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1. OZET

Hiperhomosisteinemi (hHcey), serbest radikal tiretimi ve reaktif gliozis gibi
beyin hasar1 durumlan i¢in onemli bir risk faktoriidiir. Punica granatum L.
(Nargicegi) ise gii¢lii bir antioksidan olarak bilinmektedir. Bu ¢aligmada, kronik
hHcy olusturulan ratlarda homosisteinin oksidan-antioksidan sistemler ve reaktif
gliozis lizerindeki etkilerin aragtirilmasi amaglanmgtir. Ayrica NC’nin hHcy ile
indiiklenmis oksidatif strese karsi muhtemel koruyucu etkinligi belirlenmistir.

Caligmada toplam 21 adet yetiskin Wistar cinsi erkek rat kullanilmigtir.
Kontrol grubundaki hayvanlar (n=7) 6 hafta boyunca sadece normal rat yemiyle
beslenmigtir. 2. gruba (n=7) 6 hafta boyunca normal beslenmelerine ilaveten igme
sularina 1,5 g/kg/giin dozda L-metiyonin katilarak kronik hHcy olugturulmustur.
3. gruba ise (n=7) aym yolla hHcy olusturularak 500 mg/kg/giin dozda NC
ekstresi, pellet halindeki standart yem iginde verilmistir. Alt1 haftalik deney
periyodunun sonunda tiim ratlar dekapite edilerek kan 6rnekleri ve beyin dokular
elde edilmigtir.

hHcy grubunda lipid peroksidasyon gostergesi olan parametreler artarken,
NC uygulanmasinin bu parametreleri anlamli sekilde diigiirdiigii gézlenmistir.
hHcy’nin beyindeki reaktif gliozis gostergeleri olan glial fibriler asidik protein ile
S100 proteini diizeylerini ve noron spesifik enolaz aktivitesini artirdigi, NC’nin
ise bu artiglar1 6nledigi belirlenmistir.

Sonu¢ olarak NC’nin beyin dokularinda hHcy’nin yol agtign lipid

peroksidasyonu azalttigi, antioksidan aktiviteyi artirdign ve reaktif gliozisi

Xil




engelledigi ortaya konmustur. Bu sonuglara dayanarak NC’nin rat beyin
dokularinda néroprotektif etkilere sahip oldugu ifade edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Hiperhomosisteinemi, nargigegi, oksidan-antioksidan

sistemler, reaktif gliozis, rat.

Xiii

versezea




2. ABSTRACT

CHRONIC HYPERHOMOCYSTEINEMIC IN RATS POMEGRANATE
(PUNICA GRANATUM L.) FLOWER PLASMA AND BRAIN TiSSUES
OXIDANT SYSTEM AND THE EFFECTS OF OXiDATIVE DAMAGE.

Hyperhomocysteinemia (hHcy) is an important risk factor in brain damage
circumstances such as free radical production and reactive gliosis. Punica
granatum L. (PGL) is known as a powerful antioxidant substance. It is aimed to
investigate the effect of homocystein on oxidant-antioxidant systems and reactive
gliosis in rat with hHey in the present study. Additionally, it is determined the
possible protective effect of PGL against the hHcy induced oxidative stress.

Totally 21 adult Wistar rats were used in this study. Animals in control
group (n=7) were only fed with standard food for six weeks. hHcy was
constituted in second group (n=7) by applying L-methionine (1.5 g/kg/day) in
drinking water in addition to standard feed for six week. The rats in third group
were received PGL (500mg/kg/day) in standard rat feed in addition to L-
methionine for six week (n=7). All rats were decapitated and blood and brain
tissue samples were collected after six weekly experimental period.

Some parameters revealing lipid peroxidation increased in hHcy group
whereas PGL treatment significantly decreased these parameters. Additionally,
hHcy caused augmentation on glial fibrillary acidic protein and S100 protein

levels and neuron specific enolase activity. PGL treatment prevented these

augmentations.
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In summary, it is revealed that PGL diminished hHcy induced lipid
peroxidation, increased antioxidant activity and decreased reactive gliosis in rat
brain tissues. Based on these results, we could express that PGL has
neuroprotective effect in rat brain.

Key words: Hyperhomocysteinemia, Punica granatum L., oxidant-

antioxidant systems, reactive gliosis, rat.
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TrureszaTvene

3. GIRIS
3.1. HOMOSISTEIN

Yiiksek plazma konsantrasyonlar1 vaskiiler hastaliklar agisindan onemli bir
risk faktorii olan homosistein (Hcy; 2-amino-4-merkaptobutirik asit), metiyonin
metabolizmasi sirasinda bir ara iiriin olarak olugan ve proteinlerin yapisina
katilmayan bir aminoasittir (1,2,3,4). Siilfiir iceren bu aminoasit, ilk kez 1932 yilinda

DuVigneaud tarafindan tanimlanmustir (5,6).

Hcy metabolizmasinda 6nemli bir yere sahip olan metiyonin; memelilerin

normal bilyiime ve gelisimi i¢in esansiyeldir (7).

Metiyonin ile Hcy birbirlerinin prekiirsorleri niteliginde olup, birinin

detoksifikasyonu digerinin sentez agamasini kapsamaktadir ve bu iliskinin temeli

~ metiyonin metabolizmasini olusturmaktadir (8).

Yiiksek plazma total Hey diizeylerini kardiovaskiiler hastaliklar igin bir risk
faktorii oldugu ilk kez 1969 yilinda McCully tarafindan homosistiniirinin
tanimlanmasiyla ortaya konulmustur. McCully, hiperhomosisteinemi (hHcy) ve
homosistiniiri goriilen ¢ocuklarda ilerlemis damar lezyonlarina rastlamis ve
metiyonin metabolizmasindaki bir bozuklugun buna sebep oldugunu ileri siirmiistiir
(9). Son yillarda, 1imh diizeyde hHcy’nin artmig periferik damar hastaliklari, vensz

tromboz, kardiovaskiiler hastaliklar ve inme ile iligkili oldugu ortaya konulmustur

(10,11,12).




Hcy; serebrovaskiiler, periferik vaskiiler, koroner kalp hastaligi ve tromboz
i¢in 6nemli bir risk faktorii olup (4,13), vaskiiler ve kardiovaskiiler bozukluklar ile
arasindaki iligki yas, sigara i¢imi, hipertansiyon, dislipidemi ve sismanlik gibi diger

risk faktorlerinden bagimsizdir (14).
3.1.1. Homosistein Metabolizmasi

Hcy metabolizmasinda remetilasyon ve transsiilfiirasyon olmak tizere baslica
2 yol vardir. Metiyoninden olugsan Hcy, ya remetilasyon ile tekrar metiyonine
doniistiiriilmekte ya da sistatiyonin ve sistein ara bilesikleri iizerinden siilfata

metabolize edilmektedir (15). Her iki yol da aymi éneme sahip olup, ayni oranda

kullanilmaktadir.

3.1.2. Beyinde Homosistein Metabolizmasi

Mevcut bulgulara gore Hcey, plazma ile beyin arasinda muhtemelen spesifik
¢ift yonlii hiicresel tasiyicilar vasitasiyla gecebilmektedir (16). Beyin omurilik
sivisindaki (BOS) Hcy konsantrasyonu serumdaki ile paralel degisim gosterir. Ancak
éerumdaki konsantrasyonu 20-100 kat daha fazladir (17,18,19). Plazma Hcy
seviyesindeki artis beyinde de Hcy ve S-adenozil-L-homosistein (SAH) artisina yol
acar (20).

Hcy’in beyin hiicrelerine gegisi tam olarak agi3a kavusturulmamistir. Hayvan
¢aligmalarinda basit difiizyona ilaveten 6zel, doyurulabilir reseptérler araciligiyla
transport edilebildigi bildirilmistir (16,21,22). Normal sartlar altinda insan noral

hiicreleri Hcy (iiretebilme kapasitesine sahiptir ve beyinde Hcy’in iiretilebildigi




gosterilmistir (23). Beyinde Hcy metabolizmasinda bolgesel farkhilik olup olmadig
aragtirnlmamgtir. hHey’k fare modelinde, Hey’in kan-beyin bariyerinin biitiinliigiinii

bozdugu gosterilmistir (23).
3.1.3. Homosistein Metabolizmasinin Diizenlenmesi

Memeli dokularinda Hcy (veya metiyonin) metabolizmasinin diizenlenme
mekanizmasini, iki metabolik alanda kompetatif reaksiyonlar arasinda substrat
dagilimi1 olusturmaktadir. Diizenlenmede birinci basamagi metiyoninin protein
sentezi ile S-adenozil metiyonin (SAM) olusumu arasindaki yaris olustururken; ikinci

basamak ise Hcy’i kullanan reaksiyonlar1 kapsamaktadir (8,24).

Metiyonini koruyan enzimler siilfiir igeren substratlarina kars: nispeten diisiik
michaelis sabitesi (Kn,) degerlerine sahip olup, kendi iiriinleri ve diger metabolitler
tarafindan inhibe edilirler. Fazla metiyonin ile beslenen ratlarin karacigerlerinde bu
enzimler azalmaktadir. Ug izoenzim formuna sahip olan metiyonin S-adenozil
transferaz (MAT) "in diisiik K,,’li, tip I ve tip Il ekstrahepatik MAT izoenzimleri ile
¢ogu SAM bagimlh transmetilazlar, metiyonin sentaz (MS) ve betain-homosistein
metil transferaz, metiyonin koruyan gruba ait enzimlerdir. Bu enzimler ile ara
ozelliklere sahip adenozilhomosisteinaz enzimi birlikte metiyonin dongiisiinii
olusturmaktadir. Metiyonini katabolize eden enzimler ise yiiksek K, degerlerine
sahip olup, dongii metabolitleri tarafindan aktive edilirler ve metiyonin ile beslenme

sonucu bunlarin hepatik diizeyleri artar. Sistatyonin sentaz, sistatiyonaz, yiiksek




Kn’ne sahip hepatik MAT III ve adenozilhomosisteinaz ise katabolize eden enzimler

grubunda yer almaktadir (8,24).

Hcy metabolizmasinin  diizenlenmesinde en 6nemli belirleyicilerden biri
SAM’dir. (25,26). Metiyoninden zengin hayvansal proteinlerin diyetle fazla alinmasi
veya doku SAM diizeylerinin yasamsal 6neme sahip transmetilasyon reaksiyonlarini
stirdiirmek igin yeterli oldugu durumlarda SAM, metilentetrahidrofolat rediiktaz
(MTHFR) aktivitesini inhibe ederek Hcy’in metiyonine remetilasyonunu baskilar
(27,28). Ayrica SAM, sistatyonin-B-sentaz (CBS) aktivitesini ve y-sistatiyonaz
aktivitesini de artirir ve Hey transsiilfiirasyon yoluna girer (25,27,28). Aksine, diisiik
metiyonin alimi ve/veya metil gruplan ve transmetilasyon reaksiyonlarina ihtiyacin
arttift  durumlarda  MTHFR bagimli folat mobilizasyonunun hlzlan;na51 ile
remetilasyon yolu aktiflesir ve Hcy tekrar metiyonine déniistiiriiliir (28). Uzun siireli
yiiksek metiyonin alimi remetilasyonun inhibisyonu ile iliskili olup, transsiilfiirasyon
yolunun satiirasyonuna yol agabilir. Bu durum Hcy’in hiicrelerden disar1 atilmasina

ve boylece plazma Hcy diizeylerinin yiikselmesine yol agmaktadir (29).
3.1.4. Dolasimdaki Homosistein Formlari

Plazmada bulunan Hcy’in ancak %1 gibi ¢ok az bir kismi indirgenmis formda
bulunmaktadir. Yiikseltgenmis Hcy’in ise %80-90 kadar: basta albiimin olmak iizere
plazma proteinlerine disiilfid baglarla baglanmigtir. Bagh olmayan fraksiyon ise
fizyolojik pH’da oksidasyona duyarli olup, kendisiyle birleserek dimer Hcy

(homosistin) veya basta sistein olmak iizere diger tiyollerle birleserek sistein-Hcy




kanigik distilfidi olusturmaktadir. Total plazma Hcy’i bu ii¢ formun toplamidir

(30,31).
3.1.5. Homosistein Diizeyleri

Hcy diizeyleri genel olarak total plazma Hcy’i veya total serum Hey’i olarak
ol¢iilmektedir. Insanlarda normal total Hey konsantrasyonlar plazmada 5-15 pmol/L,
serumda ise 13-18 pmol/L olarak kabul edilmektedir. Pediatrik normal Hcy diizeyleri
ise 3.7-10.3 pmol/L arasindadir. Yapilan g¢ahigmalarda yaslanma, cinsiyet ve
kadinlarda  postmenopozal durumun Hcy diizeylerini etkiledigi ortaya
konuldugundan, Hcy’in normal diizeyleri belirlenirken bu durumlarin dikkate

alinmasi gerekmektedir (3,30).
3.1.6. Hiperhomosisteinemi

Plazma total Hcy diizeylerinin 15 pmol/L’nin iizerinde olmasi
“hiperhomosisteinemi” (hHcy) olarak kabul edilmektedir. hHcy kendi arasinda hafif,
orta ve siddetli olmak tizere 3 form halinde ele alinmig olup (30), tablo 1’de

gosterilmigtir.

Normal Aralik 5-15 pmol/L
Arzulanan <10 pmol/L
HIPERHOMOSISTEINEMI

Hafif Form 15-25  pmol/L
Orta Form 25-50  pmol/L
Siddetli Form 50-500 pumol/L

Tablo 1. Plazma total Hey diizeyleri.




3.1.7. Hiperhomosisteineminin Nedenleri

Plazma Hcy diizeylerini etkileyen birgok faktér bulunmaktadir. Bunlar; CBS,
MTHFR, MS eksikligi/defekti, fizyolojik faktorler, edinsel faktorler, vitamin
eksiklikleri [folik asit, vitamin Bj, (Kobalamin), vitamin Bg], ilaglar, kronik

hastaliklar ile beslenme ve yasam sekli olmak iizere siniflandirilabilir (3,31,32,33).

Transsiilfiirasyon ve remetilasyon yollarina ait enzimlerin genetik defektleri

veya eksiklikleri hHcy’ye yol agmaktadir.

3.1.8. Hiperhomosisteineminin Oksidan/Antioksidan Sistemler Uzerine

Etkileri

- Stiperoksit anyon, hidrojen peroksit ve hidroksil radikal olusumunu

arttirir.

Endotelyal glutatyon peroksidaz (GSH-px) aktivitésini baskilar.

Lipid peroksidasyonunu (LPO) arttirir.

