmistir. 1966'da ise ilk defa
Lambert VPA’y1 duygudurum bozuklugu olan hastalarin tedavilerinde iyilestirici ajan olarak

kullanmistir (Pinkston ve Walker, 1997; Davis ve Ryan, 2000).
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VPA’nin 1995°te bipolar bozukluklarla iliskili olan manik rahatsizliklarin tedavilerinde
kullanilmasi onaylanmistir (Davis ve Ryan, 2000). Son zamanlarda VPA, noéropatik agrinin
kontroliinde, migren bas agrisinin Onlenmesinde ve sonlandirilmasinda kullanilmaktadir

(Mathew ve dig., 2000; Hardy ve dig., 2001).

VPA, merkezi sinir sisteminin inhibitér nérotransmitteri olan GABA’ya benzer bir yapidadir
ve bu nedenle beyindeki islevini GABA konsantrasyonundaki bolgesel degisikliklere bagli
olarak gostermektedir. VPA beyinde GABA’nin yikiminda rol alan GABA-transaminaz
enzimini inhibe eder ve GABA sentezini saglar ve glutamik asit dekarboksilaz enziminin
etkinligini arttirir (Loscher, 2002; Sztajnkrycer, 2003). VPA’nin sodyum kanallarini inhibe
etmesi yanisira, kalsiyum akimina da etki eder. Bu etki mekanizmalar1 ile VPA, antiepileptik
etkinligini gostermektedir. Ayrica potasyum kanallarini aktive etmesiyle de sinir hiicresinde

hiperpolarizasyon olusturdugu goriilmiistiir (Havali, 2010).

Viicut icerisine terapdtik dozda alinan VPA gastrointestinal sistemde hizli bir sekilde absorbe
edilmektedir. Oral yolla alinan VPA’nin biyoyararlanimi en ist seviyededir. Plazmadaki
maksimum konsantrasyonuna yaklasik olarak 2 saat sonra ulagsmaktadir. VPA, basta albumin
olmak {izere plazma proteinlerine % 90 oraninda baglanmakta ve beyin omurilik sivisina % 60
oraninda ge¢mektedir. Uygun dozda alindiginda plazma yarilanma émrii 7-10 saat, asir1 dozda
kullanildiginda ise 30 saate kadar ¢ikabilmektedir. Karacigerde ise glukuronidasyon,
mitokondriyal B oksidasyonu ve sitosolik ® ve i1 oksidasyonu yollariyla metabolize

edilmektedir (Sztajnkrycer, 2003; Demirel, 2013).

5-OH-VPA 4-OH-VPA
4-en-VPA 4-keto-VPA
PGA V\ ; A 3-en-VPA
@-oksidasyonu @ '\g’ o1-oksidasyonu
Valproik asit
& "’0
//> p oksidasyonu \

4 ' N\ .
2-en-VPA Glukuronid
3-OH-VPA
3-keto-VPA .

Mitokondri Sitosol

Sekil 2.6: VPA metabolizmasinin {iriinleri (Sztajnkrycer, 2003).
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VPA kisa zincirli yag asidi olmasina ragmen uzun zincirli yag asidi tasima sistemi yolunda bir
kofaktor olarak kullanilan L-karnitin ile mitokondriye geger. Burada valproil-CoA'y1
olusturmak i¢in koenzim-A'ya (CoASH) baglanir ve daha sonra valproil-karnitin esteri

olusturmak igin L-karnitin ile esterlesir (Sztajnkrycer, 2003).

VPA’nin baslica B-oksidasyon iiriinleri 2-propil-2-pentenoik asit (2-en-VPA), 3-hidroksi-
propilpentanoik asit (3-OH-VPA) ve 3-okso-2-propilpentanoik asittir (3-keto-VPA). -
oksidasyon tiirtinleri; 5-hidroksi-2-propilpentanoik asit (5-OH-VPA), 2-poliglutarik asit (PGA)
ve 2-propil-4-pentenoik asittir (4-en-VPA); mi-oksidasyon {iriinleri ise 4-hidroksi-2-
propilpentanoik asit (4-OH-VPA), 4-okso-2-propilpentanoik asit (4-keto-VPA) ve 2-propil-3-
pentenoik asittir (3-en-VPA) (Sztajnkrycer, 2003).

Metabolitlerin bir kismi antiepileptik etki gosterirken, bir kism1 ise VPA’nin toksik etkisini
olusturmaktadir, % 30-40’1 ise metabolize olmadan atilmaktadir (Arpat, 2006). Metabolize
edilen VPA, glukuronid ile konjugasyon olusturarak suda ¢oziinen metabolitler seklinde idrar
ile disartya atilmaktadir (Kesim, 2009).

2.3.1. Valproik Asidin Yan Etkileri

VPA yiiksek dozda alindiginda; titreme, uyusukluk, 6grenme giigliigii, bellekte zayiflama ile
hiperaktivite, yorgunluk ve depresyona neden olmaktadir (Kurt, 2012). Diger antiepileptik
ilaglar ile birlikte kullaniminda ise sedasyona (derin uyku hali) neden oldugu gorilmistiir
(Swaiman ve Ashwal, 1999).

VPA alinan doza bagl olarak gastrointestinal sistemde; mide bulantisi, anoreksi, istahsizlik,
karin agrisi ve diyare gibi bozukluklara neden oldugu birgok arastirmaci tarafindan

bildirilmistir (Herranz ve dig., 1988; Wyllie, 2006).

VPA uygulanan epileptik hastalarin tedavileri esnasinda kilo artig1 sik goriilen bir yan etkidir.
Bu durum yetiskinlerde % 26, ¢ocuklarda % 15 civarinda gdzlemlenmistir. Kadinlarda
VPA’nin sebep oldugu kilo artisi ise daha sik goriilen bir durumdur (Herranz ve dig., 1988;
Bowden, 2003).

VPA’nin kemik iligi baskilamasina neden olarak aplastik anemiye, kemik iliginde sitopenilere
(kan hiicrelerinin eksikligi), trombositopeniye ve kanama-pihtilagsma testlerinde bozulmalara
neden oldugu bildirilmistir (Acharya, 2000; Kurt, 2012).



15

VPA ile yapilan kronik tedavilerde hepatotoksisitenin ¢esitli formlar1 meydana gelmektedir.
VPA ile kronik olarak tedavi edilen hastalarin % 44’linde asemptomatik karaciger
transaminazlarinda yiikseklik tespit edildigi literatiirde bildirilmistir (Cotariu ve Zaidman,
1988; Pinkston ve Walker, 1997). Transaminazlarda meydana gelen bu artigin hepatotoksisiteye

neden oldugu gosterilmistir (Jeavons, 1984).

VPA’nin kronik tedavisi veya akut olarak asir1 dozda alinmasi hiperamonemi ile de
iligkilendirilmistir. Propiyonik asidin in vitro olarak iire dongiisii enzimi olan karbamoil fosfat
sentaz I’1 (CPS 1) inhibe ettigi gosterilmistir (Coulter ve Allen, 1980). VPA'y1 kronik olarak
alan hastalarin % 35’1 ile % 45'inde hiperamonemi goriilmiistiir ve plazma amonyak diizeyi bu
hastalarda 80 mg/dL'den daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. VPA’nin neden oldugu
hiperamoneminin agirlikli olarak hepatik oldugu, bozulan iire dongiisii sonucunda azot

fazlaligin1 metabolize edememesinden kaynaklandigi ileri stirtilmiistiir (Sztajnkrycer, 2003).

VPA’nin noérotransmiterler iizerine olan yan etkisi, olusturdugu ensefalopatinin ana
mekanizmasi olarak kabul edilmektedir (Kwan ve Brodie, 2001). Bu etkinin VPA’nin glutamin
sentazi inhibe ederek glutamin sentezini diisiirmesi ve hiperamonemi olusturmasiyla meydana

gelebilecegi diisiiniilmektedir (Duarte ve dig., 1993).

Baska bir olasi mekanizma ise, astrositlerde [beyin ve omurilikte bulunan destek (glia)
hiicreleri] artan hiicre i¢i glutamat ve amonyum konsantrasyonlarinin neden oldugu dogrudan
noronal toksisitedir. Bu durumun potansiyel noronal hasara ve serebral 6demlere yol

acabilecegi ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir (Verrotti ve dig., 2002; Ricard ve dig., 2005).

VPA ve yumurtalik kisti arasinda bir iligski oldugunu ilk kez 1993 yilinda Isojarvi tarafindan
bildirilmigstir. VPA ile tedavi ettigi 28 epilepsili kadin hasta lizerinde yaptig1 ¢alismada, bu
hastalarin yaklasik olarak yarisinda adet gormeme, adet gecikmesi veya uzamis adet dongiisii
meydana geldigini bildirmistir (Isojarvi ve dig., 1993). Ayrica VPA’nin yumurtaliklarda
androjen hormonunun sentezini uyardigi ¢ok sayidaki mekanizmanin bir sonucu olarak
meydana geldigi bildirilmistir. insan yumurtalik hiicre kiiltiirlerini kullanan bir ¢alismada,
VPA'nin steroidogenik genlerin transkripsiyonunu arttirarak yumurtalik ve androjen sentezini
uyardigi, ayrica VPA’nin, testosteronun Ostradiole doniisiimiinii azaltarak ve bu reaksiyonu
katalizleyen aromataz enzimini inhibe edici etkiye neden oldugu one siirtilmistiir (Tauboll ve
dig., 2003; Nelson-DeGrave ve dig., 2004).
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VPA’nin akut pankreatit ile iligkisi ilk olarak 1979 yilinda rapor edilmistir (Batalden ve dig.,
1979; Camfield ve dig., 1979). VPA ile tedavi edilen ¢cocuklarin yaklasik olarak % 13'linde akut
pankreatit vakalarina rastlanmistir (Houben ve dig., 2005). VPA'nin neden oldugu akut
pankreatitin mekanizmasinin “idyosenkratik” oldugu ileri siiriilmiis (Asconape ve dig., 1993)
ve aciga cikan serbest radikallerin pankreas hiicre zarinda direkt bir toksik etki yaratarak
stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerini etkiledigi bildirilmistir

(Pippenger ve dig., 1991).

2.4, SERBEST RADIKALLER VE ANTIOKSIiDANLAR

2.4.1. Serbest Radikaller

Bir veya daha fazla ortaklanmamis elektronu bagimsiz olarak orbitallerinde bulunduran atom
veya molekiiller serbest radikaller olarak adlandirilmaktadir. Kararsiz ve oldukga reaktif olan
serbest radikaller, fizyolojik ya da patolojik reaksiyonlar sirasinda baska molekiiller ile kolayca
elektron aligverisine girip, onlar1 oldukga reaktif hale getirirler. Bu sekilde radikal olmayan

yapilar, radikale déniisiirler (Durmus ve Unsald1, 2005; Bilge, 2010; Lobo ve dig., 2010).

Tablo 2.1: Reaktif oksijen ve azot tiirleri (Karabulut ve Giilay, 2016).

Radikaller Nonradikaller

Siiperoksit 02" Hidrojen peroksit H20,

Hidroksil OH Hipokloroz asit HOCI

Peroksil ROO Hipobromoz asit HOBr

Alkoksil RO Singlet oksijen '0,

Hidroperoksil HOy» Ozon O3

Lipid peroksil LOO

Nitrik oksit NO: Nitrik asit HNO;

Nitrojen dioksit NO2 Nitrosil katyonu NO*
Nitroksil anyonu NO
Dinitrojen tetroksid N204
Dinitrojen trioksid N203
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitrik asit ONOOH
Nitronyum katyonu NO2*
Nitril klorid NOCI
AlKkil peroksinitrit ROONO

Biyolojik sistemlerde dnemli serbest radikallerin ¢ogu oksijene dayanir. Oksijenin yani sira,
azot kaynakli radikaller de olusabilir. Oksijen kaynakli olanlara reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
azot kaynakli olanlara ise reaktif nitrojen tiirleri (RNS) denir. ROS ve RNS radikal ve radikal

olmayan oksijen ve azot bilesikleri igerirler (Tablo 2.1). Serbest radikaller organik ya da
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inorganik molekiil olabilirler ve pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da notr halde bulunabilirler
(Durmus ve Unsaldi, 2005; Bilge, 2010; Karabulut ve Giilay, 2016).

Serbest radikallerin olusumu endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere baghidir. Mitokondride
elektron transport sistemi, lipid peroksidasyonu, ksantin oksidaz, inflamasyon, fagositoz,
egzersiz ve iskemi endojen kaynaklardir. Ekzojen kaynaklar ise sigara kullanimi, radyasyon,
ilaglar, pestisitler, endiistriyel ¢oziiciiler ve ozon olarak siralanabilir. Hem enzimatik hem de
enzimatik olmayan reaksiyonlarin sonucunda hiicrelerde serbest radikal olusumu siirekli olarak
meydana gelmektedir. Enzimatik reaksiyonlar, solunum zincirinde, fagositozda, prostaglandin
sentezinde ve sitokrom P450 sisteminde yer alirlar. Oksijen ve tiirlerinin organik bilesiklerle
olusturdugu reaksiyonlar ise enzimatik olmayan reaksiyonlardir (Bilge, 2010; Lobo ve dig.,

2010).