3.1.9. Homosisteinin Noral Hasar Olusturma Mekanizmalan ve Bilissel

Fonksiyonlar:

Hcy, noral hiicreler igin toksiktir (34,35,36,37,38,39). Hcy’in dejeneratif
hastaliklar ile iligkisi, bagslangigta yashlardaki plazma Hcy seviyesinin yiiksekligi
dolayisiyla giindeme gelmistir (17,40). Hafif kognitif fonksiyon bozuklugu, demans,
alzheimer hastaligi, parkinson hastaligi insanlarda sik goriilen nérodejeneratif

hastaliklardir. Bu hastaliklarin Hcy ile iligkisi iizerine yapilan ¢alismalar arada bir




baglanti olabilecegini gostermektedir (41,42,43). Depresyon ve sizofrenide de Hcy ile
iligkili bozukluklar ileri siirtilmiistiir. Hcy ile nérodejeneratif bozukluklar arasindaki
iligki vitamin tedavisi ¢aligmalariyla dogrulanmamigsa da, bu konuda kesin sonuglara
varmak igin genel 6lgekli kontrollii ¢alismalara ihtiyag vardir. Vitaminlere baglama
zamani, vitamin dozu gibi faktérler goz oniine alinmahdir. Hastalik olustuktan
sonraki girisimlerin yarari, 6nleme girisimlerine gore daha az olabilir (17). Aslinda
gidalara folat ilavesinden sonraki dsnemde Kanada ve ABD’de inme mortalitesinin
azaldig bildirilmigtir (44). Folat ve vitamin B, eksikligi hHcy’ye yol agtigindan bu
vitaminlerin eksiklikleri sirasinda gozlenen nérolojik bulgular, dolayli olarak hHcy
ile iligkilendirilmekte ve kimi zaman g¢aligsmalar i¢ ice sunulmaktadir (34). Bu tiirden
calismalar degerlendirilirken bulgularin dogrudan dogruya hHcy ile ilgili olup

olmadig1 goz oniinde bultgndurulmahdlr.

Artmig Hcy diizeyleri erigkinlerde oldugu kadar gelismekte olan sinir sistemi
tizerinde de olumsuz etkilere sahiptir (34). Mental retardasyon ve anormal beyin
gelisimiyle karakterize bir hastalik olan Down sendromunda, Hcy metabolizmasina
katilan enzimlerde degisiklikler olmasi, Hcy’in noral gelisim ile iligkili olduguna dair

bir kanit olarak degerlendirilebilir (45,46).

Hcy’e maruz birakilan hayvanlarda Hcy beyinde birikir, gelisme geriligi
olugur, noral ve kognitif disfonksiyon ve beyin enerji metabolizmasinda bozulma
meydana gelir (47,48,49,50,51). Folattan yoksun diyetle beslenen hHcy’k eriskin

sican modelinde diisiik folat/ hHcy’k siganlarin beyin mikrovaskiiler yapisi elektron




mikroskobu ile incelendiginde endotelde stoplazmik sisme, mitokondrial

dejenerasyon ve perivaskiiler amorf fibrozis tespit edilmistir (52).

Bozulmug CBS aktivitesi ya da folat eksikligi beyin hiicrelerinde intraselliiler
Hcey diizeylerini arttirir (53). CBS enzim ekspresyonunun degistirildigi fare
modellerinde, Hey artisi ile birlikte norolojik hasar oldugu bildirilmistir (23,54,55).
Yine CBS enzim eksikligi olan farelerde noral plastisitede degisiklik, agir gelisme

geriligi ve erken 6liim bildirilmistir (56).

Baydag ve arkadagslar (47), hHcy’in pasif sakinma ve Morris Water Maze
(MWM) testleriyle olgiilen ogrenme ve hafizayr anlamli sekilde bozdugunu ve
melatonin uygulamasinin bu bozulmay diizelttigi bildirilmigtir. Streck ve arkadaglari
da (48), Hcy uygulamasinin siganlarda hafizayr kétiilestirdigini bildirmislerdir.
Algaidi ve arkadaslarinin (51), yaptigi ¢alismada geng-erigkin siganlara Hcy
uygulanmasi kognitif bozulmaya yol agmamus, tersine uzaysal 6grenmede kismi bir
iyilesme ile sonuglanmigtir. Bu bulgu diger bazi ¢alismalardan farklidir. Yazarlar bu
durumu, gelismekte olan ve yasl sigan beyinlerinin Hcy hassasiyetinin kendilerinin
kullandig geng-eriskin siganlardan farkli olmasina bagh olabilecegini belirtmislerdir.
Hey’in 6grenme iizerine bu olumlu etkisini N-Metil D-Aspartat ve metabotropik
glutamat reseptorleri tizerinden sinaptik plastisiteyi ve transmisyonu arttirmalarina
bagh olabilecegini, ancak uzun dénemde bu artmig eksitabilitenin noron kaybiyla
sonuglanabilecegini belirtmislerdir. Troen ve arkadaslarinin (57), ¢alismasinda da
MWM testiyle kognitif disfonksiyon tespit edilmis, ancak beyinde histolojik diizeyde

bir bozukluga rastlanmamis, beyin metilasyon potansiyelinde degisiklik saptanmustir.



3.1.10. Homosistein ve Oksidatif Stres iligkisi

3.1.10.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, biyolojik sistemlerde prooksidan ve antioksidan dengesinin
bozulmasi olarak tanimlanabilir. Bu denge bozuldugunda, serbest radikaller ve
serbest radikallerden tiireyen non-radikal reaktifler hiicrelerdeki makromolekiillerde
oksidatif hasar olusturur. Boylece genler, proteinler, yapisal karbonhidratlar ve
lipidlerde yapi-fonksiyon bozulmasi meydana gelir. Oksidatif stres akut ve kronik
birgok hastalifin patogenezinde asli rol oynar (58,59,60). Bu reaktiflerin yiiksek
konsantrasyonlarda zararli etkileri olsa da 1limli konsantrasyonlarda fizyolojik
anlamda 6nemli diizenleyici rolleri vardir. Nitrik oksit (NO) ve reaktif oksijen tiirleri
(ROS) bazi canh sistemlerinde diger fizyolojik fonksiyonlar igin sinyal baglatici
(signalling) ozelliklere sahiptir. NO’in vaskiiler tonus diizenlenmesindeki roli,
ROS’un doku oksijen basincinin bir gostergesi olarak ventilasyonun ve eritropoietin

sentezinin kontrolii 6rnek olarak verilebilir (58).

Biyolojik sistemlerde oksidasyon, daha ¢ok serbest radikaller araciliiyla
olugsmaktadir. Serbest radikaller yoriingelerinde eslenmemis elektron tasidiklarindan

ve kararsiz bilesik olduklarindan dolayi, diger molekiillerle kolaylikla reaksiyona

girebilirler (59,61).

Siiperoksit anyon radikali, hidroksil radikali, hidrojen peroksit, singlet oksijen,

karbon tetra kloriir (CCls), NO, finilhidrazin radikali, tiyol bilesikleri ve viicutta



bulunan bazi metaller biyolojik sistemlerde oksidasyon reaksiyonlarinda yer alirlar

(60,62,63).

Biyolojik sistemdeki ROS’nin en 6énemli kaynag aerobik metabolizmadir.
Reaktif oksijen tiirleri, radikaller ve non-radikaller seklinde gruplanabilir. Radikal

olmayan oksijen yoriingelerinde elektron eksigi yoktur ve radikallere gére daha zayif

oksidanlardir (58).

Biyolojik sistemde oksidan maddelerin tehlikeli sekilde yiikselmesini
engelleyen ve oksidasyon-rediiksiyon homeostazinin saglanmasina katkida bulunan
gesitli enzim ve maddeler vardir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, GSH-Px,
glutatyon rediiktaz, glutatyon-S-transferin, ferritin, hemoglobin, miyoglobin, vitamin
E, C, A, melatonin, glutatyon (GSH), N-Asetil Sistein (NAC), ubikinon, selenyum.
Burada belirtilenler disinda gok sayida endojen ve eksojen antioksidan kesfedilmistir

(58,61,62).
3.1.10.2. Oksidatif Stres ve Norodejeneratif Hastahk Iliskisi

Insanda sik bir mental retardasyon nedeni olan Down sendromu (trizomi 21)
eriskin donemde Alzheimer hastaligiyla da iligkilidir. Down sendromu olan
embriyonik kortikal ndron kiiltiirlerinde ROS iiretiminin kontrole gére 3-4 kat arttig)
gozlenmis ve antioksidan ajanlarla néron dejenerasyonu o6nlenebilmistir (64).
Alzheimer hastahiginda diger bulgularin yam sira beyinde kayda deger bir lipid
peroksidasyonu ve serebrospinal sivida artmis 4-hidroksinonenal konsantrasyonu

tespit edilmistir (65,66,67). Dahasi ROS’un B-amiloid (AP) hasarina aracilik ettigi de
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bildirilmigstir (68,69). Amiyotropik lateral skleroz (ALS) da bir dejeneratif néron
hastaligi olup %20 oraninda SOD mutasyonuyla birlikte olmasi ROS’un roltinii
giindeme getirmektedir. Transgenik fare c¢aligmalarinda da SOD mutasyonu ALS
hastallgl.na benzer bulgulara yol agmigtir. SOD mutasyonu néral apoptozisi de

tetiklemektedir (58,68,69,70,71,72).
3.1.10.3. Homosistein ve Oksidatif Stres

Hcy’in nérotoksik hasar mekanizmalar iizerine yapilan ¢aligmalar daha once
de belirtildigi gibi oksidatif hasar ve bununla baglantili olarak apoptosiz ile
noroplastisitede meydana gelen degisikliklerin temel rol oynayabilecegini ortaya
koymaktadir. Hcy’in oksidatif stres araciligi ile noéronal disfonksiyona neden
oldugunu gosteren ¢ok sayida ¢aligma vardir (17,35,73). Hcy, viicut antioksidan
rezervlerini, GSH-Px’1 ve SOD’u inhibe ederek, doku vitamin A, C ve E diizeylerini
diigiirerek zarara ugratir (74,75,76). Hcy, AP baglh norotoksisiteyi oksidatif stres
aracthg ile arttinr (77). Hcy’in sitotoksisitesi NAC, vitamin E ve C gibi
antioksidanlarla azaltilabilmigtir (78,79,80). Vitamin A ve C aym zamanda Hcy’in

neden oldugu hafiza bozuklugunu diizeltebilmigtir (80).

Hcy metabolizmas hiicrede redoks potansiyeli tarafindan diizenlenir (81,82).
Hcy’in ortamdan uzaklagtirilmasini saglayan MS ve CBS gibi bazi enzimlerin

aktivitesi hiicredeki oksidatif duruma gére diizenlenir (82,83,84).
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Baydas ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada, metiyoninden zengin diyetle
olusturulan hHcy’k sigan modelinde hipokampusta GSH-Px aktivitesi diisiik

bulunmus ve Hey’in GSH aktivitesini azalttigi gosterilmistir (47).

Hcy’in kendisi de otooksidasyona ugrar ve redoks sinyal yollarini néral ve

vaskiiler hiicrelerde bozar (82,85,86).

hHcy’de SAM oram1 SAH’a gore diigiiktiir (17,20). SAM antioksidan bir
maddedir. SAM, GSH sentezini arttirir, LPO’u yaklagik %65 oraninda azaltir (87),
deneysel sigan iskemi modelinde oksidatif stresle iliskili néral 6liimii azaltir (88).
Dahasi uzun siireli SAM uygulamasi sigan beyninde GSH konsantrasyonunu

arttirmig, LPO’u azaltmigtir (89).

3.1.11. Homosisteinin Noroplastisite ve Beyin Maturasyonu ile Iliskisi

3.1.11.1. Noroplastisite

Sinaptik devrelerin olusumundan sonra yeni sinapslarin olusumu veya kaybi
ya da var olan sinapslarin modifikasyonu, kisacasi bu noronal devrelerin degisebilme
kapasitesi sinaptik plastisite olarak adlandirihr. Sinir sisteminin bu degisebilme
kapasitesi 6grenme ve hafiza ile yakindan iliskili olup, sinir sisteminin gevresel
degisikliklere cevabim temsil eder (90). Sinaptik plastisite sinir sistemi degisimindeki

bir mekanizmayi anlatmaktan ziyade bir degisim fenomeni olarak tanimlanabilir (91).

Noral plastisite molekiiler diizeyden sinaptik, hiicresel, néronal ag ve sisteme

kadar her seviyede gozlemlenir. Ornegin; hem normal hem de yaralanmig
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hayvanlarda kortikal temsiliyet haritalar1 degisebilir, sinapslar morfolojilerini
degistirebilir, dendiritler ve ¢ikintilar bityiiylip biiziilebilir, aksonlar yolunu
degistirebilir, gesitli transmitterler modiile edilebilir, sinapslar potansiyalize veya

deprese olabilir ve sinirli da olsa yeni néronlar olusup farkhilasabilir (91).
3.1.11.2. Homosistein ve Noroplastisite

Hcy ile ilgili olarak elde edilen bazi bulgular Hey’in sinaptik fonksiyonlar
degistirdigini diistindiirmektedir (47,51,73). Sinaptik disfonksiyon ve dejenerasyon
bazi nérolojik bozukluklarin patogenezinde yer almaktadir (73). Insan galismalarinda

Hcy’in noral plastisite ve nérodejeneratif bozukluklarda rolii oldugu belirtilmistir

(34).

Erigkin siganlara kronik Hcy uygulamasindan sonra hipokampus iizerinde
yapilan incelemede temel sinaptik transmisyon hizinin azaldigi ancak beklenenin
tersine uzun siireli potansiasyonda (LTP) azalma degil artma olustugu bildirilmistir
(92). Yine aym grubun yaptig: bir ¢alismada erigkin siganlara 14 hafta boyunca Hey
uygulamasi hipokampus CA; alaninda bazal sinaptik transmisyon ve LTP’de
degisiklik meydana getirmistir (51). Bu c¢alismalardan daha ©nce yapilan bir
calismada CBS eksikligi olan siganlarda LTP artisi tespit edilmis, ancak bu artigin
hidrojen siiflide bagl oldugu ve CBS enziminin beyindeki hidrojen siilfid olusumunu
katalize ettigi bildirilmistir. CBS eksikliginde ayni zamanda belirgin hHcy olugmasi
LTP artisiyla Hey arasinda bir bag olabilecegini de diisiindiirmektedir (93). Adi gegen

calismalardaki bu sonuglar, 6grenme ve plastisitede kritik rolleri olan N-Metil-D-
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Aspartat ve glutamat reseptorleriyle iliskilendirilmistir (94). Ote yandan Hcy’in
baslangigta  fizyolojik parametreler iizerindeki olumlu etkisinin zamanla

eksitotoksisiteyle ilgili néronal disfonksiyona yol agabilecegi ileri siiriilmiistiir (51).
3.2. SERBEST RADIKALLER VE REAKTIF OKSIJEN TUREVLERI
3.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, atomik veya molekiiler yapilarinda eslenmemis elektron
iceren ve bu nedenle reaktif 6zellik tasiyan molekiillerdir. Hiicre metabolizmasi
sirasinda cereyan eden biyokimyasal redoks reaksiyonlan ile ortaya ¢ikabildikleri
gibi, gesitli dis etkenlerin varliginda da olusmaktadirlar. Eslenmemis elektrona sahip
bu molekiil veya atom, elektronunu bir bagka molekiile vererek veya ondan elektron

alarak daha stabil hale gelme egilimindedir (61,95,96,97).
Serbest radikaller baglica ii¢ sekilde olusmaktadir (95).

- Bir molekiilii olusturan kovalent bagin hemolitik yarilmasi ve eslenmis

elektronlardan her birinin ayr1 par¢ada kalmasi sonucu,
- Bir molekiiliin elektron kaybetmesi sonucu,
- Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi sonucu olusmaktadr.
3.2.2. Reaktif Oksijen Tiirevleri

Aerobik organizmalar igin serbest radikallerin baglica kaynagi molekiiler

oksijendir. Biyolojik sistemlerdeki en dnemli serbest radikaller oksijenden olugan




radikallerdir. Serbest radikallere oksidan molekiiller, serbest oksijen radikalleri veya

en dogru adlandirma ile “reaktif oksijen tiirevleri (ROS)” de denilmektedir.

Normal metabolizma esnasinda gelisen oksidasyon-rediiksiyon olaylari
sonucunda olusan reaktif oksijen tiirevleri biyolojik bir bozukluga neden olmamasina
ragmen; baz1 hiicresel metabolik bozukluklar nedeniyle (iskemi, inflamasyon,
radyasyon, hiperoksi vb.) ¢cok daha fazla miktarlarda iiretilmeleri sonucu membranlar,
niikleik asitler, enzimler ve polisakkaritler iizerinde degisik derecelerde toksik etki

yaparak ¢esitli dokularda hasara yol agmaktadirlar (98,99).
3.2.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Toksik Etkileri

Organizma fizyolojisinde birgok reaksiyonda rol oynayan serbest radikallerin
agirt iretilmesi veya antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz kaldig
durumlarda; doku hasarina neden olan oksidatif strese baglh olarak, 6zellikle serbest
radikallerin  hedef  hiicresel makromolekiiller ~olan membran lipitleri,
deoksiriboniikleik asit (DNA), karbonhidratlar, proteinler ile reaksiyona girmeleri

sonucu hiicre hasari hatta 6liimii meydana gelebilir (100,101,102,103).

Normal insan metabolizmasinda az miktarda serbest oksijen radikalleri olugur.
Serbest oksijen radikalleri hiicrede aerobik metabolizma sonucu iiretilir ve
hiicrelerdeki tiim molekiiller ile reaksiyona girebilir, ancak en ¢ok lipidler saldiriya

ugrar. Uretim miktar1 metabolizma hizina bagli olarak artar (104).

Normal sgartlarda metabolik reaksiyonlarda kullanilan oksijenin sadece

%35-10’u kuvvetli toksik ara iiriinlere doniisiir (105). Aerob organizmalar intraseliiler
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ve ekstraseliiler antioksidan savunma sistemleri ile bu toksik metabolitleri etkisiz hale

getirerek kendilerini korur ve zarar1 minimum seviyede tutar (104).

Antioksidan savunma sisteminin giiciiniin zayifladig1 veya serbest radikal
tiretiminin bu savunma sisteminin giiciinii astig1 hallerde hiicreler zarar goriir. Oksijen
radikalleri ¢ok kisa siireli olustuklar1 halde bu siire iginde etkin olarak detoksifiye
edilmezlerse proteinler, niikleik asitler, lipidler, karbonhidratlar ve glikoproteinleri
icine alan biitiin biyolojik materyal ile reaksiyona girerek reversibl ve irreversibl

degisikliklere yol agarlar (106).
3.2.4. Serbest Radikallerin Hiicredeki Bashca Zararh Etkileri

DNA’nin tahrip olmasi, niikleotid yapili koenzimlerin yikilimi, enzimlerin
inaktivasyonu, proteinlerin zarar gérmesi, membran ve serum lipidlerinde
peroksidasyon, hiicre yiizeyindeki reseptorlerde degisiklik, Na-K-ATPaz, Ca-ATPaz
gibi hiicre iyon transport proteinlerinin tahrip olmasi, bag dokusu harabiyeti ve

ekstraseliiler etkiler sayilabilir.

Serbest radikallerin, bu etkileri ile g¢esitli hastaliklarin olusumunda rol
oynadiklar1 kabul edilmektedir. Bu hastaliklar; ateroskleroz, malign hastaliklar,
iskemik reperfiizyon hasar, diyabetin mikroanjiopatik komplikasyonlari, romatoid
artrit ve otoimmiin hastaliklar, bébrek bozukluklari (otoimmiin nefroz, aminoglikozid
nefrotoksisitesi), goz hastaliklar1 (makiiler dejenerasyon, katarakt), karaciger

bozukluklar1 (endotoksin, asetaminofen, demir), gastrointestinal bozukluklar
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(iilseratif kolit, non steroid antiinflamatuar droglara bagh hasar) ve norodejeneratif

olarak ozetlenebilir (107).
3.2.4.1. Proteinlere Etkileri

Radikallerle ilgili protein hasari; elektron sizintisi, metal iyon bagimh
reaksiyonlar, lipid ve sekerlerin otooksidasyonu ile baglatilabilir. Proteinlerin serbest
radikal hasarindan etkilenme dereceleri, aminoasit kompozisyonlarina baghdir.
Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi
yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi
aminoasitlere sahip proteinler serbest radikal hasarina agiktirlar (95,108). Bu
aminoasitlerin oksidasyonu proteinlerin par¢alanmasina ¢apraz bag olusumuna,

agregasyona ve proteinlerin proteolitik pargalanmaya yatkin hale gelmesine neden

olmaktadir.
3.2.4.2. Membran Lipidlerine Etkileri (Lipid Peroksidasyonu)

Serbest radikal hasarina en hassas biyomolekiiller membran lipidleridir. LPO,
membran yapisimi teskil eden fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol yapisindaki
poliansature yag asitlerinin, ROS tarafindan peroksitler alkoller, aldehitler, hidroksi

yag asitleri, etan, pentan gibi sekonder tirinlere yikilma reaksiyonudur (109).

Biyolojik membranlarda serbest radikallerle indiiklenen LPO, baslangig
basamagy, ilerleme ve yayilma basamagi ve sonlanma basamagi olmak iizere iig

asamada ger¢eklesmektedir (109,110,111,112).
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LPO ¢ok zararh bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina
veya indirekt olarak reaktif aldehitler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir.
Boylece birgok hastaliga ve doku hasarina sebep olmaktadir. Lipid radikallerinin
hidrofobik yapida olmasi nedeniyle reaksiyonlarin gogu membrana bagli molekiillerle
meydana gelir. Membran permeabilitesi ve mikrovizkozitesi 6nemli sekilde etkilenir.
Peroksidasyonla olusan malondialdehid (MDA), membran komponentlerinin ¢apraz
baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu,
enzim aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran
ozelliklerini degistirir. Bu etkiler MDA’nin nigin mutajenik, genotoksik ve

karsinojenik oldugunu agiklamaktadir (95).

Cesitli alismalarda LPO artisina GSH-Px (34,113) ve diger antioksidanlarda
azalma eslik etmistir (114,115). Yapilan ¢alismalarda 4-hidroksi-2-noneal (HNE)’in
GSH ile kendiliginden reaksiyona girdigi, ancak hiicre iginde GSH-S transferazlarin

reaksiyona katilmasiyla reaksiyonun daha hizli ilerledigi gosterilmistir (116,117).

GSH-Px, HNE ile inkiibe edildiginde zaman ve konsantrasyona bagh
kompetitif inhibisyon nedeniyle enzimatik aktivite kaybolur (59). HNE ile
intraselliler GSH konsantrasyonu arasindaki iliskiyi arastiran ¢alismalarda,
baglangigtaki azalmay: takiben bir artis oldugunu bildirmektedir (118,119). HNE bir
yandan GSH’u azaltirken diger yandan sentezini de indiiklemektedir (120). Folat
eksikligi durumunda beyin hiicrelerinde GSH diizeylerinin arttiga bildirilmistir (53).

LPO iriinlerinin GSH sentezini arttirmalari bu durumu agiklayabilir. LPO oksidatif
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stresin gostergelerinden biri olarak da degerlendirilebilir (60). Bu amagla LPO

tiriinlerinden olan MDA ve 4-hidroksinonealin 6l¢timii yapilmaktadir (59).
3.3. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

Normal fizyolojik kosullarda hiicreler, olusan serbest radikal iirlinleri ve
peroksitler gibi molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara kargi antioksidan

savunma sistemleri tarafindan korunur.

Antioksidanlar etkilerini baglica serbest radikal olusumunu onleyerek ve
olusan serbest radikalleri etkisiz hale getirmek suretiyle iki sekilde gosterirler.

(95,121)
3.3.1. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

GSH-px, hidrojen peroksit ve biiyiik molekiillii lipid hidroperoksitlerinin
indirgenmesinden sorumludur. Sitozolde yerlesmis, 4 selenyum atomu igeren
tetramerik yapida bir enzimdir (122,123). GSH-Px enziminin selenyum bagimh ve
bagimsiz olmak iizere iki formu bulunur. Selenyum bagiml izoenzim, selenosistein
formundadir. Hem hidrojen peroksit (H,Oz)’e hem de hidroperoksitlere etki
etmektedir. Selenyuma bagimli olmayan form ise hiicrenin mitokondri (%30) ve
sitozol (%70) fraksiyonlarinda lokalize olup, sadece lipid hidroperoksitlerin

yikiminda gorev alir (124).
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GSH-Px, asin hidrojen peroksit varhginda GSH’un okside glutatyona
(GSSG, glutatyon disiilfid) oksidasyonunu katalize eder. Bu arada H,O; ise suya

doniistiiriilerek detoksifiye edilmis olur.
3.3.2. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Antioksidan savunmanin etkinligini siirdiirebilmesi igin oksitlenmis GSH’un
tekrar indirgenmis sekle donmesi gerekir. GR rediikte nikotin amid adenin

diniikleotid (NADPH) varliginda, GSSG’un indirgenme reaksiyonunu Kkatalizler

(124).
3.3.3. Rediikte Glutatyon (GSH)

GSH (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin); glutamik asit, sistein ve glisin
aminoasitlerinden olusan bir tripepdittir. Aktif grubu sisteinin siilfhidril (-SH)
grubudur. Rediikte ve okside sekilde bulunan GSH hiicrenin oksidasyon-rediiksiyon
dengesini koruyan onemli bir indirgen ve antioksidan olup, hiicreleri endojen ve

eksojen kaynakli oksidanlarin zararh etkilerinden korumaktadir (95).

GSSG’un total GSH’a (GSH+GSSG) orani, oksidatif stres i¢in sensitiv bir

indikator olarak degerlendirilmektedir (125).

Cok onemli bir antioksidan olan GSH, serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korumaktadir. Ayrica
proteinlerdeki -SH gruplarini rediikte halde tutarak oksidasyondan korur ve

fonksiyonel protein ve enzimlerin inaktivasyonunu o6nler. GSH, glutatyon-S-
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transferaz enziminin katalizi ile endojen ve eksojen toksik bilesikleri de konjuge

etmektedir (95,125).

GSH, organizmanin tiim hiicrelerinde bulunan, hiicrenin protein yapisi

digindaki siilfidril grubu igeriginin %90 kadarimi olusturur. (126).

hHcy’nin etyopatogenezi hakkinda birgok goriis bulunmakla birlikte, ger¢ek
sebep tam olarak belli degildir. Son yillarda hHcy’nin patogenezi ve olusan doku
hasari lizerine serbest radikallerin 6nemli rol oynadiklarma iligskin pekgok aragtirma
yapilmistir (127,128). hHey’li hastalarda antioksidan savunma mekanizmalari
ozellikle GSH-px, SOD gibi enzim aktiviteleri diisiik bulunmustur. Bu nedenledir ki,
hHey’nin - mikroanjiopatik ~ komplikasyonlarin  tedavisinde serbest radikal

temizleyicileri ve antioksidanlar biiyiik nem kazanmugtir (100).
3.4. NORONAL VE GLIiAL MARKIRLAR
3.4.1. Noron Spesifik Enolaz (NSE)

NSE, glikolik yolun enzimi olan enolazin bir izoenzimidir. Enolaz,
2-fosfogliseratin fosfoenolpiriivata doniisiimiinii katalize eden bir enzimdir. ilk kez
1965°de Moore ve Mc Gregor beyin dokusu protein haritalar iizerinde ¢aligirken
*14-3-2 proteini olarak adlandirilmistir. Daha sonra nérona lokalizasyonu nedeniyle

‘ndron spesifik protein’ adi verilmigtir (129).

Merkezi sinir sistemindeki enolaz formunun en asidik olan1 NSE’dir. Bunun

diginda orta ve diisiik asiditeli formlar1 da vardir (130). Genel olarak enolazin alfa,
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beta ve gama alt tinitelerinin ikili kombinasyonlar1 izoenzimleri olusturur. Bu
izoenzimlerden NSE gama-gama enolazdan olugmaktadir. Noronlarda ve
néroendokrin hiicrelerde bulunmaktadir. Alfa-beta ve beta-beta enolaz yalmzca kas
dokusunda bulunur. Santral sinir sisteminde bulunan izoenzimlerin zellikleri Tablo

2’de gosterilmistir (130,131).

Tablo 2. Santral Sinir Sisteminde Bulunan izoenzimlerin Ozellikleri

NNE Hibrid NSE
Molekiil Agirhgi 87.000 82.500 78.000
Alt iinite kompozisyonu oo ay YY
Alt tinite molekiil agirhg 43.500 43.500/39.00 | 39.000
Izoelektrik nokta 72 Bilinmiyor 4.7
Elektroforetik mobilite 0.2 Bilinmiyor 0.8
Anti-NNE serumla reaksiyon +4+ +- =
Anti-NSE serumla reaksiyon - +- etk

NSE’in beynin total ¢6ziinebilir proteininin % 0.4-2.2 kadarin1 olusturdugu
gosterilmistir (132). NSE beyinde sadece noronlarda ve sitoplazmada bulunan ancak
niikleusta bulunmayan bir proteindir. Sitopldzma iginde poliribozomlarin,
mikrotiibiillerin, mitokondrilerin dig membranlarinin ve graniillii endoplazmik

retikulumun ¢evresinde immunpresipitat1 gosterilmistir (131,133).