2.4.2. Oksidatif Stres

Serbest radikaller protein, DNA, karbohidrat, lipid, enzimler ve diger molekiil gruplar ile
reaksiyona girerek hiicre metabolizmasini etkiler. Ekstraseliiler matrikste hiyaluronik asit ve
kollajen yapisina etki ederek dokularda hasara sebep olurlar. Membran yapisinda bulunan
fosfolipidlerdeki yag asitlerinin peroksidasyonu ile hiicrelere zarar verirler. Bu etkiler diisiik
diizeyde oldugunda antioksidan maddelerle etkisiz hale getirilirler. Serbest radikal tiretimi
viicudun bu koruyucu etkilerini astiginda dokuda yikim baslar (Durmus ve Unsaldi, 2005).
Serbest radikal iiretimi ve antioksidan savunma sistemi arasinda olusan bu dengesizlik
sonucunda oksidatif stres ortaya ¢ikar. Oksidatif stresle hasar géren dokular; ksantin oksidaz,
siklooksijenaz gibi radikal iireten enzimlerin artisi, demir ve bakir iyonlarinin salinmasi ya da
oksidatif fosforilasyonun elektron tasima zincirlerinin bozulmasi durumlarinda asir1 ROS
tiretirler. ROS; diyabet, yasa bagli goz hastaligi ve Parkinson hastaligi gibi nérodejeneratif
hastaliklarda meydana gelmektedir (Lobo ve dig., 2010).

2.4.3. Antioksidanlar

Radikallerle hizl1 bir sekilde reaksiyona girerek otooksidasyon ve peroksidasyonun ilerlemesini
engelleyen maddelere antioksidan denir. Hiicre ve dokular, radikal {irtinlerin ve reaksiyonlarin

biyomolekiiler ve hiicresel yapilara zararinin 6nlenmesine yonelik bir sisteme sahiptir (Diindar

ve Aslan, 1999).



18

Antioksidan savunma etkilerini su sekilde gosterir (Diindar ve Aslan, 1999):

= Radikal metabolit liretiminin 6nlenmesi

= Uretilmis radikallerin temizlenmesi

= QOlusan hiicre hasarimin onarilmasi

= Sekonder radikal iireten zincir reaksiyonlariin durdurulmasi

» Endojen antioksidan kapasitenin arttirilmasi

Enzimatik ve enzimatik olmayan (nonenzimatik) antioksidanlar, radikallerin etkisini gidermek

i¢in hiicre i¢inde, hiicre disinda ve membranda bulunurlar (Lobo ve dig., 2010).

2.4.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-S-transferaz (GST),
glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT) ve sitokrom oksidaz enzimleri enzimatik
antioksidanlardir.

SOD; siiperoksit anyonun oksijen ve hidrojen peroksit olusumunu katalize eden bir seliiler

metaloenzimdir. SOD aktivitesi, bakir, ¢inko ve mangan elementleriyle iligkilidir (Diindar ve

Aslan, 1999; Lobo ve dig., 2010).

SOD

20y "+ 2H" — H0.+ 02

GPx; hidroperoksitlerin diisiik konsantrasyonlarinin giderilmesinden sorumlu dort selenyum
kofaktorii igeren seliiler bir enzimdir. Ozellikle eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili
antioksidan enzimidir (Diindar ve Aslan, 1999; Aydemir ve Karadag Sar1, 2009; Lobo ve dig.,
2010).

GPx
H,0; + 2GSH — GSSG + 2H,0

GPx
LOOH+2GSH —» LOH + GSSG + H»0

GR; GPx ile hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonu (GSSG) tekrar

indirgenmis glutatyona (GSH) doniistimiinii katalizler. Koenzimi nikotinamid adenin
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dintikleotid fosfat (NADPH) olup prostetik grubu flavin adenin diniikleotit (FAD)’ tir (Shan ve
dig., 1990; Aydemir ve Karadag Sar1, 2009).

GR
GSSG + NADPH + H'— 2GSH + NADP*

GST; indirgenmis glutatyonun endojen ve eksojen kaynakli ¢esitli bilesiklerle konjugasyonunu
katalizler ve lipid peroksitlere karsi selenyumdan bagimsiz GPx aktivitesi gostererek
antioksidan savunma mekanizmasi olusturur (Valko ve dig., 2006; Aydemir ve Karadag Sari,
2009).

GST
RX+GSH — GSR + HX
GST
LOOH + 2GSH — GSSG + LOH + H20

CAT,; hidrojen peroksidin ve hidroksil (OH") radikallerinin olusumunu 6nlemek i¢in bunlari
suya ve oksijene pargalar (Aydemir ve Karadag Sar1, 2009). Katalaz, H>O>’e spesifiktir ve diger

organik peroksitlere etki etmez (Durmus ve Unsaldi, 2005).

CAT
2H,0, —» 2H,0 + O

2.4.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
GSH, melatonin, C vitamini (askorbik asit), iirik asit, sistein, E vitamini (tokoferol),  karoten,

bilirubin, ubikinon (koenzim Q), flavonoid, seruloplazmin, ferritin, transferrin ve albumindir.

GSH karacigerde glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen ve yiiksek konsantrasyonlarda
bulunan bir tripeptit olup en 6nemli hiicresel antioksidanlardan biridir (Anderson ve Meister,
1989; Lobo ve dig., 2010). Glutatyon, sistein kismindaki tiyol grubunun bir indirgeyici ajan
olmasindan ve tersinir reaksiyon 6zelligi gostermesinden dolay: antioksidan 6zellige sahiptir

(Lobo ve dig., 2010).
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v-Glu Cys Gly
NH;* 0 H 0
. | I |l 2°
>C—C—CH, —CH;—C—N—C—C—N—CH, —C
- | | | -
O n H CH, H 0
|
SH

Sekil 2.7: Glutatyon

Melatonin kimyasal olarak N-asetil-5-metoksitriptamin olarak bilinen bir hormondur. Lipofilik
ozellik gostermesinden dolayr kolayca hiicre zarlarmmi asarak genis bir dagilim gosteren
melatonin, hidroksil ve siiperoksit radikallerini tutarak gii¢lii antioksidan etki gosterir (Aydemir
ve Karadag Sar1, 2009; Lobo ve dig., 2010).

ZT

x g
N
H
Sekil 2.8: Melatonin

C vitamini insanlarda sentezlenemediginden disardan alinmasi gereken, suda ¢oziinebilen,
tokoferolii indirgeyen ve hidroksil radikal toplayicisi rolii olan bir vitamindir. Dihidroaskorbata
dontiserek serbest radikalleri indirger. Viicutta kollajen sentezinde lizin ve prolinin
hidroksilasyonu i¢in gereklidir (Diindar ve Aslan, 1999; Durmus ve Unsald1, 2005; Aydemir ve
Karadag Sar1, 2009; Lobo ve dig., 2010).

E vitamini yagda ¢oziinen bir vitamindir. Membranlar disindaki ortamlarda olduk¢a zayif bir
antioksidan iken, membran lipid tabakalar1 arasinda oldukc¢a etkili olup ¢o6ziinerek
peroksidasyon zincirini kirar. Membranda bulunan doymamis yag asitlerini koruyarak hiicrenin

yasaminin devam etmesini saglar (Diindar ve Aslan, 1999; Durmus ve Unsaldi, 2005).
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A vitamininin 6n maddesi olan beta karoten retina gibi bazi1 dokularin membranlarinda yiiksek
miktarda birikebilir. Serbest radikal tiirleriyle reaksiyona girer. Singlet oksijen olusumunu
baskilar. E vitamini ile sinerjik etki gosterir. Malondialdehid (MDA) olusumunu ve lipid
peroksidasyonunu inhibe etmektedir (Diindar ve Aslan, 1999; Durmus ve Unsaldi, 2005).

Ubikinonlar viicut tarafindan sentezlendigi gibi besinlerle de alinabilen vitamin benzeri
antioksidanlardir. Mitokondriyal enerji metabolizmasinda gorev alirlar. Bz vitamini ile DNA

onariminda rol almaktadirlar (Aydemir ve Karadag Sar1, 2009).

Urik asit plazmanin antioksidan 6zelliginin neredeyse yarisin1 olusturmaktadir. Cogunlukla
metal baglayici olarak ¢alisirken birgok radikali de toplama 6zelligine sahiptir (Aydemir ve
Karadag Sari, 2009; Lobo ve dig., 2010).

2.5. PAZI (BETA VULGARIS L. VAR. CICLA)

Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla), ispanakgiller (Chenopodiaceae) familyasindan olup tiim
diinyada yaygin bir sekilde tiiketilen bir sebzedir. Pazi, Akdeniz iilkelerinden diinyaya
yayilmistir. M.O. IV. yy.'da filozof Aristo’nun pazi ile ilgili yazilarin oldugu, Roma’lilarin
paziy1 tibb1 bitki olarak kullandiklar1 bilinmektedir. Paz1 Tiirkiye’de de Ege, Marmara ve
Akdeniz boélgelerinde yetistirilmektedir (Esiyok ve Bozokalfa, 2007). Bitkinin y1l boyunca
yetistirilebilmesi ve maliyetinin ucuz olmasi sayesinde bu bitkinin yapraklari ve koklerinin

yiyecek olarak da tercih edilmesini saglamaktadir (Gao ve dig., 2009).

Sekil 2.9: Paz1

Pazimin yapraklari uzun, kuvvetli bir sapla gévdeye baglidir. Yaprak sap1 boyuna ¢izgili ve etli
yapidadir, kokler ise dallidir. Pazi, yapraklar1 ve saplari ile birlikte 40-70 cm kadar boylanir.
Yapraklar diiz ya da kabarcikli yapida olup oldukga genistir (Vural, 2012).
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Paz1 A, B, C vitaminleri, kalsiyum, demir ve fosfor acisindan zengin bir bitkidir. Ayrica
yapisinda palmitik asit, sitrik asit, oleik asit (Omega-9), linoleik asit (Omega-6) gibi yag asitleri
ile fosfolipidleri, glikolipidleri, polisakkaridleri, saponini, pektini ve flavonoidleri
bulundurmaktadir (Bolkent ve dig., 2000).

Halk arasinda karaciger ve bobrek hastaliklarinin tedavisinde, immun ve hematopoetik
sistemlerin diizenlenmesinde (Kanner ve dig., 2001) kullanilan pazi ayn1 zamanda organ ve
doku iltihabu, tilser, hemoroid tedavisinde (Parekh ve Chanda, 2008; Rodriguez, 2011; Youssef,
2013), yumusatici 6zellikleri ve magnezyum igerigi sayesinde, deri hastaliklar1 ve yaniklarinda
(Menale ve dig., 2006), gorme bozukluklari, kanser, migren, osteoporoz ve kalp hastaliklar
tedavilerinde kullanilmaktadir (Sener ve dig., 2002; Rao ve dig., 2010; Ceuterick ve dig., 2011).
Ayrica pazmin antidiyabetik, antioksidan ve antiasetilkolin esteraz ozelliklerinin oldugu

literatiirde belirtilmistir (Sacan ve Yanardag, 2010).

Bu calismamizda pazi bitkisinin valproik asit ile olusturulan beyin dokusu hasari iizerine

etkileri incelenmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEYLERDE KULLANILAN CIHAZLAR

Buzdolab1 : Argelik

Derin Dondurucular : New-Brunswick Scientific -76 °C, Beko -20 °C

Distile Su Cihaz1 : Brand MonoDest 3000

Etiiv : Memmert

Homojenizator : Cam Homojenizator

pH Metre: : Beckman pH Meter H5 HANNA

Santrifiij Cihaz: : Denley BS400

Sogutmali Santrifiij : Sigma 3K30

Sonikator : Bandelin Sonorex

Spektrofotometre : Shimadzu UV-Vis 1240, Shimadzu UV-Visible 1700

Su Banyolari : Cliffton, Memmert

Teraziler : Radwag AS220/C/2 Terazi, Radwag XA60/220/X Terazi, Gec
Avery Terazi

Vorteks : Fisons

Evaporator : Bibby Rotar Vakum Evaporator



24

3.2. DENEYLERDE KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

GSH miktar tayininde, metafosforik asit (Carlo Erba 407465), etilendiamintetraasetik asit
sodyum tuzu (EDTA Ci10H14N2Na20s.2H20; Merck 2604134), sodyum kloriir (NaCl; Merck
6400), trisodyum sitrat dihidrat (CeHsNasO7.2H20; Merck 6432), 5,5’-ditiyo-bis-2-nitro
benzoik asit (DTNB; Fluka 43760), sekonder sodyum fosfat (Na2HPO4; Merck 106586),
glutatyon (GSH; Fluka 49750) gibi maddeler kullanildi.

Lipid peroksidasyonu (LPO) miktar tayininde, triklorasetik asit (TCA; Riedel de Haen 27242),
sodyum hidroksit (NaOH; Merck 6462), 2-tiyobarbitiirik asit (TBA: Merck 108180), 1,1,3,3-
tetra etoksi propan (Sigma T9889) ve n-butanol (Merck 101990) kullanildi.

GPx aktivitesi tayininde, tampon ¢ozelti ig¢in dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPOs; Merck
Al116773847), potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs4; Merck 105101) kullanildi.
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA CioH14N2Na>0g.2H-0; Merck 2604134), sodyum azid
(NaNs; Sigma 71289), indirgenmis glutatyon (GSH; Fluka 49750), indirgenmis NADPH tuzu
(Sigma N1630), glutatyon rediiktaz (GR; Sigma G3664) ve H202 (Merck 1080600) kullanildi.

GR aktivitesi tayininde, tampon ¢ozelti i¢in Tris-HCl (CsH11NO3HCI; Merck 108387),
etilendiamintetraasetik asit (EDTA Ci0H14N2Na20s.2H20; Merck 2604134), indirgenmis
NADPH tuzu (Sigma N1630) ve okside glutatyon (GSSG; Sigma G45776) kullanildi.

GST aktivitesi tayininde, tampon ¢ozelti i¢in sekonder dipotasyum hidrojen fosfat (KoHPOys;
Merck A116773847), potasyum dihidrojen fosfat (KH2POas; Merck 105101), indirgenmis
glutatyon (GSH; Fluka 49750) ve 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB; Fluka 24440) kimyasal
maddeler kullanildi.

[leri okside protein iiriinleri (AOPP) tayininde, tampon ¢ozelti i¢in dipotasyum hidrojen fosfat
(K2HPO4; Merck A116773847), potasyum iyodiir (KI; Mallinckrodt TF1577), ve asetik asit
(CH3COOH; Merck 100063) kullanildi.

Protein karbonil (PC) miktar tayininde, 2,4-dinitrofenil hidrazin (DNPH; Merck 3081),
hidroklorik asit (HCI; Merck 100314), triklorasetik asit (TCA; Riedel de Hien 27242), guanidin
hidrokloriir (Fluka 50940), etanol (Riedel de Hden 32221) ve etil asetat (Merck 822277)
kullanilda.
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Sialik asit, sialik asit standart1 (Fluka 01400), sodyum kloriir (NaCl; Merck 106404), siilfiirik
asit (H2SO4; Merck 100713), sodyum meta periyodat (Carlo Erba 482234), sodyum meta
arsenit (Fluka 71287) ve 2-tiyobarbitiirik asit (TBA; Merck 108180) kullanildi.

SOD aktivitesi tayininde, tampon ¢ozelti igin sekonder sodyum fosfat (NaHPO4; Merck
106586), potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4; Merck 105101), etilendiamintetraasetik asit
(EDTA CioH14N2Na20s.2H20; Merck 2604134), riboflavin (Sigma 47861) ve o-dianisidin
hidrokloriir (Fluka 33430) kullanildu.

Paraoksonaz (PON) aktivite tayininde, paraoksan etil (Riedel de Haden 36186), tris
(hidroksimetil aminometan; Merck 108387), hidroklorik asit (HCI; Merck 100314), kalsiyum
kloriir (CaClz; Merck 2386) ve sodyum kloriir (NaCl; Merck 6400) kullanildi.

Asetilkolin esteraz (AChE) aktivitesi tayininde, fosfat tamponu i¢in sekonder sodyum fosfat
(Na2HPO4; Merck 106586), potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa4; Merck 105101) kullanilda.
5,5’-ditiyo-bis-2-nitro benzoik asit (DTNB; Fluka 43760), etopropazin (Sigma E5406),
asetilkolintiyoiyodiir (sigma A5751) kullanildi.

Total protein tayininde, sodyum karbonat (Na,COs; Riedel de Héen 13418), sodyum hidroksit
(NaOH; Merck 6462), dipotasyum tartarat (C4HsK206.0,5.H20; Merck 5160), bakir siilfat
(CuS0O4.5H20; Panreac), sodyum tungstat (Merck 106673), sodyum molibdat (Merck 6521),
fosfat asidi (HsPOa; Merck 4967293), hidroklorik asit (HCI; Merck 100314), lityum fosfat
(LiSO4.H20; Merck 5695), brom (Merck 1945) ve sodyum kloriir (NaCl; Merck 6400)
kullanilda.

3.3. DENEYDE KULLANILAN SULU PAZI EKSTRESININ HAZIRLANMASI

Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla), Istanbul semt pazarindan temin edildi. Istanbul Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Neriman Ozhatay tarafindan tiiriiniin teshisi
yapildi. Bitki materyali destile su ile yikanarak oda sicakliginda gélgede kurutuldu. Kurutulan
paz1 yapraklarindan bir balona 100 g konuldu ve lizerine 100 mL destile su ilave edildi. Karigim
geri sogutucu altinda 8 saat reflikks edildi. Elde edilen karisim soguduktan sonra siizgec
kagidindan gegirilerek siiziildii. Siiziintii onceden tartilmig cam balona alindi. Balon rota

evaporatore yerlestirilerek karisimin suyu kontrollii sicaklikta (40-50 °C) diisiik basing altinda
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uzaklastirildi. Geriye kalan ekstre Onceden tartilan krozeye konularak 37 °C’deki etiivde
icindeki su tamamen uzaklasincaya kadar bekletildi. Elde edilen ekstre tartildiktan sonra -20
°C’de muhafaza edildi. Paz1 ektresi destile suda ¢oziildii ve 7 giin boyunca her giin 100 mg / kg

olacak sekilde siganlara verildi.

3.4. DENEY HAYVANLARI

Bu ¢alisma Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu nun 26.11.2014 tarihli
ve 76. 2014. mar proje kodlu izni ile yapilmistir. Calismada 34 adet; 5-6 aylik Sprague Dawley

irka disi siganlar kullanildi. Siganlar rastgele segilerek 4 gruba ayrildi:

1.Grup: Kontrol Grubu Sicanlar (n=5)

2.Grup: Paz1 Ekstresi Verilen Sicanlar (n=8)

3.Grup: Valproik Asit Verilen Sicanlar (n=8)

4.Grup: Valproik Asit ve Pazi Ekstresi Verilen Sicanlar (n=13)

3.5. BEYIN HASARI OLUSTURULMASI

Calismamizda beyin hasar1 olusturmak iizere valproik asit kullanildi, paz1 ise sicanlara VPA
uygulamasindan 1 saat 6nce Koruyucu madde olarak verildi. 1. Grup (kontrol grubu) siganlara
serum fizyolojik 7 giin siire ile intraperitoneal olarak verildi. 2. grup sicanlara; 7 giin siireyle
paz1 ekstresi (100 mg/kg/giin) gavaj yolu ile verildi. 3. grup sicanlara 7 giin siireyle valproik
asit (500 mg/kg/giin) intraperitoneal olarak verildi. 4. grup siganlara ise ayni doz ve giinde

sirasiyla pazi ekstresi ve valproik asit verildi.

3.6. BEYIN DOKUSU ORNEKLERININ ALINMASI

Deneyin 8. giiniinde, bir gece dncesinde a¢ birakilan si¢anlar eter anestezisi altinda kesildi ve
siganlardan beyin dokusu 6rnekleri alindi. Beyin dokusu 6rnekleri deney giiniinde kullanilmak

lizere -76 °C’de saklandi.
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3.7. BEYIN DOKUSU HOMOJENiIZATLARININ HAZIRLANMASI

Beyin dokusu Ornekleri tartilarak cam homojenizatérde % 0.9’luk serum fizyolojik ile
homojenize edilerek % 10’luk (w/v) beyin dokusu homojenizatlar1 hazirlandi. Homojenizat
10.000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen beyin dokusu homojenizatlar

eppendorf tiiplerine konularak -76 °C’de deney giiniinde kullanilmak iizere saklandi.

Beyin dokusundan elde edilen homojenizatlar; GSH, LPO, AOPP, PC, sialik asit, total protein
seviyeleri ile GPx, SOD, GR, GST, AChE ve PON enzim aktiviteleri tayinlerini belirlemek i¢in
kullanild.

3.8. BEYIN DOKUSUNDA GLUTATYON MIiKTAR TAYIiNi

Beyin dokusunda GSH miktari, Ellman metoduna gore tayin edildi (Beutler, 1975). Ellman
aywract 5,5°-ditiyo-bis-2-nitro benzoik asit (DTNB) ile siilfhidril gruplarinin reaksiyonu ile

olusan {irliniin absorbansi 412 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.
Cozeltiler
Coktiirme Cozeltisi

1.67 g metafosforik asit, 0.2 g EDTANa, veya EDTAK> ve 30 g NaCl, distile suda ¢6ziilerek
100 mL’ye tamamlandi. Cozelti +4 °C’de 3 hafta dayaniklidir.

Sodyum Sitrat Cozeltisi (% 1)

1 g sodyum sitrat tartildi. Az miktarda distile suda ¢6ziilerek hacmi 100 mL’ye distile su ile

tamamlandi. Belirtme reaktifi hazirlanirken bu ¢6zelti kullanildi.
Belirtme Reaktifi (Ellman Ayiraci) (% 40 mg DTNB)

20 mg DTNB hazirlanan % 1°lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziildii ve hacmi 50 mL’ye
tamamlandi. Bu ¢ozelti +4 °C’de 13 hafta dayaniklidir.

Sekonder Sodyum Fosfat (NazHPO4) Cozeltisi (0.3 M)

10.65 g Na2HPOg4 distile suda ¢oziilerek hacmi 250 mL’ye tamamlandi.
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Glutatyon Standart Cozeltisi

100 mg GSH distile su ile hacmi 100 mL’ye tamamlandi. Glutatyon standart egrisi ¢izilmek
tizere % 2, 4, 6, 8, 10 mg glutatyon igeren standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Deneyin Yapilhisi

0.5 mL beyin dokusu homojenizati ve 0.75 mL ¢oktlirme ¢ozeltisi karistirildi. Bu karigim 4000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatantlar alind1 ve ¢okelti atildi.

Cozeltiler tabloda belirtilen miktarlarda alinarak numune, kor ve standart tiipleri hazirlandu.

Cozeltiler Numune Standart Kor
Siipernatant 0.5mL

Distile Su 0.5mL
Calisma Standart Cozeltisi =2 0.5mL

Sekonder Sodyum Fosfat 2mL 2 mL 2mL
Belirtme Reaktifi (DTNB) 0.25 mL 0.25 mL 0.25 mL

Tiipler vortekste karistirildi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. 412 nm’de kore karsi
okunan absorbans degerleri kaydedildi. Asagidaki formiile gore glutatyon miktar tayini

hesaplandi.
Doku glutatyonu (GSH) = Nabs/ Stdaps XA x2.5/307.3x 10%/P

Nabs: Numunenin absorbans degeri
Stdaps: Standardin absorbans degeri
A: % mg standart konsantrasyonu

P: % mg doku protein miktar1

3.9. BEYIN DOKUSUNDA LiPIiD PEROKSIDASYONU TAYINi

Beyin dokusunda LPO miktar1 Ledwozyw metoduna gore spektrofotometrik yontemle tayin
edildi (Ledwozyw ve dig., 1986). LPO firlinleri olan MDA ile tiyobarbitiirik asit (TBA)
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arasindaki reaksiyonuna bagli olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 532 nm dalga

boyunda okundu.
Kullanilan Cozeltiler
HCI Cozeltisi (0.6 M)

250 mL HCI ¢ozeltisi i¢in, bir miktar distile su bulunan balon jojenin igerisine 12.2 mL derisik

HCl ilave edildi. Bu ¢ozelti triklorasetik asit ¢ozeltisi hazirlanmasinda kullanildi.
Triklorasetik Asit (TCA) Cozeltisi (1.22 M)

49.83 g TCA tartilarak 0.6 M HCI’de ¢oziildii ve hacmi 250 mL’ye tamamlandi.
NaOH Cozeltisi (1 M)

1 g NaOH distile suda ¢oziildii ve hacmi 25 mL’ye tamamlandi.

TBA Cozeltisi (0.047 M)

500 mg TBA 6 mL 1 M NaOH ve 69 mL distile suda ¢oziildii.

Standart Cozeltisi (4.4 nmol/mL 1,1,3,3-tetra etoksi propan)

0.1 mL 1,1,3,3-tetra etoksi propana distile su eklenerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
n-Butanol

Direkt orijinal sisesinden kullanildi.

Deneyin Yapihisi

Numune, standart ve kor tiipleri tablodaki gibi hazirlandu.
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Cozeltiler Numune Standart Kor
Doku Homojenizat 0.5mL
Triklorasetik Asit Cozeltisi 25 mL 25 mL 25 mL

Tiipler vortekste karistirilip 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Standart Cozeltisi -—- 0.5mL
Distile Su 0.5mL
Tiyobarbitiirik Asit Cozeltisi 0.75 mL 0.75 mL 0.75 mL

Numune, standart ve kor tiipleri yukaridaki gibi hazirland1 ve c¢ozeltiler vorteksle iyice
karistirildi. Tiiplerin agizlarina bilye kapatilarak kaynar su banyosunda 30 dakika bekletildi.
Tiipler sogutuldu ve 2 mL n-butanol eklendi. Tiipler belirli siirede alt iist edildikten sonra 10
dakika 4000 rpm’de santrifiij edildi. Butanol fazi alinarak 532 nm’de absorbans kore karsi
okundu. Beyin dokusundaki LPO miktar1 asagidaki formiil ile yardimiyla hesaplandi.