NSE’in en yiiksek diizeyleri beyinde bulunur. Periferik sinir sistemi ve g¢esitli
néroendokrin bezlerde de orta diizeylerde goriiliir. En duisiik diizeyleri ise serum ve

BOS’da tespit edilir. Karaciger ve kas gibi dokularda eser oranlarda bulunmaktadir.
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Bununla birlikte pineal bez, adrenal bez, hipofiz, tiroid ve pankreas’ta, APUD (amin
precursor uptake and decarboxylation) hiicreleri, trombosit ve eritrositlerde de NSE
bulunmaktadir. Tablo 3’te NSE ile non ndronal enolaz (NNE)in fonksiyonel

ozelliklerinin karsilagtiriimasi yapilmusgtir (130,131).

Tablo 3. NSE ve NNE’in Fonksiyonel Ozelliklerinin Karsilastiriimasi

NNE NSE
Substrat K, 1.3x10™ 12x10™
K.Mg 6.1x10* 2.4x10™
Kloriir stabilitesi Yok Var
Ure stabilitesi Yok Var
Is1 stabilitesi (50 °C) Yok Var
Hiicresel dagilim Glial hiicreler ve néron Noron ve néroendokrin
olmayan hiicreler hiicreler
Gelisimsel Profil Olusumu glial matiirasyona Olusumu néron
bagh degil farklilagmasina bagh

Amyotrofik lateral sklerozda, serum ve BOS’da NSE diizeyleri artmaktadir.
Kafa travmasi, serebral infarkt gelisimi sirasinda, periferik sinir sistemini ilgilendiren
hiicre hasarlarinda, bakteriyel menenjit ve ensefalit durumlarinda NSE diizeyleri
artmistir (134,135). Perinatal asfiksili yenidoganlarda BOS’ndaki NSE artisi ve bu

artigin hasarin derecesiyle orantil oldugu gosterilmistir (136,137).

Yapilan rat g¢alismalarinda, néronal gelisim sirasinda NSE’in néronlarin
fonksiyonel olgunlagmasinin baslamasiyla ortaya ¢iktigi goriilmiistiir (130). Cesitli
noroendokrin kanserler ve APUD’omalardaki degismis noéroendokrin hiicrelerin

NSE’den ¢ok zengin olmasi bu hastaliklarda diagnostik ve prognostik indeks olarak
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kullanim alam saglamigtir. Tablo 4’te NSE ve NNE’nin beyin dokusundaki dagilimi

gosterilmistir (130).

Tablo 4. NSE ve NNE’in Beyin Dokusundaki Dagilimi

NNE NSE
1- Glial hiicreler

- Astrositler 3 -

- Oligodendrositler + -

- Radyal glial hiicreler ++ .

- Ependimal hiicreler + -

- Tanositler + -

2- Noronlar

Serebellum

- Stallit sepet hiicreleri + ++

- Purkinje hiicreleri - +++

- Golgi tip 2 hiicreleri - - ++++

- QGraniillii hiicreler - ++

- Derin serebeller néronlar - ++++
Hipokampus

- Piramidal olmayan néronlar - et

- CA3 piramidal noronlar - 1

- Dentat graniillii hiicreler - et

- CAl ve 2 noronlar + +
Korteks

- Piramidal olmayan néronlar - ++++

- Yiizeyel piramidal hiicreler + 4

- Derin piramidal hiicreler - det
Talamus

- Retikiiler néronlar - +++
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Kiigiik hiicreli akciger kanseri olan hastalarda serum NSE diizeylerinin
ylikseldigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (138,139). NSE santral sinir sistemi
hiicrelerinde, eriyebilen proteinlerde ortalama %1.5 kadar yiiksek oranlarda
bulundugundan, iskemik ve nekrotik hasarlarda en 6nce ve hasarla orantili olarak

salinan bir enzimdir (135).
3.4.2. S-100 Proteini

S-100 proteini intraselliiler bir glikoproteindir. Asidik bir protein olup
kalsiyum baglar. 10-20 kilodalton (kDa) agirhgindadir. Homodimer veya
heterodimerler olusturur. Birkag y1l ncesine kadar ti¢ farkli S-100 proteininin yapisi

bilinirken bugiin birgok formlari tespit edilmis bulunmaktadir. (140).

S-100 protein ailesi, kalsiyum baglayan proteinlerin en genis alt grubu olup
20’ye yakin degisik tipleri tanimlanmigtir. Bunlar arasinda en son bulunanlar;
S-100A14 ve S-100Z’dir. S-100 proteini pleotropik kalsiyum bagimli hiicresel
olaylarda rol oynar. Bazi S-100 proteinlerinin fizyolojik olarak kalsiyumdan daha ¢ok
ginkoya affiniteleri vardir. Omegin; S-100A2 ve S-100A3’iin kalsiyuma ¢ok diisiik

affiniteleri varken, ginkoya yiiksek affiniteleri vardir (140).

Tipik bir S-100 geni ti¢ ekson’dan meydana gelir. S-100 proteini genel olarak
sinyal transdiiksiyonu, hiicre farklilasmasi, hiicre motilizasyonu ve transkripsiyonu
gibi birgok hiicre aktivitesinde rol oynar. Hiicredeki bu olaylar S-100 proteininin
kalsiyum bagimli bir yolla hedef proteinlerinin aktivitesini modiile ettikleri

diistiniilmektedir (140).
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S-100B ve S-100A12’nin son zamanlarda tespit edilen bir ylizey reseptorii
olan RAGE (receptor for advanced glycation) reseptérlerine baglanarak sinyal

mekanizmalarini baglattig diistiniilmektedir (140).

S-100 proteininin romatoid artrit, akut inflamatuar lezyonlar, kardiyomyopati,
Alzheimer hastalifi ve kanser gibi ciddi hastaliklarla yakin iligkili oldugu tespit
edilmigtir. S-100 proteininin bu hastaliklarin klinik yaklagiminda ve yasam siiresini
tahminde bir markir olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (140). Tablo 5 ’te S-100

proteinlerinin hastaliklarla iligkisi gosterilmigtir.

Tablo 5. S100 Proteinlerinin Hastaliklarla Iliskisi

Protein Tigili Hastahk
S-100B Alzheimer hastalig1, Down’s sendromu
S-100A1 A Kardiyomiyopati
S-100A2 Kanser, tiimor supresyonu
S-100A4 Kanser, metastaz
S-100A6 Kanser, amyotrofik lateral skleroz
S-100A8/9 Inflamasyon, yara iyilesmesi
S-100A11 Kanser, okiiler hastaliklar
S-100A12 Inflamasyon
S-100P Kanser
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3.4.2.1. S100B

S-100B, astrosit, oligodendrosit ve schwan hiicrelerinden sentezlenir. Total
beyin proteinlerinin %0,2’sini olusturur. S-100B, beyin hasarinda BOS’na ve daha
sonra kana rahatlikla gegebilmektedir. S-100B seviyesinin BOS ve plazmada
ol¢iimii, serebral iskemisi olan hastalarin tayini igin iyi bir gostergedir. Bununla
birlikte plazmadaki degerleri 6zellikle malign melanom ve kardiyak cerrahiye maruz

kalan pediatrik hastalarin takibinde 6nemli bir markirdir (140).
3.4.3. Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP)

Reaktif gliozis, fiziksel ve kimyasal tahriplerden kaynaklanan né&ronal
bozukluga kars1 astrositlerin bir reaksiyonudur. Bu olay astrositleri i¢in spesifik
belirleyici olan GFAP’in agin ekspresyonuyla karakterize edilir. GFAP bir hiicre ici
ara filamenttir. GFAP’nin stabil astrosidik siireglerde esas oldugu ve hatta néronal
hasarlarda merkezi sinir sisteminin morfojenezi igin kritik bir materyal oldugu
bilinmektedir. Noronal hasara cevap olarak astrositler GFAP yapimim hizlandirirlar

(141,142).

Ara filaman proteinler beyin hiicre iskeletini olusturan ana unsurlardir (143).
Bir hiicre iskelet protein ailesi iiyesi olarak GFAP’nin astrositlerin yapisal ve
fonksiyonel biitiinliigiiniin saglanmasinda 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir. Sigan
¢aligmalarinda GFAP eksikliginin sinaptik fonksiyonlarda degisiklige yol agtig1 tespit

edilmigtir (144). Santral sinir sisteminde, travma, genetik bozukluk, kimyasal hasar
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gibi durumlarda astrositler reaktif hale gelir, astrogliozis denilen tarzda cevap

verirler. Astrogliozis GFAP senteziyle karakterizedir (145).

Olgun olmayan astrositler esas olarak vimentin sentezlerler. Bu hiicreler matiir
hale geldiginde vimentin yerine GFAP sentezine kayma olur. Dolayisiyla GFAP
sentezi beyin maturasyonunun bir gdstergesi olarak da degerlendirilmektedir
(146,147). Insanda GFAP gen mutasyonu erken yasta Olimle sonuglanan
nérodejeneratif hastaliklara yol agmaktadir (148). GFAP santral sinir sistemi hasarini

gosteren bir test olarak kullanilabilmektedir (149).
3.5. Nar (Punica granatum L.) ve Nar Cicegi

Punicaceae familyasindan icinde kiigiik gekirdekler ve meyve gdvdesini
olusturan yiizlerce tanecikten olugmus, hafif eksi tadinda 1liman iklimler de

yetistirilen bir meyve tiiriidiir. Nargigekleri (NC), meyvelerinin ortasindan g¢ikar ve 5

parcadir.

Punica granatum L. ciceginin metanolik ekstresinde, pelargonidin 3,5
diglikozit, ursolik asit, urolik asit, daukosterol, oleonikasit, brevifolinkarboksilat,
pomegranatat, sitosterolile maslinik asit, asiatik asit ve alkan yapisinda maddeler
izole edilmistir. Petrol eterli ekstresinde, sitosterol ve ursolik asit, kloroformlu
ekstresinde bu ana bilesenler yaninda maslinik asit, asiatik asit, sitosterol-P-D-
glukozit; etil asetat ekstresinde 3,3',4'-tri-O-metilelajik asit, daukosterol, urolik ve
maslinik asit; aseton ekstresinde etil brevifolinkarboksilat; etanollii ekstrede ise

D-mannitol, elajik asit ve gallik asit, petrol eteri ekstresinde epikatesin, katesin ve
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yine gallik asit, elajik asit ve fenolik bilegiklerin bulundugu saptanmigstir
(150,151,152). Punica granatum L. ¢igegi lizerinde yapilan galismalar sonunda elde
edilen kimyasal maddeler sirasiyla incelenmistir ve yapilarina gére gruplandirilarak

aciklanmigtir (151).

NC’nde bol bulunan baglica fenolik bilesikler, fenolik asit flavonoidler,
antiosiyaninler ve proantiosiyanidinlerdir. Polifenoller veya fenolik bilesenler iki ana
kisma ayrilabilir; flavonoidler ve non-flavonoidlerdir. Fenolik bilesimler, antioksidan
aktivite, serbest radikallerin temizlenmesi, lipoprotein oksidasyon inhibisyonu, diisiik
dansiteli lipoprotein (LDL) oksidasyon rediiksiyonu gibi potansiyel kalp hastalig risk
faktorlerinin azaltilmasi ve ortadan kaldirilmasi islevleri ile ilgilidir (153).

3.5.1. Nargigeginin Antioksidan Aktivitesi ve Radikal Siipiiriicii Etkisi

Punica granatum L. gigeklerinden izole edilen polisakkaritlerin radikal
stipiiriicii  etkilerine 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve 2,2’-azinobis (3-etil
benzotiyazolin-6-sulfonik asit) (ABTS)’ i inhibe etme o6zellikleri kullanilarak
bakilmigtir. Punica granatum L. gigekleri 4 pg/ml konsantrasyonda DPPH radikalini

%69, ABTS radikalini ise %88 inhibe ettigi bulunmusgtur (154).

Punica granatum L. meyve suyu, ariller, kabuk (mezokarp ve endokarp) ile
onlarin sulu, etil asetath ekstrelerinin antioksidan ozelliklerine DPPH, lipooksijenaz
ve luminol-ksantin oksidaz sistemleriyle bakilmistir. Ariller, meyve suyu, mezokarp
ve endokarpi sulu ve etil asetath ekstrelere gore daha yiiksek aktivite gostermistir.

Antioksidan kapasiteleri kabuk > meyve suyu > ariller seklindedir. Punica granatum
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L. cigeginin giiglii antioksidan aktivitesi oldugu igin gida destegi olarak beslenmede

kullanilabilecegi saptanmistir (155).

Diger bir yapilan in vitro aktivite ¢alismasinda, Punica granatum L.
cigeklerinin etanolik ekstresi kullanilmistir. Cigegin yiiksek miktarda polifenol
icerdigi ve giiglii antioksidan aktivitesinin bunlardan kaynaklandigi bulunmustur.
DPPH sistemde %81,6 aktivite gostermistir. ROS ve nitrojen tiirevleriyle yapilan
invivo hayvan deneylerinde reaktif oksijenden ileri gelen doku hasarini iylestirdigi

gozlemlenmigtir (156).

Punica granatum L. gigeklerindeki polifenollerin insanlarda ve aterosklerotik
farelerde yapilan invitro ve invivo galigmalarda makrofajlarda LDL oksidasyonunu
'engelledigi bulunmustur. Farelerde aterosklerotik lezyonlarin gelismesini inhibe ettigi

bunu da LDL oksidasyonunu engelleyerek yaptig: diisiiniilmektedir (157).

Kurutulmus Punica granatum L. meyve kabuklan etil asetat, aseton, metanol
ve su ile soxhlet apereyinde ayr1 ayri 4 er saat ekstre edilmistir. Antioksidan
aktiviteleri fosfomolibden kompleksindeki degisimle 6lgiilmiistiir. Biitiin ekstrelerde
antioksidan aktivite saptanmigtir ancak en az su ekstresinde gdzlenmistir. Aktivite

siras1 metanol > etil asetat > aseton> sudur (158).

CCl, verilmis siganlarda Punica granatum L. gigeginin metanol ekstresi ile
invivo bir ¢alismada katalaz, peroksidaz ve SOD enzimleri verilerek lipit

peroksidasyonu ¢alhisilmistir. Punica granatum L. g¢igegi ekstraktinin giiglii
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antioksidan oldugu gézlenmistir. Ayrica CCl,’ iin karaciger hasar etkisine karsi

Punica granatum L. meyve kabugu da koruyucu etki gostermistir (159).