LPO miktar1 (nmol MDA/mg protein) = (Naps/Staps) X 4.4/P x 100

4.4: Standart ¢ozeltisi (nmol/mL TEP)
P: % mg cinsinden doku protein miktar1
Nabs: Numunenin absorbans degeri

Stdaps: Standardin absorbans degeri

3.10. BEYIN DOKUSUNDA GLUTATYON PEROKSIDAZ AKTIVITESI TAYINi

Beyin dokusundaki GPx aktivitesi, Wendel (2003) metoduna gore tayin edildi. GPXx, GSH’n
H>O> varliginda okside glutatyona (GSSG) yikseltgenmesini saglar. Olusan GSSG,
NADPH’ nin NADP’ye yiikseltgenmesi sonucu GSH’ya dontisiir. Bu ytikseltgeme ile olusan

absorbans azalis1 spektrofotometrik olarak olgiildii.
Kullanilan Cozeltiler
Potasyum Fosfat Tamponu (0.25 M)

4.35 g KoHPO4 distile suda ¢oziildii ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi. 3.4 g KH2POj distile

suda ¢0ziildii ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi. pH 7.0 tamponunu hazirlamak i¢in 6 hacim
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K2HPO4 ve 4 hacim KH2PO4 karistirildi. pH 7.0 olarak hazirlanan bu tampon ¢6zeltiye 0.093 g
EDTA (2.5 mM) ve 0.0162 g NaN3 (2.5 mM) ilave edildi.

GSH Cozeltisi (10 mM)

0.003 g GSH distile su ile ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlandi. Cozelti deneyden hemen once

hazirlandi.
NADPH Caozeltisi (2,5 mM)

0.002 g NADPH distile su ile ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlandi. Cozelti deneyden hemen 6nce

hazirlandi.
Glutatyon Rediiktaz Cozeltisi (6 U/mL)

0.89 pL glutatyon rediiktaz 1mL fosfat tamponu (0.25 M, pH 7.0) ile seyreltilir. Deneyden

hemen Once hazirlanir.
H202 Cozeltisi (12 mM)

10 uL % 35°lik H20: distile su ile 10 mL’ye tamamlandi. Bu ¢dzelti deneyden hemen once

hazirlandi.
Deneyin Yapihisi

Numune ve kor tiipleri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Reaktifler Kor Numune
Fosfat Tamponu 600 puL 400 puL
Doku Homojenizat --- 200 puL
GSH Céozeltisi 100 uL 100 uL
NADPH Cozeltisi 100 pL 100 uL
Glutatyon Rediiktaz Cozeltisi 100 pLb 100 pL
H20: Cozeltisi 100 uL 100 pL




32

Kor ve numunelere H2O> ilave edilip karistirildiktan hemen sonra 366 nm’de 5 dakika boyunca
dakikada bir, absorbans degerlerindeki azalma kaydedildi. Bu deney igin hesaplanmis
ekstinksiyon katsayis1 6.22 mM’dir. GPx aktivitesi (U/mg protein dk.) cinsinden hesaplandi.

GPx (U/mg protein) = [(AOD/dk) /6.22 x 10% x (V1/Vo) X f] / mg protein

AOD: Absorbans farki
V1: Toplam ¢6zelti hacmi
Vo: Ornek hacmi

f: Seyreltme faktorii

3.11. BEYIN DOKUSUNDA GLUTATYON REDUKTAZ AKTIVITESI TAYINi

Yontemin esasi, okside glutatyonun GR ile indirgenmesi sirasinda yiikseltgenen NADPH

oraninin hesaplanmasina dayanir (Beutler, 1971).

Kullanilan Cozeltiler

HCI Cozeltisi (50 mM)

2.5 mL 1 M HCI ¢ozeltisi distile su ile 50 mL’ye seyreltildi.

Tris Cozeltisi (50 mM)

0.61 g Tris distile suda ¢6ziildii ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8.0)

50 mM Tris ¢ozeltisinden 29 mL alindi ve tizerine 50 mL 50 mM HCI ¢ozeltisinden ilave edildi.

pH 8.0’e ayarlandiktan sonra distile su ile hacim 100 mL’ye tamamlanda.

EDTA (1 mM)’h Fosfat Tamponu

0.037 g EDTA-Na,.2H20 Tris-HCI tamponu ile ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
NADPH Cozeltisi (2 mM)

1.6 mg NADPH 1 mL Tris-HCI tamponu ile ¢6ziildii. Cozelti deneyden hemen 6nce hazirlandi.
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GSSG Cozeltisi (20 mM)
12.4 mg GSSG 1 mL Tris-HCI tamponu ile ¢6ziildii. Cozelti deneyden hemen 6nce hazirlandi.
Deneyin Yapilisi

Numune ve kor tiipleri tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Reaktifler Numune Kor
Deney Tamponu 870 uL 900 uL
NADPH Caozeltisi 50 uL 50 uL
GSSG Cozeltisi 50 uL 50 uL
Doku Homojenizat 30 uL

Ornek absorbans degerindeki azalma kore karsi, 5 dakika boyunca 340 nm’de &lgiildii ve

dakikadaki absorbans degisimi saptandi.

Her bir 6rnek i¢cin GR aktivitesi, bu deneyde NADPH icin belirlenmis absorbsiyon katsayisi
6.22 olarak kullanildi ve yapilan seyreltmeler gbz Oniine alinarak, iinite/g protein olarak

hesaplandi.
GR aktivitesi (U/g protein) = [(AOD/dK) /6.22 x (V1/Vo) x f] / g protein

AOD: Absorbans farki
V1: Toplam ¢6zelti hacmi
Vo: Ornek hacmi

f: Seyreltme faktorii

3.12. BEYIN DOKUSUNDA GLUTATYON-S-TRANSFERAZ AKTIVITESI TAYINi

Beyin dokusunda GST aktivitesi Habig ve Jacoby (1981) metoduna gore spektrofotometrik

olarak tayin edildi.
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Kullanilan Cozeltiler

Potasyum Fosfat Tamponu (0.2 M, pH 6.5)

3.4836 g KoHPOq4 distile suda ¢oziildii ve hacim 100 mL’ye tamamlandi. 2.7218 g KH2PO4
distile suda ¢6ziildii ve son hacim 100 mL’ye distile su ile tamamlandi. pH 6.5 tamponu i¢in 3

hacim K2HPO4 ve 7 hacim KH2PO4 ¢ozeltisinden alinarak karistirildi.

GSH Cézeltisi (60 mM)

18.4 mg GSH 1 mL distile suda ¢oziildii. Cozelti deneyden hemen 6nce hazirlandi.

1-Kloro-2,4-Dinitrobenzen (CDNB) Cozeltisi (60 mM)

12.2 mg CDNB 1 mL mutlak alkolde ¢6ziildii. Cozelti deneyden hemen 6nce hazirlandi.

Deneyin Yapihisi

Numune ve kor tiipleri tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Reaktifler Numune Kor
Homojenizat 0.5mL

200 mM Potasyum Fosfat Tamponu pH 6.5 1.5mL 1.5mL
60 mM GSH Cozeltisi 0.05 mL 0.05 mL
60 mM CDNB Caozeltisi 0.05 mL 0.05 mL
Distile su 0.9 mL 1.4 mL

Hazirlanan 6rneklerin absorbans degerlerindeki artis kore karsi 3 dakika boyunca okundu.

GST aktivitesi (U/mg protein) cinsinden hesaplanir.

GST aktivitesi (U/mg protein) = [(AOD/dk) x 0.625 x f] / mg protein

AOD: Absorbans farki

f: Seyreltme faktorii
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3.13. BEYIN DOKUSUNDA iLERI OKSIiDE PROTEIN URUNLERI TAYINIi

Beyin dokusu AOPP diizeyleri Witko - Sarsat ve dig. (1996)’ nin kullandiklar1 yonteme gore

belirlendi.
Kullanilan Cozeltiler
Potasyum Fosfat Tamponu (20 mM, pH 7.4)

0.7 g K2HPOq distile suda ¢6ziildi ve hacmi 200 mL’ye tamamlandi. 0.54 g KH2PO;4 distile
suda ¢oziildii ve hacmi 200 mL’ye tamamlandi. pH 7.4 tamponunu hazirlamak igin 8 hacim
K2HPO4 ve 2 hacim KH2POg4 karigtirildi.

Potasyum Iyodiir (KI) Cézeltisi (1.16 M)

0.19 g Kl distile suda ¢oziilerek hacmi 1 ml’ye tamamlandi.
Asetik asit

Derisik asetik asit ¢ozeltisi kullanildi.

Deneyin Yapihisi

Numune ve kor tiipleri tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Cozeltiler Ornek Kor
Potasyum Fosfat Tamponu 1600 pL 2000 pL
Doku Homojenizat 400 pL

Potasyum Iyodiir 100 puL 100 uL

Calkalanir, spektrofotometrede kiivetin i¢inde 2 dakika bekletilir.

Asetik Asit 200 pL 200 uL

Hemen karistirilarak 340 nm’de absorbans ol¢iildii.
AOPP miktar1 (mmol / g protein) = [(Abs / 261) x (Vk/ V) X f] / g protein

Abs: Absorbans degeri
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Vk : Kiivetin hacmi
Vo : Ornek hacmi

f: Seyreltme faktorii

3.14. BEYIN DOKUSUNDA PROTEIN KARBONIL MIKTAR TAYIiNi

Doku protein karbonil miktari, spektrofotometrik olarak 2,4-dinitrofenilhidrazinin karbonil
gruplartyla reaksiyona girerek 2,4-dinitrofenilhidrazonu olusturmasina bagl olarak belirlenir.
2,4-dinitrofenil hidrazin, metal katalizli oksidasyona ugramis olan proteinler i¢in bir belirtegtir
(Levine ve dig., 1990).

Kullanilan Cozeltiler

HCI Cozeltisi (2.5 M)

101.6 mL derisik HCI’in hacmi destile su ile 500 mL’ye tamamlandi.
2,4-Dinitrofenil Hidrazin (DNPH) Cozeltisi (10 mM)

0.4954 g DNPH 2.5 M HCI’de ¢oziildii ve hacmi HCl ile 250 mL’ye tamamlandi.
Triklorasetik asit (TCA) Cozeltisi (% 20)

50 g TCA distile suda ¢oziilerek hacmi 250 mL’ye tamamlandi.

Guanidin Hidrokloriir Cozeltisi (6 M)

57.318 g guanidin hidrokloriir distile suda ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
Etanol-Etil asetat (1:1)

100 mL etanol ile 100 mL etil asetat karistirildi.

Deneyin Yapihsi

Numune ve kor tiipleri tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.
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Reaktifler Numune Kor
Homojenizat 0.5mL 0.5mL
DNPH cozeltisi 2mL

HCI Cozeltisi - 2mL

Tiipler bir saat oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. 15 dakikada bir vorteksle karistirildi.

TCA Cozeltisi 2.5mL 2.5mL

Tiipler 5 dakika buzun icinde bekletildi ve santrifiij edildi. Ust kisim atild1, ¢okelti 3 kez 2 mL
etanol, etil asetat (1:1) karigimui ile yikandi. Son ¢okelti 1 mL guanidin hidrokloriir ile muamele
edildi ve 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Orneklerin 370 nm’de kore kars1 absorbans degerleri

okundu. Beyin dokusunda protein karbonil miktar1 asagidaki formiile gére hesaplandi.
Protein karbonil (nmol protein karbonil/mg protein) = Absx90.9/mg protein

Abs: Absorbans degeri

3.15. BEYIN DOKUSUNDA SIiALIK ASIiT TAYINi

Beyin dokusunda sialik asit miktar1 Lorentz metoduna gore tayin edildi (Lorentz ve dig, 1986).
Periyodik asit oksidasyonu sonucu olusan B-formil piirivik asit 2 mol TBA ile reaksiyona
girerek, 546 nm’de maksimum absorbans veren renkli bir bilesik olusturur. Bu iirlin kararl

olmadigindan siklohekzanon fazina cekilir.

Kullanilan Cozeltiler

Sialik Asit Standardi (1.617 mM)

0.005 g sialik asit distile suda ¢oziilerek 10 mL’ye tamamlandi.
Sodyum Kloriir (NaCl) Cozeltisi (155 mM)

0.905 g NaCl distile suda ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlandi.
Siilfiirik Asit (H2SO4) Cozeltisi (67 mM)

0.356 mL derisik H2SO4100 mL’ye tamamlandi.
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Sodyum Meta Periyodat Cozeltisi (0.2 M)

4.277 g sodyum meta periyodat tuzu, 9 M HzPQOj4 ¢ozeltisi ile ¢oziilerek hacmi bu ¢ozeltiyle 100

mL’ye tamamlandi.
Sodyum Meta Arsenit Cozeltisi (1.54 M)

20 g sodyum meta arsenit 7.102 g Na>SOs tuzu ile 0.266 mL / 100 mL’lik H2SO4 ¢ozeltisi ile

coziilerek hacmi bu ¢ozeltiyle 100 mL’ye tamamlandi.