Punica granatum L. meyve kabugundan gallokatesinler ve prodelfinidinler
yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile saflastinlmistir. Antioksidan
aktiviteleri igin fosfatidilkolin lipozomlarinin askorbat-demir indiiklii peroksidasyonu
ve TEAC yontemiyle Trolox’a egdeger aktivite degerleri olgiilmiistiir. Sulu fazda
bulunan prodelfinidin tiirevleri gallokatesin monomerlerinden daha aktif ¢ikmustir.
Lipid peroksidasyonu inhibisyonunda, lipit fazinda ise yalmzca tek monomer olan

[gallokatesin-(4-8)-katesin] daha efektif bulunmustur (160).

Bagka bir g¢aligmada fare beyninde H,O, indiikli LDL oksidasyonu
¢ahisilmigtir. Hidroksil (OH), siiperoksit (O,) radikalleri ve NO kullanilmgtir.
Punica granatum L. Ekstresi hidroksil ve siiperoksit iyonuna kars: radikal sﬁpﬁrﬁcﬁ
etki gdstermistir. Antosiyanidinler buna ek olarak hidrojen peroksit iyonuna karsi da
bu etkiyi gostermistir. Bu sonuglardan antosiyanidinlerin Punica granatum L.

ekstraktlarinda antioksidan aktiviteye katkida bulunduklari anlagilmigtir (161).

Punica granatum L. gigegi ekstresinin seker hastalikli obez farelerde yapilan
deneylerde peroksizom arttirici reseptorii uyararak kardiyak lipit alimmim inhibe
ettigi ve sirkiilasyonunu azalttigi boylece yiikselen kardiyak yag asitlerini diistirdiigii
bulunmustur (162). Punica granatum L. ¢icegi metanol ekstresinin (500 mg/kg
giinliik) 6 hafta oral uygulanmasiyla insiilin reseptoriiniin duyarhligin1 arttirarak

plazma glukoz seviyesini diisiirdiigii gézlenmistir (163). Diger bir ¢alismada normal
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ve alloksanla indiiklenen diabetli farelerde NC’nin sulu-etanollii ekstrelerinin (% 50),

6nemli dl¢iide kan glukozunu diistirdiigii gozlenmistir (164).
3.6. Amag

Bu ¢aligmada hHcy’nin sebep oldugu oksidatif stres tizerindeki NC’nin rolii
ve antioksidan aktivitesi ile bu stresle basa g¢ikabilmedeki etkisinin arastirilmasi,
NC’nin, antioksidan etki gosterecegi dozda hHcy olusturulmus ratlara verilmesi ve
hHcy’nin beyinde olusturdugu oksidatif hasar1 onlemesi ve anti hHcy’k etkisinin

oldugunun arastirilmasi amaglanmstir.

Oksidan-antioksidan sistemin ne yonde etkilendiginin degerlendirilmesi
amaciyla calismamizda hHcy olusturulan ve hHcy ile birlikte NC uygulanan ratlarda
_plazma ve beyin dokusunda lipid peroksidasyonun gostergesi olarak MDA, hiicresel
antioksidan 6zellikli GSH ve GSH-Px aktivite diizeyleri 6lgiilecektir. Buﬁunla birlikte
hHcy’nin beyinde olusturdugu oksidatif hasarin gostergesi olan, noronal ve glial
markirlar (NSE, S100 ve GFAP)’in sodyum dodesil siilfat poli akrilamid jel
elektroforez (SDS-PAGE) yontemiyle tespit edilerek NC uygulamasinin bu etkiyi ne

yonde ve diizeyde degistirdiginin belirlenmesi hedeflenmistir.
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. GEREC
4.1.1. Deney Hayvanlan

Deneylerde kullanilan Wistar cinsi ratlar, Firat Universitesi Deneysel
Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Ratlar, havalandirma sistemi bulunan bir
ortamda 6zel olarak hazirlanmis ve her giin altlar temizlenen kafeslerde beslendi.
Yemler, 6zel gelik kaplarda su ise paslanmaz gelik bilyeli biberonlarda normal ¢esme
suyu olarak verildi. Deney hayvanlari Elazig Yem Fabrikasi’'nda 6zel olarak
hazirlanan pelletler halindeki rat yemleriyle beslendi. Ratlara verilen yemin

bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 6'da gosterilmistir.

Tablo 6. Deney Hayvanlarina Verilen Yemin Bilesimi

Yem Bilesimi %

Su (en ¢ok) 12

Ham protein (en az) 24

Ham seliiloz (en ¢ok) 7

Ham kiil (en ¢ok) 8

HCI’de ¢oziinmeyen kiil (en ¢ok) 2

NaCl (en ¢ok) 1

Metabolik enerji 2650 kcal/kg
Mineral karmasi* 1.2
Vitamin karmasi** 1.25

* Mineral Karmasi: Kalsiyum (%]1.0-2.8), Fosfor (%0.9), Sodyum (%0.5-0.7) Mangan (10 mg/kg)
Cinko (4 mg/kg).

** Vitamin Karmas:: Vit. A (300 1U/kg), Vit. D, (1000 IU/kg), Vit.E (60 mg/kg) Vit. B, (4 mg/kg).
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4.1.2. Deneysel Uygulamalar

Deney hayvanlarinin se¢imi ve yapilan uygulamalar sirasinda Firat
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (13.08.2009 / Karar No: 52) onayi
alinarak, ¢alisma standart deneysel hayvan ¢aligmalar etik kurallarina uygun olarak

yapild.

Deney siiresi 6 hafta olarak belirlendi. Deney hayvanlarinin bulunduklari
ortamin sicakh@ 22-23 °C arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat 151k ve 12 saat

karanlikta takip edildi.

Deneysel ¢alismada ortalama agirhklar: 220 gr (220 £20 gr) olan toplam 21
adet Wistar cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar agirliklar birbirlerine en yakin olanlar
ayn ayri segilerek her kafeste 3 ya da 4 rat olacak sekilde yerlestirildi. Toplam 3 grup
olusturuldu. Mevcut laboratuvar sartlarimizda, ¢alismanin baslangicinda her hafta

diizenli bir sekilde agirhk degisiklikleri kaydedildi. Bu gruplar;

Grup 1 (Kontrol Grubu; n=7): Bu grup, 6 haftalik uygulama boyunca her giin

sadece rat yemi ve su ile beslendi.

Grup 2 (hHcy Grubu; n=7): Bu gruba, 6 hafta boyunca i¢gme sularina 1,5
g/kg/giin dozda L-metiyonin (Merck, Germany) katilarak kronik hHcy olusturuldu
(165). Calismada oral uygulanan metiyonin dozunun Hcy diizeyini, kontrole gore
yaklagik 3-6 kat artirdigi yayinlanan galismalarla gosterilmistir (47,166). Bu kronik

hHcy olusturmak igin yeterli bir dozdur. Metiyonindeki siilfiir grubunun 6zelliginden

34



dolay, ratlar ilk giin kontrole oranla daha az su tiikettiler. Fakat sonraki giinler

kontrol grubuyla es miktarda su igtiler.

Grup 3 (hHcy+NG Grubu; n=7): Bu gruba, 6 haftalik deney siiresince igme
suyu ile 1,5 g/kg/giin dozda L-metiyonin’e ilaveten, 500 mg/kg/giin dozda NC olacak
sekilde daha 6nceden yemlerine karigtirilarak pelet haline getirilen yemler her giin

diizenli olarak verildi.
4.1.3. Nargiceginin Normal Yemle Karisiminin Hazirlanmasi

Icerigi Tablo 6’da verilen normal rat yemi ile ticari olarak digaridan satin
alinan kurutulmus nargigekleri bir havanda iyice dviilerek ince toz haline getirildi.
NC’nin dozu galismamizin amacina uygun bir sekilde 500 mg/kg/giin olacak sekilde
toz halindeki normal rat yemi ile uygun oranda karistirilarak homojen hale getirildi.
Bu karisim deney hayvanlarinin maksimum derecede tiiketebilmeleri igin gesme suyu
ile sulandirilarak uygun boyutlarda pellet haline getirildi. Hazirlanan pellet yemler
karanhk, kuru ve serin ortamda kurutularak deney hayvanlarina verilmek iizere hazir

hale getirildi.
4.1.4. Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi
4.1.4.1. Kan Orneklerinden Serum ve Plazma Hazirlanmasi

Alt1 hafta sonunda deneysel uygulamalar sonrasinda dekapite edilen ratlarin
kanlar yapilacak analizler i¢in uygun olacak sekilde heparinli, etilen diamin tetra

asetik asit (EDTA)’li ve diiz biyokimya tiiplerine alindi. Alinan kanlar 3000 rpm’de
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10 dakika santrifiij edilerek (Heraeus Biofuge Stratos; Kendo Laboratory Products,
Osterode-Germany) serumlarina ayrildi. Caligmada birgok parametreye bakilacagi
i¢in, elde edilen serum ornekleri kiigiik porsiyonlar halinde polipropilen tiiplere

konuldu. Biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -20 °C’ de saklandi.
4.1.4.2. Beyin Dokusu Orneklerinden Homojenat Hazirlanmasi

Dekapite edilen ratlarin kanlarinin alinmasi sonrasinda total beyinleri itinayla
¢ikarildiktan sonra, beyinin hipokampus, korteks ve serebellum bolgesi ayrilarak kuru
buzda hemen donduruldu. Ornekler, darasi alinmis olan polipropilen tiiplere aktarild.
Agirhiklar hassas terazide tartilarak belirlendi ve analizler yapilincaya kadar tiim
ornekler -70 °C' de saklandi. Doku kisim orneklerinin hazirlanmasinda, Baydas ve

arkadaslar1 tarafindan uygulanan homojenizasyon yéntemi kullanildi (167).

Bu yontemle onceden ayrilmis taze veya dondurulmus dokular 1:10 (w/v)
oraninda homojenizasyon soliisyonunda (10mM Tris- HCI (pH=7.4), 0.1 mM NacCl,
0.1 mM fenil metil siilfonil florid (PMSF), 5pM soybean [Sigma Chemical Co.,
Deisenhofen, Germany) (bir tripsin inhibit6rii olarak] cam bir homojenizator
yardimiyla soguk ortamda homojenize edildi. Homojenatlar sogutmal
ultrasantrifiijde +4°C'de 60 dakika siireyle 60.000 xg' de santrifiij edildi. Ilk
siipernatantlar polipropilen tiiplere alinarak LPO, GSH ve GSH-Px analizleri
yapilincaya kadar -70°C' de saklandi. Pelletler esit hacimde ilave edilen
homojenizasyon solusyonunda [25 mM Tris-HCI (pH= 7,4), 0.1 mM PMSF, (soluble

powder; Sigma, St. Louis, MO, USA) % 2'lik Triton X-100 ve % 1'lik SDS)] yeniden

36



siispanse edildi. +4°C' de 2 saat inkiibasyona birakildi ve homojenatlar sogutmali
santrifiijde +4°C' de 60 dakika siireyle 60.000 xg'de santrifiij edildi. Elde edilen 2.

siipernatantlar polipropilen tiiplere alinarak SDS-PAGE ve westernblot (WB)

analizleri i¢in -70°C' de saklandi.
4.1.4.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik saflikta olup,
Merck (Germany), Sigma-Aldrich (ABD) ve MP Biomedicals (Germany)

firmalarindan temin edilmistir.
4.2. YONTEMLER
4.2.1. Plazma Homosistein Diizeylerinin Ol¢giimii -

Hcy diizeyleri EDTA’li plazmada HPLC yontemi ile Clin Rep marka ticari
kitler (Recipe Chemicals Instruments GmbH, Germany) kullanilarak o&lgiildii.
HPLC’de Agilent 1100 Shimadzu RF-10AXL fluoresans dedektor (Shimadzu Co.,
Japan) kullanild1 ve eksitasyon 385 nm’de, emissiyon 515 nm’de uygulandi. Kolon
sicaklign 30 °C olarak ayarland1 ve ticari kitin 6zel C8 kolonu kullanildi. Bu

calismada akig hizi 1 ml/dk, injeksiyon hacmi 20 pl ve g¢alisma siiresi 10 dakika

alinarak ol¢tim yapildi.
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4.2.2. Plazma Malondialdehid (MDA) Diizeylerinin Ol¢iimii

LPO’un son liriinii olan MDA tayini, Satoh (168) ve Yagi (169)’den modifiye
edilen bir yontemle spektrofotometrik olarak, Techcomp 8500 II uv-vis (Techcomp

Ltd., China) spektrofotometresi kullanilarak yapildi.

Plazmada bulunan ve lipid peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan MDA,
aerobik sartlarda pH’nin 3.4 oldugu bir ortamda tiyobarbiitirik asit (TBA) ile 95°C’de
inkiibasyonu sonucu pembe renkli bir kompleks olusturur. Olugsan bu rengin 532

nm’de spektrofotometrik dl¢iimii ile MDA miktari saptanir.
Ayiraglar:
1. N/12’1ik H,SO4
2. %10’luk fosfotungustik asit (PTA)
3. TBA ayiraci (Esit hacim %0.67 TBA ile glasiyel asetik asit karigtirilir)
4. n-Biitanol

5. Standart

Stok standarttan, 10 pl alinip 100 ml’ye tamamlanarak, konsantrasyonu 40
mmol/L olan giinliik stok standart hazirlandi. Bu stok standarttan belli oranlarda
diliisyonlar yapilarak 2, 4, 8, 10, 20 nanomol (nmol) /ml konsantrasyonlarda ¢aligma
standartlar1 tiipleri hazirlandi. Tiipler iyice kanstirildi. Uzerlerine cam bilye

konularak 95 °C’de 60 dakika kaynar su banyosunda kaynatildiktan sonra sogutuldu
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ve her tiipe 3 ml. n-Biitanol ilave edildi. Daha sonra vortekslenen tiipler 3000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Biitiin standartlarin n-Biitanol faz1 532 nm’de kore kars1
okundu ve bu standartlardan egri ¢izimi yapildi. Daha sonra ¢ahsilan tim drnekler
icin bu egri kullanilarak MDA diizeyleri belirlendi. Olgiilen plazma MDA diizeyleri

nmol/ml olarak ifade edildi.

Hazirlanan ornek tiiplerine sirasiyla 0.3 ml Plazma, 4 ml N/12 H,SO4 ve 0.5
ml % 10’luk PTA konularak tiipler iyice karigtinldi, oda sicakhiginda 5 dakika
bekletildikten sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastinildi, altta kalan presipitat alindi, lizerine 3 ml distile su konularak
vortekslendi ve iyice homojenize edildi. Daha sonra tekrar 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve yine presipitat alind1. Her bir érnek tiipiine 4 ml distile su ve 1 ml
TBA ayirac, standart tiiplerine 3 ml distile su 1 ml TBA ayiraci ve 1’er ml standart
eklenerek tiipler vortekslendi ve iizerlerine cam bilye konularak 95 °C’de 60 dakika
kaynar su banyosunda inkiibasyona birakildi. Soguk su altinda sogutulan tiiplere 3 ml
n-Biitanol eklenerek vortekslendi. Tiipler tekrar 3000 rpm’de 10 dakika santrifijj
edildikten sonra iistteki organik faz alinarak spektrofotometrede (Techcomp 8500 II

uv-vis (Techcomp Ltd., Cin)) 532 nm’de kére karsi absorbanslari okundu.

532 nm’de okunan 6rnek absorbanslar1 (OD), standart degerleri kullanilarak

asagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi:

MDA (nmol/ml) = Ornek O.D x Std. Konsantrasyonu
Std. 0.D
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4.2.3. Plazma GSH ve GSH-px Diizeylerinin Olgiimii

Plazma GSH ve GSH-px aktivitesi diizeyi Koster ve arkadaglarinin belirledigi

spektrofotometrik metoduna gore tayin edildi.

Plazmadaki GSH ve GSH-px Cumenehidroperoksit ile oksidasyona ugratilir.
Renk ajam olarak 5,5-dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTBN) soliisyonu ile
kangtinlmasi sonucu hem kér hem de oOrneklerde meydana gelen san renk

kompleksinin spektrofotometrede 412 nm’de okunmasi esasina dayanir.
Ayiraglar:
2 mM DTNB (5,5-dithiobis 2-nitrobenzoik asit)
0,1 M pH 7.4 Potasyum Fosfat Tamponu
% 1 Sodyum Sitrat

100 pl numune (plazma) iizerine 1.5 ml fosfat tamponu eklendi. Her bir drnek
tizerine 400 pl DTNB (% 1 sodyum sitrat iginde) ilave edildikten sonra 5 dakika 37
°C’de inkiibe edildi. Numunelerin absorbanslar1 412 nm dalga boyunda reaktif kériine
kargi spektrofotometrede (Techcomp 8500 II uv-vis (Techcomp Ltd., China))

okutularak sonuglar hesaplandi.

Sonuglar, £n=13600 M"'.cm™ formiilii kullanilarak hesaplandi ve pumol/L

olarak ifade edildi.
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4.2.4. Doku Glutatyon (GSH) Diizeylerinin Olgiimii

Orneklerdeki GSH seviyeleri, GSH-400 (Oxis International, Inc., Portland,

USA) ticari kiti kullanilarak tespit edildi.
Ayiraglar
Ayirag I (R1); 0.2 N HCI de hazirlanmis 1.2 x 102 M kromojenik soliisyonu

Ayirag IT (R2); % 30 NaOH Tampon soliisyonu (S3); 0.2 mM dietilen triamin

penta asetik asit ve % 25 (w/v) lubrol igeren 20 mM potasyum fosfat (pH: 7.8)

soliisyonu

Kor, standart ve drnekler igin polipropilen mikrosantrifiij tiipleri hazirlandi.
Standartlar i¢in hazirlanmig tiiplere degisik konsantrasyonlarda hazirlanmig standart

soliisyonlarindan 100 pul alind1 ve 900 pl tampon soliisyonu ilave edildi.

Kor igin hazirlanmig tiipe 100 pl kor soliisyonu alindi ve 900 pl tampon
soliisyonu ilave edildi. Ornekler igin hazirlanms tiiplerin her birine 100 ul Srnek
alind1 ve 900 pl tampon soliisyonu ilave edildi. Kor, standart ve 6rnek tiiplerinin her
birine 50 pl R1 ayiracindan eklendi ve vorteksle iyice karistirildi. Kor, standart ve
ornek tiiplerinin her birine 50 pl R2 ayiracindan ilave edilerek karanlik ortamda
25°C'de 10 dakika inkiibasyona birakildi. Omekler kiivetlere aktarildi ve
absorbanslar1 400 nm'de spektrofotometrede okundu. Orneklerin okunan absorbans
degerleri kitte verilen formiil kullanilarak ve diliisyon oranlari goz Oniinde

bulundurularak hesaplandi.
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4.2.5. Doku Glutatyon Peroksidaz (GSH-px) Aktivite Olgiimii

GSH-px, rediikte GSH’u kullanarak H,0,’in suya doniistimiinii katalizleyen

bir enzimdir. GSH-px aktivitesi, Paglia de Valentine (170) metodu ile dlgiildii.

GSH-px, H,0, varhginda GSH’un GSSG’na doniismesini katalize eder.

H,0,’in bulundugu ortamda GSH-px’in olusturdugu GSSG, GR ve NADPH

yardimiyla tekrar GSH’a doniistiiriiliir. GSH-px, aktivitesi deney ortamindaki

NADPH’in okside formuna gevrilmesi ile optik dansite (OD)’de meydana gelen

absorbans farkinin 340 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi ile hesaplanir.

Ayiraglar:

s

EDTA’li Fosfat Tamponu (50 mM, pH: 7,5)

(600 ml, 50 mM Na,HPOj, ile 400 ml 50 mM KH,PO4 kanistirilir; 2.08

g Na,EDTA eklenir.

GSH (150 mM)

NADPH (10 mM)

GSH Rediiktaz (1 U/10puL)
NaNj3 (1M Sodyum azid)

H,0, ¢bzeltisi (2 mM)

Hazirlanan her bir tiipe sirasiyla 2,65 ml EDTA’li Fosfat tamponu, 0,10 ml

GSH, 0,10 ml NADPH, 0,01 ml GSH Rediiktaz, 0,01 ml NaN3 ve 0,02 ml 6rnek
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(Homojenat) eklenerek tiipler iyice karistirildi ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edildi. Siirenin sonunda her tiipe 0.1 ml H,O, ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon
baglatildi. Dalga boyu 340 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede numunelerin
absorbans azalmalar1 5 dakika boyunca 15 saniyede bir kaydedildi. 1k absorbans
degerinden son absorbans degeri ¢ikartilarak 5 dakikalik net degisim alind1 ve bu

deger 5’e boliinerek dakikadaki absorbans degisimi bulundu.

U/L (mikromol/min/L) = A A/t x Vt x 10°
E x Vs x1

E : NADP’nin ekstinksiyon sabiti (6.22 x 10%)
Vit : Total reaksiyon hacmi (ml)

Vs : Total hacim igindeki numune hacmi (ml)

1 : Kiivet ¢ap1 (1 cm)

A A/t : Dakikadaki absorbans degisimi

10°  : Molii mikromole gevirim faktorii

UL = AA/&x3x10° = AA/5dkx3x10°
6.22x10°x0.02x1 124.44

4.2.6. Doku MDA Diizeylerinin Olgiimii

Doku MDA diizeylerinin tayini Ohkawa ve ark. (171)’dan modifiye edilen bir

yontemle spektrofotometrik olarak yapildi.

Doku MDA tayini, aerobik sartlar altinda ve pH:3,5’te, doku homojenatinin

kaynar su banyosunda 1 saat inkiibasyonu sonucu, lipid peroksidasyonunun sekonder
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iirinti olan MDA’nin TBA ile olusturdugu pembe renkli kompleksin 532 nm’de

spektrofotometrik olarak 6l¢iimii esasina dayanir.
Ayiraglar
1. %8.1’lik SDS
2. % 20’lik Glasiyel Asetik Asit
3. %08 TBA
4. n-Biitanol / Piridin (15/1, v/v)
5. Standart

Stok standarttan, giinliik standart dilile edilerek degisik derisimler hazirlanir
ve standart calismasi yapilarak egri cizilir. Bu egriden faydalanilarak sonuglar

hesaplanir.

Hazirlanan 6rnek tiiplerine 0,2 ml homojenat, 0,2 ml SDS, 1,5 ml Asetik asit,
1,5 ml TBA ayiraci ve 0,6 ml saf su, standart tiiplerinin her birine 0.2 ml standart (4.4
nmol/ml), 0.2 ml SDS, 1.5 ml Asetik asit, 1.5 ml TBA ayiraci ve 0.6 ml saf su ilave
edilerek iyice kanstirildi. 95°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra soguk su altinda
sogutulan standart ve 6rnek tiiplerine 1 ml saf su ve 5 ml n-Biitanol/Piridin ilave
edilerek iyice kanstirildi. Daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten
sonra iistteki organik faz alinarak 532 nm’de kore karsi standart ve Ornek

absorbanslarn 6lgiildii.
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532 nm’de okunan OD, standart degerleri kullanilarak agsagidaki formiil

yardimiyla degerlendirildi

MDA (nmol/gr yas doku) = Ornek O.D x Std. Konsantrasyonu
Std. O.D

4.2.7. Doku Proteinleri Analizi ve SDS-PAGE Elektroforez Yontemi

Doku proteinleri, SDS-PAGE teknigi ile aynistinldi (172). Aynstirilan
proteinler nitroseliiloz membran kédgida (Schleich ve Schuell inc. USA) transfer
edildi. Non-spesifik olan baglanmalar %1 bovine serum albiimin ile inkiibasyon
yoluyla bloklandi. Primer antikor (rabbit anti-rat) %0.05 Tween-20 igeren tamponda
seyreltildi. Blotlar diaminobenzidin \}e goat anti-rabbit immunoglobulin peroksidaz
konjugati kullanilarak goriiniir hale getirildi. Elde edilen NSE, S100, ve GFAP
protein bantlarinin rolatif yogunluklari Image Analyses System (Image J; National

Institute of Health, Bethesda, USA) yazilim programi kullanilarak analiz edildi.

SDS-PAGE jel sisteminde akrilamid monomerlerinden yararlanilir. Amonyum
persiilfat gibi bir serbest radikal ile tetrametilendiamin (TEMED) gibi stabilizatorii
saglayici ortamda akrilamid monomerleri uzun zincirler olusturacak sekilde
polimerlesmekte ve daha sonra olusan bu uzun zincirler arasinda yanal baglantilar
olusarak jel meydana gelmektedir. SDS-PAGE analizinde jelin yapisinda yer alan
sodyum dodesilsiilfat (SDS) deterjanin bulunmasi ile proteinler kendilerini olusturan
monomer alt birimlerine ayrilmaktadir. Boylece protein agregasyonu dnlenmektedir.

SDS molekiillerine baglanan denatiire polipeptidler negatif yiik kazanirlar. SDS
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baglantil polipeptid kompleksleri, molekiil agirliklarina bagh olarak jel igerisinde
hareket ederler. Hareket eden molekiillerin agirliklari, ayni jel iizerinde bulunan bir
standartla karsilastinilarak tespit edilir. Mutasyon gegirmis veya gesitli olumsuz gevre
faktorleri sonucunda canli organizmanin bir kisim proteinlerinden normale gore parga
kopmasi veya parca ilavesi ya da baz proteinlerin yeterince sentezlenmemesi gibi
ozellikler bu jel sisteminde tespit edilmeye ¢alisilir. Protein molekiillerinin hareketi
gii¢ kaynagindan gelen elektrik akimina gore negatif (-) kutuptan pozitif (+) kutuba
dogru olur. incelenecek protein molekiilleri sayet 40 kDa araligina tekabiil ediyorsa
akrilamidin konsantrasyonu %15, 40 kDa'dan yukari ise akrilamidin konsantrasyonu
%10 veya daha agag disiiriilir. Diger bir ifade ile molekiiliin agirhg: arttikga
akrilamidin konsantrasyonu diigiiriilir. Akrilamid konsantrasyonunun artisi jel

icerisindeki ara bosluklarin daha sik olmasina sebep olmaktadir. Dolayisiyla protein

molekiillerinin hareket hiz1 da azalmaktadir (173).
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SDS-PAGE i¢in kullanilan ¢ozeltiler
Jellerin hazirlanmasi

SDS-PAGE de kullanilan Separating (ayirma) jeli (%12) ve Stacking

(yiikleme) jeli (%4) olarak ayr1 ayr1 hazirlandi.

Separating (ayirma) jelinin hazirlanmasi (%12)

Soliisyon Cesidi Miktar Son konsantrasyon
Distile su 3,35 ml -

1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5ml -

% 10 SDS 100 pl -

Akrilamid /Bis (%30) 4.0 ml -

Amonyum persiilfat (%10) 50 pl -

TEMED Sul -

Toplam 10.0 ml.

Stacking (yiikleme) jelin hazirlanmasi (%4)

Soliisyon Cesidi Miktar Son konsantrasyon
Distile su 6.1 ml -
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5 ml -
SDS (%10) 100 pl -
Akrilamid-Bis (%30) 1.3 ml -
Amonyum persiilfat (%10) 50 pl -
TEMED 10 pl -
Toplam 10.0 ml -
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“Ornek solusyonlarin (Sample Buffer) hazirlanmasi

Soliisyon Cesidi Miktar Son konsantrasyon
1 M Tris-HCI (pH 6.8) 1.25 ml 0.125 M

% 10 SDS 1.6 ml %4

%0.05 bromofenol blue 0.2 ml %0.002

Gliserol 0.8 ml % 20
2-B-merkaptoethanol 0.4 ml %10

Distile su 3.75 ml -

Toplam 8.0 ml -

Tank Soliisyonu

Soliisyon Cesidi Miktar Son konsantrasyon
Tris base 9.0 gr -
Glisin 43.0 gr. -
Distile su 600 ml -

Boyama ¢ozeltisi (Stain solusyon/100 ml):

Soliisyon Cesidi Miktar Son konsantrasyon

%0.1 Coomassie blue R-250 -
%45 Metanol - .
%10 Glasiyal asetik asit - -
%45 Distile su - -

Boya ¢ikarma gozeltisi (Destain solusyon/100ml)

Soliisyon Cesidi Miktar Son konsantrasyon

%45 Metanol ~ S
%10 Glasiyal asetik asit - -
%45 Distile su - -
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4.2.7.1. Elektroforezin Yapihsi

Serbest ve serbest olmayan protein drnekleri Laemmli tarafindan belirtildigi
sekilde hazirlanan SDS-PAGE ile incelendi (173). Jel olusturmak igin uygun bir
pozisyonda tutturulan iki cam arasmna yerlestirilmek iizere 10 ml’ lik seperating jel
soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan bu jel soliisyonu iyice karistinldi ve uygun bir
otomatik pipet yardimiyla belirli kisimlardan sikistirilarak kaset haline getirilen iki
cam levha arasina aktarildi. iki cam levha arasina jel ilave edilirken iist kisimda tarak
dislerinin yiiksekligi kadar (=lcm) bir bosluk birakildi. Hazirlanan kaset seklindeki
bu iki cam levha arasindaki jel yaklagik olarak 30 dakika oda sicakhginda
bekletilerek aralarindaki akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi saglandi. Daha
sonra iki cam levhanin iist kismina 6rnek sayisina uygun sayida dise sahip tarak
yerlestirildi. Tarak dislerinin ara dolgu maddesi olarak ifade edilen stacking jel 10 ml
kadar hazirlandi. Hazirlanan bu jel soliisyonu iyice karistirildi ve uygun bir otomatik
pipet yardimiyla jel kasetine yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki bosluklar
dolduruldu. Bu dolgu iki camin en iist seviyesine kadar tamamlandi. Stacking jel ¢ok
cabuk polimerize oldugundan islemlerin kisa siirede yapilmasina dikkat edildi. 25-30
dakika oda sicakliginda bekletilerek polimerlesme saglandi. Tarak, polimerlesmesi
tamamlanan jelden gikarildi. Bu islem sirasinda jel de meydana gelen ve 6rneklerin
birakilacagi yuvalarin bozulmamasina dikkat edildi. Cam levhalardan olusan kaset
elektroforez tankina yerlestirildi. Protein ¢oziicii soliisyonu; 0,125 M Tris (pH 6.8),
%2’lik SDS, %0.002 oraninda Bromofenol mavisi, %20’lik gliserol, %10’luk 2-8-

merkaptoethanol seklinde hazirlandi. Yaklagik olarak 150 pl olarak alinan her bir
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protein Srnegine esit oranda g¢oziicii soliisyondan ilave edildi ve iyice karstirildi.
Tarak diginin genisligine bagh olarak, hazirladigimiz karigimdan 10-20 pl kadar

transfer edildi.