TBA Cozeltisi

0.533 g TBA, 7.102 g/ 100 mL ‘lik Na2SO4 ¢6zeltisi i¢inde ¢oziiliir.
Deneyin Yapihisi

Numune, standart ve kor tiipleri tablodaki gibi hazirlandi.

Cozeltiler Kor Numune Standart
Doku Homojenizat -- 10 uL
Distile Su 10 uL
Standart 10 pL
NaCl 100 puL 100 puL 100 uL
H2S04 300 pL 300 pL 300 pL
80 °C’ de 60 dakika bekletilir ve oda sicakliginda su ile sogutulur.
Sodyum Meta Periyodat 100 uL 100 uL 100 puL
20 dakika oda sicakliginda bekletilir.
Sodyum Meta Arsenit 400 uL 400 uL 400 puL
Iyodun rengi gidinceye kadar karistirilur.
TBA 1mL 1mL 1mL
15 dakika 90 °C’ de kaynatilir ve oda sicakliginda sogutulur.
Siklohekzanon 2mL 2mL 2mL

Tiipler 10 dakika santrifiij edildikten sonra absorbanslari 546 nm’ de kore kars1 okunur.
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Sialik asit miktar1 (mmol/mg protein) = [(Naps X 1.617) / Stdans]

Nabs: Numunenin absorbans degeri

Stdaps: Standardin absorbans degeri

3.16. BEYIN DOKUSUNDA SUPEROKSIT DiSMUTAZ AKTIVITESI TAYINi

Beyin dokusunda siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi Mylorie ve dig. (1986) tarafindan

gelistirilen yontem ile tayin edildi.
Kullanilan Cozeltiler
Sodyum-Potasyum Fosfat Deney Tamponu (50 mM, pH 7.8)

1.419 g Na2HPO4 distile suda ¢6ziildii ve hacmi 200 mL’ye tamamlandi. 1.360 g KH2PO4 distile
suda ¢oziilerek hacmi 200 mL’ye tamamlandi. 9 hacim Na;HPO4 ve 1 hacim KH2PO4

karistirilarak pH 7.8 olan tampon ¢6zelti hazirlandi.

Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) (0.1 mM)

0.0074 g EDTA tartildi ve pH 7.8 olan 50 mM 200 mL sodyum-potasyum fosfat tamponu iginde

¢Ozildii.
Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (10 mM, pH 7.5)

0.142 g Na2HPO4 distile suda ¢oziildii ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi. 0.136 g KH2PO4
distile suda ¢6ziildii ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi. 8 hacim Na;HPO4 ve 2 hacim

KH2POys, pH 7.5 olan tampon ¢6zeltiyi hazirlamak i¢in karistirildi.
Riboflavin Cozeltisi (0.2 mM)

7.3 mg riboflavin, 10 mM pH 7.5 olan sodyum-potasyum fosfat tamponu ile ¢6ziildii ve hacmi

100 mL’ye tamamland.
0-Dianisidin Hidrokloriir Cozeltisi

19 mg o-dianisidin, 10 mL distile suda ¢6ziildii.
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Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (100 mM, pH 7.5)

0.709 g Na2HPO; distile suda ¢oziildii ve son hacim 50 mL’ye tamamlandi. 0.680 g KH2PO4
distile suda ¢6ziildii ve son hacim 50 mL’ye tamamlandi. 8 hacim Na;HPO4 ve 2 hacim

KH2POy4, pH 7.5 olan tampon ¢6zeltiyi hazirlamak i¢in karistirild.
SOD (120 1U /mL) Stok Standardi

Liyofilize SOD standardi 120 TU/mL olacak sekilde, 100 mM pH 7.5 olan sodyum-potasyum
fosfat tamponu ile ¢6ziildii. Daha sonra bu stok standarttan uygun hacimler alinarak 2, 4, 6, 8,
10 tinite olacak sekilde SOD standart ¢ozeltileri hazirlandi. Asagidaki tabloda belirtilen sekilde,
standartlarin absorbans degerleri 460 nm’de okundu. Konsantrasyonlara karsilik gelen

absorbans degerleriyle standart grafik egrisi ¢izildi.
Deneyin Yapilisi

Numune, kor ve standart tiipleri asagidaki tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Reaktifler Kor Standart Numune
50 mM pH 7.8 Sodyum-Potasyum Fosfat Tampon Cozeltisi 2.7 mL 2.6 mL 2.6 mL

0-Dianisidin Cozeltisi 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL

Standart 0.1 mL

Doku Homojenizati --- - 0.1 mL

Riboflavin Cozeltisi 0.2 mL 0.2mL 0.2mL

Tiipler vortekste karistirildi. Tiiplerdeki ¢ozeltilerin ilk absorbans degerleri spektrofotometrede
460 nm’de okundu. Daha sonra bu ¢ozeltiler floresans 1sikta 8 dakika bekletildi; ¢6zeltilerin

460 nm’de kore karsi ikinci absorbans degerleri okundu.

Yapilan seyreltmeler dikkate alinarak doku homojenizatinin SOD aktivitesi standart grafik

yardimiyla (U/mg protein, dk) cinsinden hesaplanarak tayin edildi.
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3.17. BEYIN DOKUSUNDA PARAOKSONAZ AKTIiVITESI TAYINi

Yontemin esast, substrat olarak kullanilan paraoksonun o,0-dietil-o- (p-nitrofenil) fosfat PON

tarafindan hidrolizi sonucu ag¢iga ¢ikan p-nitrofenol miktarinin dlgtilmesidir (Furlong ve dig.,

1988).

PON

Paraokson + H.O — p-Nitrofenol + Dietilfosfat
Kullanilan Cozeltiler
HCI Céozeltisi (0.132 M)
3.3 mL 1 M HCI alinarak hacmi 25 mL distile su ile tamamlandk.
Tris-HCI Tamponu (0.132 M)

1.6 g Tris bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra 0.132 M HCI ile pH 8.5’e ayarland1 ve
hacmi 100 mL’ye distile su ile tamamlandi. 1.32 mM CaCl, ve 2.63 mM NaCl hazirlanan

tampon ¢ozelti iginde ¢oziildii.
Paraoksonaz Substrati (6 mM)

120 mM stok ¢ozelti igin 0.016512 g paraokson-etil 0.5 mL asetonda ¢oziildii. Bu stok ¢ozelti
1/20 oraninda Tris-HCI pH 8.5 tamponu ile seyreltilerek paraoksonaz substrati (6 mM)

hazirlandi. Cozelti deneyden hemen 6nce hazirlandi.
Deneyin Yapihisi

Numune ve kor tiipleri tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Cozeltiler Ornek Kor
Tris-HCI 760 uL 800 uL
Siipernatant 40 uL

Paraoksonaz Substrati 200 pL 200 pL

Tiipler 37 °C’de 5 dakika bekletildi. Orneklerin 405 nm’de kdre kars1 absorbansi degeri 6lciildii.

Her bir 6rnek i¢cin PON aktivitesi absorbsiyon katsayisi kullanilarak hesaplanda.
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PON Aktivitesi (U/L) = A/dkx1.36.10°
PON Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = PON aktivitesi/ mg protein

A: Absorbans degeri

3.18. BEYIN DOKUSUNDA ASETILKOLIN ESTERAZ AKTIiVITESI TAYINi

ACHhE, asetiltiyokolinin tiyokolin ve asetata par¢alanmasini katalizleyen bir enzimdir. AChE
aktivitesi, tiyokolin ile DTNB arasindaki reaksiyon sonucunda olusan 5-tiyo-2-nitrobenzoik
asidin verdigi sar1 rengin yogunlugunun 412 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iilmesiyle

belirlenmektedir (Ellman ve dig., 1961).

AChE

Asetiltiyokolin -~ — Tiyokolin + Asetat

AChE

Tiyokolin + DTNB ——5-tiyo-2 nitrobenzoik asit
Kullanilan Cozeltiler
Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (0.1 M, pH 8.0)

1.42 g NapHPO4 bir miktar destile suda ¢oziilerek son hacmi 100 mL’ye distile su ile
tamamlandi. 1.36 g KH2PO4 distile suda ¢oziildii ve son hacim 100 mL’ye distile su ile
tamamlandi. pH 8.0 tamponu hazirlamak i¢in 9.5 hacim Na;HPO4 ve 0.5 hacim KH2PO4
karigtirildi.

Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (0.1 M, pH 7.0)

0.71 g Na2HPOg4 bir miktar destile suda ¢oziilerek son hacmi 50 mL’ye distile su ile tamamlandi.
0.68 g KH2PO4 distile suda ¢oziildii ve son hacim 50 mL’ye distile su ile tamamlandi. pH 7.0
tamponu hazirlamak i¢in 6 hacim NaoHPO4 ve 4 hacim KH2PO4 karistirildi.

DTNB Cozeltisi (Ellman Reaktifi) (0.01M)

0.02 g DTNB 0.1 M pH 7.0 tamponunda ¢6ziilerek hacmi 5 mL’ye tamamlandi.



Etopropazin (8.52 x 102 M)

0.015 g etopropazin distile suda ¢oziilerek hacmi 5 mL’ye tamamlandi.

Asetilkolintiyoiyodiir (0.015 M)

8.6 mg asetilkolintiyoiyodiir tartilarak hacmi 2 mL’ye tamamlandi.

Deneyin Yapihisi

Numune ve kor tiipleri tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Cozeltiler Ornek Kor
Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu 2550 uL 2700 uL
Doku Homojenizat1 200 pL 200 pL
DTNB 100 pL 100 uL
Etopropazin 50 uL

Calkalanir, 30 °C” de 5 dakika inkiibe edilir.

Asetilkolintiyoiyodiir

100 L

Ornek ve kor tiiplerinin 412 nm’de 0. ve 5. dakikalardaki absorbanslari dl¢iildii. Asagidaki
formiil ile AChE aktivitesi hesaplandi.

ACNhE spesifik aktivite (U/mg protein) = [(AOD/dk) x (V1/V¢) x 13.6 x f] / mg protein

AOD: Absorbans farki
V1: Toplam ¢6zelti hacmi
Vo: Ornek hacmi

f: Seyreltme faktorii

3.19. BEYIN DOKUSUNDA PROTEIN MIiKTAR TAYINi

Yontem, alkali ortamda bakir iyonlar ile reaksiyona sokulan proteinlerin Folin ayiraci ile

indirgenmesi sonucu olusan mavi rengin siddetinin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi esasina

dayanir (Lowry ve dig., 1951).
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Kullanilan Cozeltiler

A Reaktifi (% 2 Na2COs)

2 g NaxCOs tartilarak 0.1 N NaOH c¢ozeltisi ile ¢oziildii ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
B Reaktifi (% 0.5 CuSO45H20)

0.05 g CuSOg4. 5H20 tartilarak % ldipotasyum tartarat ¢ozeltisi ile ¢oziildii ve hacmi 10 mL’ye

tamamlandi. Bu ¢6zelti her giin taze olarak hazirlandi.
C Reaktifi

Alkali sodyum karbonat ¢ozeltisinin 50 mL’sine 1 mL bakir siilfat ¢ozeltisi eklenerek

hazirlandi. Bu ¢ozelti yarim saat i¢inde bozuldugu i¢in her kullanista tekrar hazirlandi.

E Reaktifi (Folin Reaktifi)

1500 mL’lik Florence balonuna 100 g sodyum tungstat, 25 g sodyum molibdat, 700 mL distile
su, 50 mL % 85°lik fosfat asidi ve 100 mL derisik HCI konularak geri sogutucu altinda 10 saat
kaynatildi. Uzerine 150 g LiSOa, 50 mL distile su ve birkag damla brom ilave edildi. Bromun
fazlasini uzaklastirmak igin 15 dakika daha kaynatildi, sogutuldu ve distile su ile son hacim 1
L’ye tamamlandi. (Bu stok Folin reaktifidir, deneylerde kullanilirken 1:2 oraninda distile su ile
seyreltilerek kullanildi).

Beyin dokusunda spektrofotometrik olarak total protein miktarini tayin etmek i¢in % 100 mg
albumin igeren stok ¢ozelti hazirlandi. Serum fizyolojik ile seyreltmeler yapilarak % 2, 4, 6, 8,

10 mg albumin igeren ¢alisma standardi ¢6zeltileri hazirlandi.
Deneyin Yapihisi

Kor, numune ve standart tiipleri tabloda belirtildigi gibi hazirlandi.

Cozeltiler Kor Numune Standart
Standart Cozeltisi --- - 0.5mL
Siipernatant --- 0.5mL

Serum Fizyolojik 0.5mL

C Reaktifi 2.5mL 2.5mL 2.5 mL
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Tipler vortekste karistirildi ve oda sicakliginda 10 dakika beklendi.