Hazirlanan jel iizerindeki 9 kuyu su sekilde sematize edildi:

Ilk 3 kuyu —  kontrol grubu,
Sonraki 3 kuyu = hHcy grubu,
Son 3 kuyu o hHcy+NC grubu.

Her grup protein i¢in 4 kez elektroforez yapilarak sonuglar teyit edildi.
Ornekler transfer edildikten sonra tank igerisine yeterli miktarda tank soliisyonu ilave
edildi. Gii¢ kaynagindan 6nce diisiik bir voltajla (150 V) akim elektroforeze verildi.
5-10 dakika sonra voltaj degeri yiikseltildi (180-200 V). Ciplak gozle izlenilebilen
mavi boya bandi jelin alt kismina gelince elektroforez cihaz1 kapatildi. Ornekler cam
kasetin altina gectikten sonra GFAP ve diger proteinler igin 25 dakika bekletildi.
Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam birbirinden
ayrilarak aradaki jel ¢ikarildi. Protein bantlarinin goriiniir hale gelebilmesi igin bu jel
% 1.25’lik Coomassie blue boya ortamina alindi. Burada en az yarim saat en ¢ok bir
gece boyunca oda sicakliginda bekletildi. Boya soliisyonundan alinan jel boyayi
giderici soliisyon (destain soliisyon) ortamina alindi. Ara sira galkalanarak protein
bantlarinin digindaki boya maddesi uzaklastirildi. Boya giderici soliisyonda 5’er
dakika bekletildi ve soliisyon dokiildii. Jel tekrar boya giderici ortama alind1 ve bu

islem 2-3 kez tekrarlandi. Boylece jel izerinde bulunan protein bantlarinin digindaki
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boya giderilmis oldu. Jel iizerinde goriiniir hale gelen protein bantlarinin fotograflar

bir kamera yardimiyla ¢ekildi.
4.2.7.2. Westernblot

WB; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde go¢ ettirilen proteinlerin,
nitroseliiloz membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immiinolojik metotlarla
gosterilmesidir. Blotlama yapilmadan &nce ¢alisilan Orneklerdeki proteinler
elektriksel ortamda poliakrilamid jel tizerinde gog¢ ettirilmektedir. Proteinlerin

elektroforezleri SDS-PAGE’de gerceklestirilmektedir (174).

WB teknigi, elektroforez iglemini takip eden 4 asamada gergeklestirilir.
Bunlar; jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarimi (blotlama), spesifik
olmayan reaksiyonlan engellemek igin nitroseliiloz membranda protein baglanmamis
bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama), 6zgiil antikorlarla tepkime ve

en son asamada ise proteinlerin goriintiilenmesidir (174,175).

Nitroseliiloz membrana transfer sirasinda jel ile nitroselilloz membran karsi
karsiya getirilmekte ve bunlar filtre kagitlan arasina yerlestirilmektedir. Jelin
biiyiikliigii ile orantih olarak belirli bir siire elektrik akimi uygulanip proteinlerin
transferi saglanmaktadir. Nitroseliloz membranin 6zgiil olmayan proteinlerle

bloklanmasinda albumin tercih edilmektedir (175).

Spesifik antikorlar olarak monoklonal ya da poliklonal antikorlar
kullanilabilir. Monoklonal antikorlarin kullanimi, yalmzca tek bir epitopa 6zgiil

olmalar1 ve ¢ok gii¢lii immiinokimyasal kopriiler olusturmalarindan dolay: avantaj
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saglamaktadir. Bu nedenle, monoklonal antikorlar antijene spesifik bir baglanma
gosterir. Ancak, ¢aligilan proteinler arasinda benzer epitop bolgeleri bulunmakta ise
capraz reaksiyonlar sonucunda yalanci pozitiflikler ortaya ¢ikabilmektedir. Poliklonal
antikorlarin kullanilmasi durumunda ayni1 nedenden dolay: sekillenen yalanci

pozitiflik ihtimalinin daha fazla oldugu bilinmektedir. (176).

WB’ta monoklonal antikorlarin kullaniminin en 6nemli dezavantaji, SDS-
PAGE ve blotlama esnasinda polipeptid yapilardaki epitoplarin ortadan
kaldiriimasidir. Belirlenmeye ¢alisilan epitopun ortadan kaldirilmasi durumunda ise
monoklonal antikor epitop baglanmasx sekillenemez. Bu nedenden dolayr monoklonal

antikor kullanildiginda, poliklonal antikorla galigilmasina kiyasla, yalanci negatiflik

ihtimali artmaktadir (175).

Ozgiil antikorlarda raportér madde olarak genellikle radyoaktif izotoplar veya
enzimler kullanilmaktadir. Enzim olarak alkalen fosfataz ve peroksidaz enzimleri
tercih edilmektedir. Bu enzimlerin substratlar1 ve kromojen maddeleri birbirinden
farkhidir. Son yillarda enzimle isaretlemede, testin duyarliligin1 arttirmak amaciyla
peroksidazla isaretli avidin biyotin sisteminin kullanimi yayginlagmigstir. Kullanilan

kromojenlerin en 6nemli 6zelligi ¢éziinmeyen renkli {iriinler olusturmalaridir (174).

4.2.7.3. immunoblot

Beyin dokusu orneklerinin WB analizi, Baydas ve arkadaslar1 tarafindan

uygulanan metoda gore yapildi (167).
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Jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarimi (blotlama): SDS-PAGE
tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel blotlanmak iizere alindi. Nitroseliiloz
membrana transferin gerceklestirilmesi igin poliakrilamid jel ile nitroseliiloz
membran (Schleicher and Schuell, Inc., USA) yiizeyleri arasinda bosluk kalmayacak
bigimde kars1 karsiya getirildi ve bunlar filtre kagitlariyla sanlmig bir sekilde
blotlama diizenegine yerlestirilerek tampon soliisyonuyla doyuruldu. Sogutulmug
tampon soliisyonuyla doldurulmus tanka yerlestirilen diizenek igin 60 dakika boyunca

150 mA elektrik akimi uygulandi. Bu sekilde proteinlerin transferi saglanmig oldu.

Spesifik olmayan reaksiyonlan engellemek igin nitroseliiloz membranda
protein baglanmamig bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama): Blotlama
islemi bittikten sonra petri kutularina alinan nitroseliloz membranlar tampon
soliisyonla (NaH,P04.2H,0 (0.025 M), Na,HPO4.12H,0 (0.075 M), NaCl (1.45 M))
calkalayici iizerinde 3 kez 5 dakika olacak sekilde yikandi. Spesifik olmayan
baglanmalar (NSB), 100 mM NaCl, 20 mM Na,HPO4, 20 mM NaH;PO4 (pH: 7.2)
tamponunda % 1°lik taze siir serum albumini ile 37 °C’de 90 dakikalik inkiibasyonla
bloklandi. Primer antikor olarak poliklonal rabbit anti-rat 6zgiil antikorlar kullanildi.
Primer antikoru % 0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:2000 oraninda
hazirlanarak kullanildi. Nitroseliilloz membranlar 6zgiil antikorlar ile +4 °C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonraki safhada nitroseliiloz membranlar 5 kez
5 dakika tampon solusyonuyla yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra
nitroselilloz membranlar % 0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:1000

oraninda hazirlanan, peroksidazla konjuge edilmis goat-anti-rabbit immiinoglobulin
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ile 37 °C’de 90 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Sonraki asamada nitroseliiloz

membranlar 5 kez 5 dakika tampon soltisyonuyla yikandi.
4.2.7.4. Bantlarin Goriintiillenmesi

Bantlarin goriintiilenmesi i¢in 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda % 0.03-0.05
oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) soliisyonu kullanildi. DAB ile
reaksiyon sonucu nitroseliiloz membranlar {izerindeki bantlar kisa bir siire sonra
goriiniir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB ile
renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra nitroseliloz membranlar iyice

yikandi. Nitroselilloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlann rolatif

yogunluklari analiz edilmek iizere alind1.
4.2.8. Istatistiksel Analizler

[statistiksel degerlendirmeler, SPSS for Windows 16.0 paket programi
kullanilarak yapildi. Gruplar arasinda parametrelerin karsilastirilmasinda One-way
ANOVA (tek yonlii varyans analizi) ve Post hoc Tukey testi kullanildi. Proteinlerin
densitometrik diizeylerindeki farklar Mann Whitney U testi ile degerlendirildi.

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak ifade edildi ve p<0.05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR
5.1. Biyokimyasal Parametreler
5.1.1. Plazma Homosistein Diizeyleri

Hcy diizeyleri, hHcy grubu (18.21£0.95 pmol/L); Kontrol (6.64+2.57 pmol/L)
ve hHcy+NC grubuna (9.28+0.89 umol/L) gore anlamh sekilde yiiksek tespit edildi
(*p<0.01), (*p<0.01). Kontrol ile hHcy+NC grubu karsilastinldiginda aralarinda fark
bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamh degildi. (p>0.05) Gruplara ait plazma

Hcy diizeyleri Sekil 1’de verilmistir.

24

20 4

16 -

12 4

""///?.?
-
-

3
Kontrol hHcy hHcy+NGC

Sekil 1. Gruplara Ait Plazma Hcy Diizeyleri.
*: p<0.01; Kontrol ve NC grubu ile,
#. p<0.01 hHcy grubu ile,

#. p>0.05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda.



5.1.2. Plazma MDA Diizeyleri

Plazma MDA diizeyleri, hHcy grubu (1.32+0.19 nmol/L); Kontrol (0.69 +
0.47nmol/L) ve hHcy+NC grubuna (0.95+0.17 nmol/L) gore anlamh sekilde yiiksek
tespit edildi (*p<0.01). Yine Kontrol ile hHcy+NC grubu karsilastinldiginda da
istatistiksel olarak anlamli fark belirlendi. (*p<0.01) Gruplara ait plazma MDA

diizeyleri Sekil 2’de verilmistir.

.///,

-37‘
. ///

2 3
Kontrol hHcy hHcy+NG

Sekil 2. Gruplara Ait Plazma MDA Diizeyleri.
*: p<0.01 Kontrol ve NC grubu ile,

% p<0.01 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda.



5.1.3. Plazma GSH Diizeyleri

Plazma GSH diizeyleri, hHcy grubu (4.1542.03 pmol/L); Kontrol
(7.89+2.80pmol/L) ve hHcy+NC grubuna (5.85+2.41 pmol/L) gore anlamh gekilde
diisiik tespit edildi (*p<0.01). Yine Kontrol ile hHcy+NC grubu karsilagtirldiginda
da istatistiksel olarak anlamh fark tespit edildi. (*p<0.01) Gruplara ait plazma GSH

diizeyleri Sekil 3’te verilmistir.

12 1

Sl

%

2 3
Kontrol hHcy hHcy+NG

Sekil 3. Gruplara Ait Plazma GSH Diizeyleri.
*: p<0.01 Kontrol ve NC grubu ile,

#. p<0.01 Kontrol grubu ile kargilastirildiginda.
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5.1.4. Plazma GSH-Px Diizeyleri

Plazma GSH-Px diizeyleri, Gruplar arasinda hHcy grubu (6.00+2.44 umol/L);
Kontrol (5.79+2.40pmol/L) ve hHcy+NC (6.37+2.53 pmol/L) anlamh bir fark tespit
edilmedi (p>0.05). hHcy+NC grubu, hHcy ve Kontrol grubuyla karsilastirildiginda
hHcy+NC, Kontrol ve hHcy grubuna gore yiiksek oldugu tespit edilmis olsa da bu
sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Gruplara ait plazma GSH-Px

diizeyleri Sekil 4’te verilmistir.

Plazma GSHpx (pmol/L)

////4_4

3
Kontrol hHcy hHcy+NG

Sekil 4. Gruplara Ait Plazma GSH-Px Diizeyleri.
p>0.05 hHcy grubu Kontrol ve NC grubu ile

p>0.05 Kontrol grubu ile hHcy+NGC grubu ile kargilagtirildiginda.
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5.1.5. Beyin Doku MDA Diizeyleri

Tiim gruplarin hipokampus, korteks ve serebellumlarinda bulunan MDA
degerleri. (**p<0.01, kontrol grubu ile kargilastirildiginda 6nemli; °p<0.05 hHcy
grubu ile karsilastinldiginda 6nemli; ®p<0.01 hHcy grubu ile kargilastinldiginda
onemli; 1: kontrol, 2: hHcy, 3: hHey+NC). Gruplara ait Beyin Doku MDA diizeyleri

Sekil 5’te verilmistir

Doku MDA (nmol/gr yas doku)

12 3 123 12 3

Hipokampus Korteks Serebellum

Sekil 5. Gruplara Ait Beyin Doku MDA Diizeyleri.
** : p<0.01, kontrol grubu ile
?: p<0.05 hHcy grubu ile

®: p<0.01 hHcy grubu ile kargilastinldiginda

59



5.1.6. Beyin Doku GSH Diizeyleri

Beyih dokusu GSH diizeylerinin analizi. GSH’un hipokampus, korteks ve
serebellum bolgelerinde hHey+NC gruplarinda yiikseldigi gézlendi. Ug farkl
bolgenin hHcy+NC grubu kontrol ve hHcy grubu ile karsilastinldiginda dnemli
(*p<0.05) 1:Kontrol, 2:hHcy, 3:hHcy+NC) Gruplara ait Beyin Doku GSH diizeyleri

Sekil 6.’da verilmistir.