E Reaktifi 0.25mL 0.25mL 0.25mL

Tiipler vortekste karistirildi. 30 dakikanin sonunda spektrofotometrede 500 nm dalga boyunda
kore kars1 absorbanslart okundu. Standart egri yardimiyla numunenin % mg protein cinsinden

miktar1 hesaplandi.
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4. BULGULAR

Calismada, VPA ile olusturulan beyin hasarina pazinin etkilerini belirlemek amaciyla siganlarin
beyin doku 6rneklerinde biyokimyasal parametreler incelendi ve elde edilen sonuglar Tablo 4.1,

Tablo 4.2, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de verildi.
Beyin dokusundaki GSH ve LPO degerleri Tablo 4.1° de verildi.

Tablo 4.1: Deney ve kontrol grubu siganlarin beyin GSH ve LPO degerleri.

Grup GSH LPO
(nmol GSH/mg protein)* (nmol MDA/mg protein)*
Kontrol 20.91 +4.02 3.30+0.65
Kontrol + pazn 30.23+£5.93 3.30+£1.06
VPA 33.62 +7.582 4.90+0.61°
VPA + paz1 27.25+4.15° 2.98 +0.89¢
Panova 0.021 0.007
*QOrtalama £SD

4p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

®p<0.05 VPA grubu ile karsilastirildiginda.

p<0.01 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

90<0.01 VPA grubu ile karsilastirildiginda.

Kontrol grubu ile pazi ekstresi verilen grubun GSH degerleri birbiriyle karsilastirildiginda
Kontrol + pazi1 grubunun GSH degerlerinin arttigi, VPA verilen grubun GSH degerleri ile
kontrol grubu degerleri karsilastirildiginda VPA grubu degerlerinin anlamli olarak arttigi
gozlendi (p<0.05). VPA ile VPA + pazi grubu birbiriyle karsilagtirildiginda VPA + pazi
grubunun GSH degerlerinin anlamli olarak azaldig1 goriildi (p<0.05) (Tablo 4.1). Elde edilen
sonuclardan kontrol, kontrol + pazi, VPA ve VPA + pazi gruplarinin GSH degerleri
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriildii (Panova = 0.021).

Kontrol grubu ile paz1 ekstresi verilen grubun LPO degerleri birbiriyle karsilastirildiginda
kontrol + pazi grubunun LPO degerlerinin anlamsiz oldugu, VPA verilen grubun LPO degerleri

ile kontrol grubu karsilastirildiginda VPA grubu degerlerinin anlamli olarak arttig1 gozlendi
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(p<0.01). VPA ile VPA + pazi grubu birbiriyle karsilagtirildiginda VPA + pazi grubunun LPO
degerlerinin anlamli olarak azaldigi goriildii (p<0.01) (Tablo 4.1). Do6rt grubun beyin
dokusunun LPO degerleri birbiriyle karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik
oldugu goriildii (Panova = 0.007).

Beyin dokusundaki GPx, GR ve GST aktivite degerleri Tablo 4.2” de verildi.

Tablo 4.2: Deney ve kontrol grubu sicanlarin beyin GPx, GR ve GST aktivite degerleri.

Grup GPx GR GST
(U/mg protein)* (U/g protein)* (U/mg protein)*
Kontrol 8.70£0.70 15.72 £2.05 0.157+£0.02
Kontrol + paz1 8.47+1.23 12.51 +£1.28 0.145+0.03
VPA 10.22 £ 1.16% 22.55+4.17° 0.197 £ 0.028
VPA + paz1 8.36+1.33° 13.70 £ 1.28¢ 0.178 £ 0.02
Panova 0.027 0.0001 0.009
*QOrtalama £SD

< 0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

®p<0.05 VPA grubu ile karsilastirildiginda.

°p<0.0001 VPA grubu ile karsilagtirildiginda.

Kontrol grubu ile pazi ekstresi verilen grubun GPx aktivite degerleri birbiriyle
karsilastirildiginda kontrol + pazi grubunun GPx aktivite degerlerinin azaldigi, VPA verilen
grubun GPx aktivite degerleri ile kontrol grubu karsilastirildiginda VPA grubu degerlerinin
anlamli olarak arttigi gozlendi (p<0.05). VPA ile VPA + pazi grubu birbiriyle
karsilastirildiginda VPA + pazi grubunun GPx aktivite degerlerinin anlamli olarak azaldigi
goriildi (p<0.05) (Tablo 4.2). Dort grubun beyin dokusunun GPx aktivite degerleri birbiriyle
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriildii (Panova = 0.027).

Kontrol grubu ile pazi ekstresi verilen grubun GR aktivite degerleri birbiriyle
karsilastirildiginda kontrol + pazi grubunun GR aktivite degerlerinin azaldigi, VPA verilen
grubun GR aktivite degerleri ile kontrol grubu karsilastirildiginda VPA grubu degerlerinin
anlamli olarak arttign gozlendi (p<0.05). VPA ile VPA + pazi grubu birbiriyle
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karsilastirildiginda VPA + pazi1 grubunun GR aktivite degerlerinin anlamli olarak azaldigi
goriildii (p<0.0001) (Tablo 4.2). Dort grubun beyin dokusunun GR aktivite degerleri birbiriyle
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriildi (Panova = 0.0001).

Kontrol grubu ile pazi ekstresi verilen grubun GST aktivite degerleri birbiriyle
karsilagtirildiginda kontrol + pazi grubunun GST aktivite degerlerinin azaldigi, VPA verilen
grubun GST aktivite degerleri ile kontrol grubu karsilastirildiginda VPA grubu degerlerinin
anlamli olarak arttigi gozlendi (p<0.05). VPA ile VPA + paz1 grubu birbiriyle
karsilastirildiginda VPA + pazi grubunun GST aktivite degerlerinin anlamsiz olarak azaldigi
goriildii (Tablo 4.2). Dort grubun beyin dokusunun GST aktivite degerleri birbiriyle
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriildii (Panova = 0.009).

Beyin dokusundaki AOPP, PC ve sialik asit degerleri Tablo 4. 3’ de verildi.

Tablo 4.3: Deney ve kontrol grubu siganlarin beyin AOPP, PC ve sialik asit degerleri.

Grup AOPP PC Sialik Asit
(mmol/g protein)* (nmol karbonil/mg (mmol/mg protein)*
protein)*
Kontrol 0.82+0.26 4.36+1.02 0.013 £ 0.002
Kontrol + paz1 0.79 £ 0.05 4.60 +0.84 0.016 £ 0.002
VPA 1.78 £0.132 5.91+0.82¢ 0.020 + 0.002?
VPA + paz 0.59+0.07° 4.08 £ 0.79¢ 0.537 + 0.438¢
Panova 0.0001 0.004 0.002
*Qrtalama £SD

4p<0.0001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
p<0.0001 VPA grubu ile karsilastirildiginda.
p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
99<0.001 VPA grubu ile karsilastirildiginda.
¢p<0.01 VPA grubu ile karsilastirildiginda.

Kontrol grubu ile pazi ekstresi verilen grubun AOPP degerleri birbiriyle karsilastirildiginda
kontrol + pazi grubunun AOPP degerlerinin azaldigi, VPA verilen grubun AOPP degerleri ile
kontrol grubu karsilastirildiginda VPA grubu degerlerinin anlamli olarak arttig1 gozlendi
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(p<0.0001). VPA ile VPA + pazi grubu birbiriyle karsilastirildiginda VPA + pazi grubunun
AOPP degerlerinin anlaml1 olarak azaldig1 goriildii (p<0.0001) (Tablo 4.3). Dort grubun beyin
dokusunun AOPP degerleri birbiriyle karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik
oldugu goriildii (Panova = 0.0001).

Kontrol grubu ile pazi ekstresi verilen grubun PC degerleri birbiriyle karsilastirildiginda
Kontrol + pazi1 grubunun PC degerlerinin arttigi, VPA verilen grubun PC degerleri ile kontrol
grubu karsilastirildiginda VPA grubu degerlerinin anlamli olarak arttigi gozlendi (p<0.05).
VPA ile VPA + pazi grubu birbiriyle karsilastirildiginda VPA + pazi grubunun PC degerlerinin
anlamli olarak azaldigi goriildii (p<0.001) (Tablo 4.3). Dort grubun beyin dokusunun PC
degerleri birbiriyle karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriildi

(Panova = 0.004).

Kontrol grubu ile paz1 ekstresi verilen grubun sialik asit degerleri birbiriyle karsilastirildiginda
kontrol + paz1 grubunun sialik asit degerlerinin arttigi, VPA verilen grubun sialik asit degerleri
ile kontrol grubu karsilastirildiginda VPA grubu degerlerinin anlamli olarak arttigi gézlendi
(p<0.0001). VPA ile VPA + pazi grubu birbiriyle karsilastirildiginda VPA + pazi grubunun
sialik asit degerlerinin anlamli olarak arttig1 goriildii (p<0.01) (Tablo 4.3). Dért grubun beyin
dokusunun sialik asit degerleri birbiriyle karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik oldugu goriildii (Panova = 0.002).

Beyin dokusundaki SOD, PON ve AchE aktivite degerleri Tablo 4. 4° de verildi.

Kontrol grubu ile pazi ekstresi verilen grubun SOD aktivite degerleri birbiriyle
karsilastirildiginda kontrol + pazi grubunun SOD aktivite degerlerinin azaldigi, VPA verilen
grubun SOD aktivite degerleri ile kontrol grubu karsilastirildiginda VPA grubu degerlerinin
anlamli olarak arttigi gozlendi (p<0.05). VPA ile VPA + paz1 grubu birbiriyle
karsilastirildiginda VPA + pazi grubunun SOD aktivite degerlerinin anlamli olarak azaldigi
goriildii (p<0.001) (Tablo 4.4). Dort grubun beyin dokusunun SOD aktivite degerleri birbiriyle
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriildii (Panova = 0.002).
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Tablo 4.4: Deney ve kontrol grubu siganlarin beyin SOD, PON ve AChE degerleri.

Grup SOD PON AChE
(U/mg protein)* (U/mg protein)* (U/mg protein)*
Kontrol 3.09 +0.06 4.19+1.35 3.92+1.59
Kontrol + pazn 2.40+0.56 3214148 0.47+£0.37
VPA 3.62+0.332 2.88 +0.552 1.11 +0.84¢
VPA + pazn 2.56 £0.42° 5.18 £0.77° 2.55+1.07°
Panova 0.002 0.0001 0.0001
*Qrtalama =SD

p<0.05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

p<0.001 VPA grubu ile karsilastirildiginda.

°p<0.0001 VPA grubu ile karsilagtirildiginda.

90<0.005 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

*p<0.01 VPA grubu ile karsilagtirildiginda.

Kontrol grubu ile pazi ekstresi verilen grubun PON aktivite degerleri birbiriyle
karsilastirildiginda kontrol + pazi1 grubunun PON aktivite degerlerinin azaldigi, VPA verilen
grubun PON aktivite degerleri ile kontrol grubu karsilastirildiginda VPA grubu degerlerinin
anlamli olarak azaldigi goézlendi (p<0.05). VPA ile VPA + pazi grubu birbiriyle
karsilastirildiginda VPA + pazi grubunun PON aktivite degerlerinin anlamli olarak arttigi
goriildii (p<0.0001) (Tablo 4.4). Dort grubun beyin dokusunun PON aktivite degerleri birbiriyle

karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriildii (Panova = 0.0001).

Kontrol grubu ile pazi ekstresi verilen grubun AChE aktivite degerleri birbiriyle
karsilastirildiginda kontrol + paz1 grubunun AChE aktivite degerlerinin azaldigi, VPA verilen
grubun AChE aktivite degerleri ile kontrol grubu karsilastirildiginda VPA grubu degerlerinin
anlamli olarak azaldigi gozlendi (p<0.005). VPA ile VPA + pazi grubu birbiriyle
karsilastirildiginda VPA + pazi grubunun AChE aktivite degerlerinin anlamli olarak arttigi
goriildii (p<0.01) (Tablo 4.4). Dort grubun beyin dokusunun AChE aktivite degerleri birbiriyle
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu goriildii (Panova = 0.0001).
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5. TARTISMA VE SONUC

VPA duygudurum bozuklugu, sizoefektif diizensizlikler, néropatik agri ve migren gibi tibbi
hastaliklarin tedavisinde kullanilan antiepileptik aktiviteli bir ilagtir (Silva ve dig., 1997;
Johannessen, 2003). Uzun siireli ve asir1 doz kullaniminda, VPA yiiksek bir toksisiteye sahiptir.
Bu durum da viicutta birgok yan etkinin meydana gelmesine neden olmaktadir (Chateauvieux

ve dig., 2010; Lahneche ve dig., 2017).

Psikiyatrik hastaliklarda VPA kullaniminin 1995 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Gida ve
llag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmasinin ardindan toksisite vakalarinin daha sik ortaya
ciktig1 gozlenmistir. Amerikan Zehir Kontrol Merkezleri Birligi’'nde (AAPCC) kaydedilmis
olan VPA toksisitesi vakalarinin 1995 ile 2000 yillar1 arasinda % 129, 1990 ve 2000 yillar
arasinda % 707 artis meydana geldigi bildirilmistir (Litovitz ve dig., 1991; Litovitz ve dig.,
1996).

VPA metabolizmasi olduk¢a karmasiktir. VPA viicutta ¢ok adimli islemlerle hepatositler
tarafindan kapsamli bir sekilde metabolize edilmektedir. VPA viicutta ilk olarak glukuronik asit
ile konjuge edilir, sonra mitokondride B-oksidasyon ya da mikrozomal w-oksidasyonu ile
oksidasyona ugrar (Dupuis ve dig., 1990). Bu islemlerin sonunda dokuz farkli metabolit
meydana gelmektedir. Bunlardan en temel olanlar1 ve viicutta en yiiksek toksisiteye neden
olanlar 2-en-VPA, 4-en-VPA ve propiyonik asit tiirevleridir. 2-en-VPA uzun bir yar1 émre
sahiptir ve serebral ddemler ile uzun siireli komaya, 4-en-VPA ise amino transferaz enzim
aktivitesinin yiikselmesine ve hepatotoksisiteye neden olur. Propiyonik asit tiirevleri ii¢ farkli
mekanizma ile hiperamonemiye neden olmaktadir. Bunlardan ilki iire donglsiiniin ilk
basamaginda amonyagin ayrilmasi igin gerekli olan hepatik mitokondriyal enzim karbamil
fosfat sentazi inhibe etmesi, ikincisi bobrek glutamin iiretimini inhibe etmesi, li¢linciisii ise
uzun zincirli yag asitlerinin metabolize edilmek iizere tasinmasi i¢in gerekli olan mitokondriyal
kofaktor karnitin ile etkilesmesidir. Biitiin bu mekanizmalarda meydana gelen bozulma ve artan

amonyak seviyeleri ensefalopatiye neden olmaktadir (Tennison ve dig., 1988).

Sicanlarda VPA ile dogum 6ncesi yapilan ¢alismalarda VPA’ nin ¢ogunlukla Purkinje hiicreleri
tizerinde etkili olan beyincik tabakalarinin tamaminda dejeneratif degisikliklere neden oldugu
gbzlenmistir. Bu durum da VPA'nin néronal gelisim iizerinde toksik etkilerinin oldugunu

gostermektedir (Ingram ve dig., 2000; Sandhya ve dig., 2012).
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Meydana gelen bu noronal dejenerasyon Purkinje hiicre mitokondrilerinde oksidatif
fosforilasyonun inhibisyonuna, anormal protein iiretimine veya bozulmus morfolojik hiicre
biitiinliigli gibi hiicre i¢i biyokimyasal bozukluklara yol ac¢tigi bildirilmistir (Sobaniec-
Lotowska, 2001). Ayrica VPA’nin fetiis beyinciginde olusturdugu toksisitenin oksidatif strese
ve serbest radikallerin artisina neden oldugu saptanmistir (Danielsson ve dig., 2007; Banji ve

dig., 2011).

VPA epilepsi tedavilerinde antiepileptik ilag olarak en yaygin kullanim alanina sahip ajanlardan
birisidir (Shona ve dig., 2018). Epilepsi, beynin metabolik hizinda dengesizlik olusturan,
kontrol edilemeyen uyarilabilirlige yol agan nobetlerle karakterize olup her yasta goriilebilen
norolojik bir hastaliktir. Epilepsi diinya ¢apinda yaklasik 70 milyon insami etkilemektedir.
Cocukluk ve ergenlik donemlerinde cogunlukla genetik olarak meydana gelmektedir,
eriskinlerde ise daha ¢ok metabolik bozukluklar, enfeksiyon, alkol ve yiiksek dozda ilag
kullanimi gibi nedenlerle ortaya g¢ikabilmektedir (Dekker, 2002; Husain ve Tran, 2014;
Lorigados ve dig., 2016; Rajput ve dig., 2017).

Epilepsinin ilerlemesi serbest radikallerin gelisimine baglidir. Artan serbest radikal seviyeleri
antioksidan seviyelerinde azalmaya neden olmaktadir ve buna bagli olarak noronal hasar
meydana gelmektedir. Devi ve dig. (2008) VPA’nin glutamat birikimine yol acan glutamin
sentazi inhibe ettigini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda VPA glutamat dekarboksilaz1 da inhibe

ederek viicutta konviilsiyon olusumuna neden oldugunu ileri stirmiislerdir.

Epilepsi hastalarmin yaklasitk % 60 ve 80'inde ndbetlerin kontrol altina alinmasinda
antiepileptik ilaglar kullanilmaktadir (Lorigados ve dig., 2016). Epileptik sendrom, ndbet tipi,
etiyoloji, nobetin bagladigir yas ve cinsiyet tedavide kullanilacak olan antiepileptik ilacin
belirlenmesinde 6nemli faktorlerdir (Dekker, 2002). Fenobarbital, fenitoin, karbamazepin,
etosiiksimit, diazepam, oksikarbazepin, felbamat, gabapentin gibi bir¢ok antiepileptik ilag da
epilepsi tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica son zamanlarda vigabatrin, levetirasetam,
topiramat, lamotrijin, rufinamid, stiripentol, zonisamid, lakosamid gibi bazi antiepileptik ilaglar

da gelistirilmistir (Dekker, 2002; Goldenberg, 2010; Aneja ve Sharna, 2013; Mula, 2016).

Epilepsi tedavisi genellikle nobet tipine gore segilen antiepileptik ilagla baglanir. Fenitoin ya da

karbamazepin antiepileptik ilaglar1 sekonder jeneralize tonik-klonik ndbetler i¢in, fenobarbiton
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ya da VPA antiepileptik ilaglar1 ise primer jeneralize tonik-klonik nobetler i¢in tercih edilir
(Dekker, 2002).

Antiepileptik ilaglar yiiksek dozda kullanildiklarinda reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine ve
antioksidan sistemin tetiklenmesine yol acarak ndbetler esnasinda hiicre kaybiyla olusan beyin
hasarmi arttiric1 yonde etki olustururlar (Lorigados ve dig., 2016). VPA kullanim1 bazi
durumlarda Oliimciil ciddi komplikasyonlar igeren kanamalara, kemik iligi baskisina,
hepatotoksisite ve hiperanemik beyine de neden olabilir. Cesitli ¢aligmalar bu tiir yan etkilerin

oksidatif stres kaynakli oldugunu gostermektedir (Spiller ve dig., 2000; Levy, 2002).

Bitkiler uzun yillar geleneksel tipta ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmislardir. Tibbi
bitkilerin ¢ogu fitokimyasallar bakimindan miikemmel kaynaklardir (Hamdiken ve Kechrid,
2017). Flavonoidler ¢ogu bitkide bulunan ve insanlar tarafindan sentezlenemeyen veya
tiretilemeyen proaktif polifenolik bilesiklerdir (McCullough ve dig., 2012). Cesitli biyolojik
aktiviteleri kontrol etmede etkili olmalari yani sira antienflamatuar, antimikrobiyal,
antioksidan, hipertansiyon diisiirme ve antikolesterol 6zellikleri de vardir (Liu ve dig., 2014).
Flavonoidler, vaskiiler sistem iizerinde, serebral kan akiminda degisiklikle sonuglanan ve
noronal morfolojide anjiyogenez (damarlardan tomurcuklanma yolu ile yeni damarlarin
olugmasi, gelismesi), ndrogenez (ndronlarin iiretimi) ve doniisiimleri hizlandirabilecek kadar
pozitif etki gosterirler (Vauzour ve dig., 2008). Fenolik asitler ve polifenoller, flavonoidler gibi
antioksidan bilesikler olup peroksit, lipid hidroksil hidroperoksit gibi serbest radikalleri
stipiirticii etkileri vardir ve dejeneratif hastaliklara yol agan oksidatif mekanizmayi etkisiz hale
getirmektedirler (Subramanian ve dig., 2011). Ayrica kuarsetin, rutin, naringin, katesin, kafeik
asit, gallik asit ve klorogenik asit gibi fenolik bilesikler cok 6nemli birer tibbi bitki bilesenidirler
(Samatha ve dig., 2012). Prosiyanidinin ve tanenlerin antioksidan etkiye sahip oldugu ve bu
etkinin beyindeki noronal hasardan sorumlu serbest radikallerin seviyelerini diisiirerek oksidatif
stresi azaltmaya katkida bulundugu Ling ve dig. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada

belirtilmistir.

Pazi1 (Beta vulgaris L. var. cicla) diinyanin bir¢ok bolgesinde yetisen vitamin, mineral ve
fitokimyasallar bakimindan zengin bir bitkidir. Pazi, yapisinda palmitik asit, sitrik asit, oleik
asit (omega-9), linoleik asit (omega-6) gibi yag asitleri ile fosfolipidleri, glikolipidleri,
polisakkaridleri, saponini, pektini ve flavonoidleri bulundurmaktadir (Bolkent ve dig., 2000;

Hamdiken ve Kechrid, 2017). Pazi1, yapisindaki fenolik asitler, polifenoller ve flavonoidler gibi
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bilesikler sayesinde antioksidan, antidiabetik, antikolinesteraz, antitlimor 6zellikler gosterdigi
ve karaciger ile bobrek hastaliklarinda tedavi edici etkilerinin oldugu birgok caligmada
belirtilmistir (Nathan, 1997; Kanner ve dig., 2001; Sacan ve Yanardag, 2010; Oztay ve dig.,
2015). Akdeniz diyetinde tiiketilen diger sebzelerle karsilastirildiginda pazi yiliksek antioksidan
aktivite gosterdigi bildirilmistir (Trifunovic ve dig., 2015).

Frenk kimyon tohumu (Carum carvi L.), portakal (Citrus sinensis), safran (Crocus sativus),
serbetciotu ¢alis1 (Dodonaea viscosa (Linn) gibi bitkiler ile Kalanchoe pinnata Lam., Abies
webbiana Lindl., Laggera aurita (Linn. F) gibi tropikal kokenli bitkilerin deneysel epilepsi
modellerine kars1 gii¢lii antikonviilsan etkiye sahip olduklari ¢esitli calismalarda bildirilmistir
(Karim ve dig., 2015; Khazdair ve dig. 2015; Parkash ve dig., 2015; Citraro ve dig., 2016;
Malami ve dig. 2016; Mora- Perez ve Hernandez-Medel Mdel, 2016; Showraki ve dig., 2016).

Calismamizda, siganlarda VPA ile olusturulan toksisitede beyin hasari iizerine pazinin
koruyucu etkileri incelenmistir. Literatiirde daha 6nce VPA ile olusturulan beyin hasarina kars1

pazinin koruyucu etkilerini inceleyen herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Calismamizda beyin dokusu homojenizatlarinda; GSH, LPO, AOPP, PC, sialik asit seviyeleri
ile GPx, SOD, GR, GST, AChE ve PON enzim aktiviteleri tayini yapilmistir.

GSH, glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen bir tripeptiddir ve birgok hiicrede yiiksek
konsantrasyonda bulunan bir antioksidandir (August ve dig., 1997). GSH rediiksiyon ve
konjugasyon reaksiyonlarinda sisteinin yapisinda bulunan stilthidril grubu (-SH) araciligiyla
rol oynar. Bu reaksiyonlar peroksidazlarin ve bir¢ok ksenobiyotik bilesiklerin metabolizmadan
bertaraf edilmesinde rol oynar. Ayrica GSH hiicre dongiisiiniin diizenlenmesine yardimci olur
(Meister, 1992).

Morsy ve dig. (2013) tarafindan nano aliminyum ile olusturulan beyin dokusu toksisite
calismalarinda beyindeki GSH miktarinin arttigi gézlenmistir. Epilepsi hastalarinda VPA ile
ila¢g tedavisinin antioksidan sistem iizerindeki etkilerini incelemek icin yapilan bir baska
arastirmada ise serum GSH diizeylerinin kontrol grubuna gore arttigi saptanmustir (Isik ve dig.,
2015). Sicanlarin serebral korteksinde yapilan bir ¢alismada ise manganez ile olusturulan
toksisiteye bagli olarak GSH miktarlarinda azalma oldugu belirtilmistir (Chtourou ve dig.
2010). Benzer sekilde Sicanlarda ince partikiil (PM2.5) kirliligine bagl olarak kadmiyum kloriir

ile olusturulan beyin dokusu toksisite ¢alismalarinda GSH miktarlarinda yine azalma oldugu
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saptanmustir (Elkhadragy ve dig., 2018; Zhang ve dig., 2018). Calismamizda VPA verdigimiz
siganlarin beyin dokusu GSH miktarinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi, VPA +

paz1 grubu sicanlarda ise GSH miktarinda anlamli bir azalma oldugu gézlenmistir.

LPO, coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif bir yikim1 olup, reaktif oksijen ve nitrojen
tirlerin varhiginda meydana gelmektedir. Yiiksek seviyelerde doymamis yag asidi i¢eren hiicre
membraninda c¢esitli etkileri olan LPO, membran akiskanligini azaltir, membrana bagh
enzimleri inaktive eder ve toksik parcalanma iiriinlerinin olusmasina neden olmaktadir
(Acworth, 2003). Memelilerde lipid peroksidasyon firlinlerinin toksisitesi genellikle

norotoksisite, hepatotoksisite ve nefrotoksisiteyi kapsamaktadir (Boveris ve Navarro, 2008).

Literatiirde sicanlarm kadmiyum kloriir (Elkhadragy ve dig., 2018), nano aliiminyum (Morsy
ve dig., 2013) ve klorpirifos (Adedara ve dig., 2018) ile olusturulan toksisitede, sican beyin
dokusu LPO diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla artis oldugu belirtilmistir. VPA kaynakli
karaciger ve bobrek hasarinda (Ahangar ve dig., 2017; Heidari ve dig., 2018), ince bagirsak
toksisitesinde (Oktay ve dig., 2015), beyincik ve serebral korteks oksidatif stres
norotoksisitesinde (Chaudhary ve Parvez, 2012) lipid peroksidasyon diizeylerinde artig
meydana geldigi yapilan c¢esitli ¢calismalarda bildirilmistir. Calismamizda VPA uygulanan
sicanlarin beyin dokusu LPO diizeylerinde kontrol grubuna gore anlamli derecede arttigi, VPA

+ paz1 grubu sicanlarda LPO diizeylerinde ise anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir.

GPx, yapisinda selenyum bulunduran, lipid ve hidrojen peroksitleri uzaklastirarak hiicreleri
oksidatif hasara karsi koruyan bir enzimdir. GPx enzimi lipid ve hidrojen peroksitlerin
indirgenmesini saglar. Bu indirgenme sirasinda GSH hidrojen verici olarak kullanilir ve okside

olur (Espinoza ve dig., 2008).

GPx aktivitesi ile ilgili farkli sonuglara sahip bir¢ok calisma yapilmistir. Siganlarda
pentilentetrazol ile olusturulan epilepsi modelinde beyin dokusu GPx aktivite degerlerinin
arttig1 gozlenmistir (Bayrak, 2015). Lens dokusunda VPA ile olusturulan toksisitede (Tunali,
2014) ve VPA tedavisi alan epilepsi hastalarmin plazma GPx aktivitelerinde artis oldugu
bildirilmistir (Kiirekgi ve dig., 1995). Bir baska ¢alismada ise VPA verilen epilepsili cocuklarda
GPx aktivitelerinde degisim meydana gelmedigi bildirilmistir (Verrotti ve dig., 2002; Zhang ve
dig. 2011). Sicanlarda olusturulan VPA kaynakli karaciger hasarinda ve VPA tedavisi alan

epilepsili ¢cocuklarin eritrositlerinde GPx aktivite degerlerinin kontrol grubuna gore azaldigi
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belirtilmistir (Yiiksel ve dig. 2000; Lahneche ve dig. 2017). Sicanlarda klorpirifos ile
olusturulan toksisitede orta beyin, serebrum ve beyincik dokusunda (Adedara ve dig., 2018),
kadmiyum klortir ile si¢can beyin dokusunda olusturulan toksisitede (Elkhadragy ve dig., 2018),
nano aliiminyum ile toksisite olusturulan si¢an beyin dokusunda (Morsy ve dig., 2013) ve ince
partikiill (PM2.5) kirliliginin sigan beyninde oksidatif strese neden oldugunu bildiren
arastirmalarda (Zhang ve dig., 2018) GPx aktivite degerlerinin kontrol grubuna goére azaldigi

gozlenmistir.

Calismamizda VPA verilen sicanlarin beyin dokusunda GPx aktivite degerlerinin kontrol
grubuna gore anlamli olarak artigi, VPA + pazi grubunda bu degerlerin anlamli olarak azaldigi

gOriilmiistiir.

GR, NADPH kullanarak okside glutatyonun indirgenmis glutatyona doniisiimiinii saglayan bir
enzimdir. GST, c¢esitli toksinlere ve oksidatif hasara karsi antioksidan etki gosteren,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol alan bir enzimdir (Acworth, 2003; Roncalli ve dig.,
2015).

Calismamizda VPA grubu sicanlarin beyin dokusu GR ve GST aktivite degerlerinin kontrol
grubuna gore anlamli bir artis gosterdigi, VPA + pazi1 uygulanan sigcanlarin beyin dokusu GR
ve GST aktivite degerlerinde ise azalma oldugu saptanmistir. Pentilentetrazol ile olusturulan
epilepsi modelinde siganlarin beyin dokusunda GR aktivite degerlerinin arttigi bildirilmistir
(Bayrak, 2015). Asetamiprid ile toksisite olusturulan bir arastirmada beyin dokusu GST
diizeylerinin arttig1 ileri siirtilmiistiir (Gasmi ve dig., 2017). Literatiirde siganlarda kadmiyum
kloriir ile olusturulan toksisitede beyin dokusu GR aktivite degerlerinin (Elkhadragy ve dig.,
2018), klorpirifos ile toksisite olusturulan siganlarin orta beyin, serebrum ve beyincik
dokusunda (Adedara ve dig., 2018) GST enzim aktivite degerlerinin kontrol grubuna gore
anlaml olarak azaldig1 belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda VPA verilen si¢anlarin beyin dokusu
GR ve GST aktivite degerlerinin kontrol grubuna gére anlamli olarak arttig1, paz1 ekstresinin

verilmesi ile bu aktivite degerlerinde azalma oldugu saptanmigtir.

AOPP, plazma proteinlerinin hipokloréz asit (HOCI) gibi klorlu oksidanlarla reaksiyonu ile
oksidatif stres sonucu olusan ditirozin igeren ¢apraz-baglh protein {iriinleridir (Cao ve dig.,
2014). Chtourou ve dig. (2010) tarafindan yapilan bir ¢aligmada manganez ile olusturulan

toksisiteye bagli olarak sicanlarin serebral korteksinde AOPP diizeylerinin anlamli olarak
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arttig1 ileri striilmistiir. Literatiirde kronik bobrek hastaligi olan ¢ocuklarda oksidatif strese
bagh tikiirik AOPP diizeylerinde artma oldugu (Maciejczyk ve dig., 2018), tiikiiriik bezi
timorlii hastalarinin ise oksidatif stres kaynakli serum AOPP diizeylerinde artis oldugu

bildirilmistir (Sowa ve dig., 2018).

Calismamizda VPA verilen gruplarin beyin dokusundaki AOPP miktar1 kontrol grubuna gore
anlamli olarak artmistir. VPA + pazi grubunda ise AOPP miktarinda azalma oldugu
gozlenmistir. Elde ettigimiz sonuclara gore, VPA’nin oksidatif strese neden oldugu, pazinin ise

bu etkiyi azalttig1 saptanmaistir.

PC diizeyleri, protein oksidasyonunun bir gostergesi olup oksidatif stresle iliskili bozukluklarin
onemli bir 6zelligi olarak kabul edilmektedir. Doku ve organlarda okside olmus proteinlerin
fonksiyonlarinda kayba yol agan proteolitik pargalanmaya yatkinlik ve agragasyon meydana
gelmektedir (Fedorova ve dig., 2014; Lazarus ve dig., 2015).

Diazinona bagli olarak olusturulan toksisitede siganlarin beyin dokusunda PC diizeylerinin
arttigt Vahidirad ve dig. (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada belirtilmistir. VPA kaynakli
oksidatif stres olustugu ve buna bagli olarak PC diizeylerinde artis oldugu yapilan ¢alismalarda
bildirilmistir (Chaudhary ve dig., 2015; Ahangar ve dig., 2017). Calismamizdan elde ettigimiz
sonuglara gore VPA uygulanan grupta beyin dokusu PC diizeyleri artmis olup, VPA + pazi

grubunda ise PC diizeylerinin azaldigi bulunmustur.

Sialik asit (N-asetil ndraminik asit), glikoproteinlerin ve glikolipidlerin kompleks N- ve O-
glikanlarinin bilesenleri olan dokuz karbonlu bir sekerdir (Biittner ve dig., 2002). Yapisindaki
karboksil grubundan dolay: hiicre yiizeyine negatif yiikk kazandirir. Bulundugu konum
nedeniyle hiicreleri ve makromolekiilleri enzimatik ve immiinolojik ataklardan koruyarak dogal

bagisikliga katkida bulunurlar (Timoszyk ve Latanowicz, 2013).

Calismamizda VPA verilen siganlarin beyin dokusunda artmis olan sialik asit diizeyinin, pazi

uygulanmasiyla daha fazla artis gosterdigi saptanmustir.

SOD, biyolojik sistemlerde siiperoksit radikallerinin toksisitesini inhibe eden Onemli bir
savunma sistemidir. Bu antioksidan enzim, siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit ve suya

doniisiimiinii katalize eder.
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Pentilentetrazol ile olusturulan epilepsi modelinde sigan beyin dokusu SOD aktivite
degerlerinde artis oldugu saptanmistir (Bayrak, 2015). VPA verilen epilepsi hastasi ¢ocuklarda
antioksidan sistem tlizerindeki etkilerin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismalarda ise eritrosit SOD
aktivite degerlerinde artis oldugu gozlenmistir (Yiiksel ve dig., 2001; Yis ve dig., 2009).
Literatiirde sican beyninde yapilan arastirmalarda ince partikiil (PM2.5) kirliligine baglh
oksidatif stresin neden oldugu toksisitede (Zhang ve dig., 2018), kadmiyum kloririir
(Elkhadragy ve dig., 2018), klorpirifos (Adedara ve dig., 2018) ve nano aliiminyum ile
olusturulan toksisitede (Morsy ve dig., 2013) SOD aktivite degerlerinde kontrol grubuna

kiyasla bir azalma oldugu bildirilmistir.

Caligmamizda, VPA grubu sicanlarin beyin dokusu SOD aktivite degerlerinin kontrol grubuna
gore anlaml olarak arttigi, VPA + pazi grubu degerlerinin ise anlamli olarak azaldig: tespit

edilmistir.

PON, PONI1, PON2 ve PON3 genleri tarafindan kodlanan ii¢ formda bulunan bir protein
grubudur (Kowalska ve dig., 2015). PON, karaciger, bobrek, beyin ve akciger dokularinda
bulunur. PON1 ve PON3 esas olarak karacigerde sentezlenir ve cogunlukla plazmada yiiksek
yogunluklu lipoprotein (HDL) ile iliskilidir. PONI1, diyabet ve ateroskleroz gibi ¢esitli
hastaliklarda rol oynar. Diisiik PONI1 aktivitesi, major kardiyovaskiiler olay riskini arttirir
(Shunmoogam ve dig., 2018). PON2 bir laktonazdir ve antioksidan ve antiinflamatuar 6zellik
gosterir. Diisiik PON2 seviyesi oksidatif strese bagl toksisiteye karst duyarliligr arttirir (Costa
ve dig., 2014).

Yapilan bir calismada rotenon uygulanmasiyla siganlarin beyin dokusunda olusturulan
toksisitede PON1 aktivite degerleri ile (Abdel-Salam ve dig., 2017), baska bir ¢alismada
norotoksisite olusturulan sicanlarin beyin dokusunda PON1 ve PON3 aktivite degerlerinin

(Almutairi ve dig., 2017) azaldig: ileri stiriilmiistiir.

Bu ¢alismada VPA uygulamasiyla beyin dokusu PON aktivitesinde azalma oldugu, VPA ile

tedavi edilen siganlarda beyin dokusu PON aktivitesinde artis oldugu gézlenmistir.

AChE, kolin asetiltransferaz enzimi tarafindan sentezlenen asetilkolin ndrotransmiterinin
hidrolizini katalize ederek sinir uyarimini sonlandiran bir enzimdir (Fournier ve dig. 1992).
AChE beyin gelisimi, 6grenme, hafiza ve ndronal hasar ile iliskili olup, merkezi sinir sistemi

tarafindan gerceklestirilen fonksiyonlarda 6nemli rol oynar (Teodorak ve dig., 2015).
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Antiepileptik ila¢ tedavisi alan epilepsi hastalarinda yapilan bir ¢alismada AChE aktivite
degerlerinde azalma oldugu saptanmistir (Isik ve dig., 2015). Sicanlarda VPA ile beyincikte ve
serebral kortekste olusturulan ndrotoksisitenin incelendigi bir bagka ¢alismada AChE aktivite
degerlerinin azaldig1 gorilmiistiir (Chaudhary ve Parvez, 2012). Adedara ve dig. (2018)
klorpirifos ile toksisite olusturduklar1 bir ¢alismada da orta beyin, serebrum ve beyincik
dokularinda AChE aktivite degerlerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigini

bildirmiglerdir.

Calismamizda VPA verilen si¢anlarin beyin dokusu AChE aktivite degerleri kontrol grubuna
gore anlamli olarak azalmistir. VPA + pazi grubunun AChE aktivite degerlerinin ise anlamli

olarak arttig1 goriilmiistiir. Elde edilen degerlerin literatiir ile uyumlu oldugu bulunmustur.

Sonug olarak flavonoid, saponin, pektin, vitamin ve mineral agisindan zengin bir icerige sahip
olan pazinin antioksidan 6zellik gostererek VPA’nin beyin dokusunda olusturdugu oksidatif

hasara kars1 iyilestirici etkilerinin oldugu 6ne siiriilebilir.
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