700 = a

Doku GSH (nmol/gr yas doku)

1.2 3 123 A= 223
Hipokampus Korteks Serebellum

Sekil 6. Gruplara Ait Beyin Doku GSH Diizeyleri.

?p<0.05 hHcy ve kontrol grubu ile karsilastinldiginda.
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5.1.7. Beyin Doku GSH-Px Diizeyleri

Beyin dokusu GSH-Px diizeylerinin analizi sonucu GSH-Px’in hipokampus,
korteks ve serebellum  bolgelerinde hHcy+NC  gruplarinda yiikseldigi
gozlendi.(*p<0.05 hHcy+NC, Kontrol ve hHey grubu ile kargilagtirildiginda anlamh
bulundu 1:Kontrol, 2:hHey, 3:hHcy+NC) Gruplara ait Beyin Doku GSH-Px diizeyleri

Sekil 7°de verilmistir.

Doku GSH-Px (nmol/gr yas doku)

1= 2 3 -2 3 1 2 3
Hipokampus Korteks Serebellum

Sekil 7. Gruplara Ait Beyin Dokusu GSH-Px Diizeyleri.

®p<0.05 hHcy ve Kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
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5.1.8. Beyin Dokusunda NSE Ekspresyonunun Densitometrik Analizi

Beyin dokularinda NSE’in relative densitometrik analizi. (*p<0.001) Kontrol
grubu ile, (°p<0.01) hHcy grubu ile, (°p<0.001) hHcy grubu ile karsilagtinildiginda
onemli (1: kontrol, 2: hHcy, 3: hHcy+NC). Gruplara ait Beyin Doku NSE diizeyleri

Sekil 8’de verilmistir.

2,2

1,84 - :
1,6: -” -1 : b
144 b -
1,2: c .I
1,04 = = N = :"
el T W -1 T ; T i
0 ' |

0,44

Rolatif Densitometrik Birim

0,2

0,0

i 123 | 273
Hipokampus Korteks Serebellum

Sekil 8. Gruplara Ait Beyin Doku NSE Diizeyleri

* : p<0.001 Kontrol grubu ile,

®. p<0.01 hHcy grubu ile,

¢:p<0.001 hHcy grubu ile karsilastirildiginda
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5.1.9. Beyin Dokusunda S100 Ekspresyonunun Densitometrik Analizi

Beyin dokularinda S100 proteininin relative densitometrik analizi. (*p<0.01)
Kontrol grubu ile, (**p<0.001) Kontrol grubu ile, (*p<0.05) hHcy grubu ile
,(°p<0.001) hHcy grubu ile karsilagtirildiginda 6nemli. (1: kontrol, 2: hHcy, 3:

hHcy+NC). Gruplara ait Beyin Doku S100 proteini diizeyleri Sekil 9°da verilmistir.

2.2? o
2,04 ]'
E 1.8: 3 i
& |
x 1,6 4 r
% 1,44 -
E 1 I
g 1,24 -
2 I p— i C
a
- 0,8
- L
S 0,6
‘Q J
o 0,44
0,24
0,0 j : g
1 203 123 -2 3
Hipokampus Korteks Serebellum

Sekil 9. Gruplara Ait Beyin Doku S100 Protein Diizeyleri
* : p<0.01 Kontrol grubu ile,

** : p<0.001 Kontrol grubu ile,

#*p<0.05 hHcy grubu ile ,

¢: p<0.001 hHcy grubu ile karsilagtirildiginda
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5.1.10. Beyin Dokusunda GFAP Ekspresyonunun Densitometrik Analizi

Beyin dokularinda GFAP proteininin relative densitometrik analizi. (*p<0.01)
hHcy+NC grubu ile, (**p<0.001) Kontrol ve hHey+NC grubu ile, (*p<0.05) hHcy
grubu ile ,(°p<0.001) hHcy grubu ile kargilastirildiginda 6nemli. (1: kontrol, 2: hHcy,
3: hHcy+NC).Gruplara ait Beyin Doku GFAP proteini diizeyleri Sekil 10°da

verilmistir.

4
0,6

Rolatif Densitometrik Birim

0,4

0,24

0,0

3
Serebellum

Sekil 10. Gruplara Ait Beyin Doku GFAP Diizeyleri
*p<0.01 hHcy+NC grubu ile

**p<0.001 Kontrol ve hHcy+NC grubu ile

*p<0.05 hHcy grubu ile,

®p<0.001 hHcy grubu ile karsilastirildiginda
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Sekil 11. Kontrol, hHcy ve hHcy+NC Gruplarinin Hipokampus, Korteks ve
Serebellum Homojenatlarindan Elde Edilen NSE Proteinlerinin Western Blot Analizi.

(Hipp: Hipokampus Kor: Korteks Ser: Serebellum

N

Hipp Kor SOr= = HIDD KO SCI BT SO Ser

KONTROL hHCY hHCY+NC

Sekil 12. Kontrol, hHcy ve hHcy+NC Gruplarinin Hipokampus, Korteks ve
Serebellum Homojenatlarindan Elde Edilen S100B Proteinlerinin Western Blot

Analizi. (Hipp: Hipokampus Kor: Korteks Ser: Serebellum)

S 100 memmmp 50 'ﬁf boineiod

e

(I
I
<l

Hipp Kor Ser Hipp Kor Ser Hipp Kor
KONTROL hHCY hHCY-NC
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Sekil 13. Kontrol, hHecy ve hHcy+NC Gruplarinin Hipokampus, Korteks ve
Serebellum Homojenatlarindan Elde Edilen GFAP Proteinlerinin Western Blot

Analizi. (Hipp: Hipokampus Kor: Korteks Ser: Serebellum

b b

CFAPmmy W 8w

Hipp Kor Ser Hipp Kor Ser Hipp Kor  Ser

KONTROL hHCY hHCY+NC
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6. TARTISMA

Son 10 yilda Hcy’in, morbidite ve mortalite nedenleri arasinda sayilan
hastaliklar a¢isindan 6nemli bir risk faktdrii oldugu saptanmistir. Bu hastaliklarin
basinda koroner kalp hastaligi ve inme gelmektedir. Oyle ki bu hastaliklar igin Hey’in
diger risk faktorlerinden bagimsiz olarak tek basina bir markir oldugu kabul
edilmektedir (10,14,177).

Nygard ve ark.’nin yaptiklar prospektif bir ¢alismada koroner kalp hastaligi
anjiografik olarak gosterilmis 587 hastada yiiksek Hcy diizeyleri ile tiim nedenlere
bagl oliimler arasinda ciddi bir iligki ortaya konmustur (178). Giiniimiizde Hcy artik
reaktif gliozis i¢in bagimsiz ve iizerinde durulmasi gereken 6nemli bir risk faktorii

olarak kabul edilmektedir.

Hcy’in trombomodiilin aktivitesini azaltarak protein C aktivitesini azalttig,
protein C tarafindan inaktive edilen temel koagiilasyon faktorlerini harekete gegirdigi
(179), antitrombin III’ii inhibe ettigi, endotel hiicrelerindeki doku faktoriinii aktive
ettigi (180), serum fibrinojen diizeylerini artirdig), fibrinolitik aktiviteyi bozdugu, bu
etkileriyle prokoagiilan aktivite ve protrombotik bir ortam olusturdugu bilinmektedir.
Hcy’in ayrica 6zellikle LDL olmak iizere lipidlerin oksidasyonunu saglayarak damar
duvarinda képiik hiicre olusumuna yol agtig1 ve ateroskleroza zemin hazirladig: da
gosterilmigtir (180,181). hHcy’nin ateroskleroz ve komplikasyonlarinin gelisimine
katkida bulundugu ileri siiriilen mekanizmalardan en ¢ok kabul gorenlerinden biri de,
olusturdugu serbest radikallerin toksik etkisiyle endotelde meydana getirdigi hasar ve

endotelyal fonksiyonlardaki bozukluklardir (182,183).
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Nar bitkisinin gesitli ekstraktlarin1 antibakteriyel, antifungal, antiiilser,
antidiyabetik, antioksidan o6zellikte oldugu belirtilmektedir (164,184,185,186).
Flavonoidler, en onemli ve en yaygin fenolik bilesiklerdendir (187,188). Bu
bilesiklerin, fenolik yapilarindan dolay: serbest radikal aracili rahatsizliklarda faydal
oldugu bildirilmektedir (189). Nardan elde edilen gesitli alkoloidler, flavonoidler,
polifenolik bilesikler, taninlerin (punikalin, pedunkulagin, punikalagin, gallik ve

ellagik asit esterleri) kuvvetli antioksidan ozellikte olduklart bildirilmistir (186).

Mevcut bulgularimiz, metiyonin ile birlikte uygulanan NC’nin hHcy
olugsmasini 6nledigini ve Hey diizeylerinde olduk¢a 6nemli bir azalma olugturdugunu
ortaya koymustur. NC’nin bu etkisinin muhtemelen Hcy metabolizmasindaki

enzimler veya kofaktérler ile etkilesiminden kaynaklandig: diisiiniilebilir.

Hcy’in olumsuz ve reaktif gliozisi tetikleyen en 6nemli etkilerinden biri hig
siiphesiz oksidatif stres olusturmasi ve lipid peroksidasyonuna yol agmasidir. Pro-
oksidan bir molekiil olarak kabul edilen Hcy’in otooksidasyonu potansiyel sitotoksik
pekgok ROS’in olusumuna neden olmaktadir. Hey’in yiiksek diizeyde reaktif tiyol
grubu hizli bir sekilde okside olur ve bu oksidasyon esnasinda siiperoksit anyon
radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikal meydana gelir (190). Beyindeki
oksidatif hasarin mekanizmasi tam olarak anlagilamamakla birlikte, hHcy’nin Hcy
otooksidasyonu ve tiolakton olusumu yoluyla bilinen lipid peroksidasyon

baslaticilarinin, hidroksil radikallerin iiretimini tesvik ettigi ileri stiriilmektedir (191).
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Yapilan gesitli galismalarda da Hey’in lipid peroksidasyonunu artirdigy farkh
sekillerde ortaya konulmustur. Lipid peroksidasyonun degerli bir gdstergesi olarak
F2-izoprostan konsantrasyonlarinin degerlendirildigi bir ¢aligmada, yiiksek plazma
Hcy diizeyleri erkeklerde artan invivo lipid peroksidasyon ile iligkilendirilmistir

(192).

Zhang ve ark. Metiyoninden zengin veya folattan fakir diyet uygulanarak orta
diizeyde hHcy olusturulan ratlarda oksidatif stres gostergesi olarak MDA
diizeylerinin yiikseldigini gdstermislerdir (193). Young ve ark. ise deneysel olarak
hHcy olusturulan domuzlarda kardiak lipid peroksidasyon diizeylerinin yiikseldigini
ortaya koymuslardir (194). Ventura ve ark.’min yaptig diger bir klinik ¢aligmada ise
insanlarda oral metiyonin yiiklemesi sonucu olugan hHcy’nin invivo lipid ve protein
oksidasyonunda artis ile iligkili oldugu belirtilmistir. Aym ¢alismada hHcy’de okside
protein, ve MDA diizeylerinin de arttigi, ve Hcy ile MDA arasinda pozitif bir
korelasyon bulundugu (r=0.47, p<0.05) ortaya konulmustur (195). Yapilan diger bir
calismada ise kardiovaskiiler hastahigi olanlarda Hcy diizeylerinin ve buna paralel
olarak MDA diizeylerinin yiiksek bulundugu ve Hcy ile MDA arasinda giiglii bir
pozitif iliski (r=0.59, p<0.05) bulundugu belirtilmistir (196). Lipid peroksidasyon
derecesini yansitmak igin tiyo barbitiirat reaktif madde diizeylerinin ol¢iildiigii diger
bir ¢calismada da yine yiiksek Hcy diizeylerinin artan lipid peroksidasyon ile iligkili
oldugu ortaya konulmustur (197). hHcy’nin lipid peroksidasyonunu artirdig

yoniindeki ¢ok sayida ¢alismaya ragmen, smirh sayida birkag ¢aligmada ise Hcy
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diizeyleri ile oksidatif stres arasinda énemli bir iliski bulunmadig1 yoniinde veriler

sunulmustur (198).

Serbest radikaller yiiksek reaktivitelerinden dolayr membran ¢oklu doymamig
yag asitleri ile etkileserek peroksidasyonu baglatmaktadir. Bu sekilde olusan lipit
peroksitleri kolaylikla yikilarak bagta MDA olmak iizere farkli sekonder iiriinleri
meydana getirmektedir. Bu iiriinlerin ¢ok ¢abuk bir sekilde ortamda farkli iriinlere
doniismesi ve saptanmalarinin zorlugu nedeniyle, lipid peroksidasyonunun indeksi
olarak TBA reaksiyonu ile MDA diizeylerini 6lgtik. Mevcut galisma bulgularimiz
hHcy’nin beyin dokusunda lipid peroksidasyonunu artirdigini ortaya koymustur. NG

uygulanmasi ise MDA’y1 azaltmigtir.

NC ekstraklarinin serbest radikalleri uzaklagtirdigi ve makrofaj oksidatif
stresini ve hayvanlardaki lipid peroksidasyonunu azalttig1 ve ayrica yagh insanlarda
plazma antioksidan kapasitesini artirdign ifade edilmektedir. Ratlarla yapilan
calismalarda NC’nden elde edilen ekstrakt peritoneal makrofajlardaki oksidatif stresi
% 19, hiicresel lipid peroksidasyonu % 42 azalttig1 ve ayrica GSH seviyesini de % 53
oraninda artirdid1 tespit edilmistir (199). GSH’1n apoptozisin regiilasyonunda énemli
bir rol oynadigi, Hey ve diger prooksidan bilesiklerin olusturdugu serbest oksijen

radikallerinin lipoprotein ve proteinleri oksidasyonunu inhibe ettigi bildirilmigtir

(200).

Bizim ¢alismamizda plazma GSH diizeyleri, hHcy olusturulan grupta,

istatistiksel olarak kontrol grubuna gore anlamli sekilde diisiik bulundu. Beyin
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dokusunda ise NC uygulanan grupta GSH diizeyi daha da artarak homosisitein
grubuna gore anlamli derecede yiiksek tespit edildi. Plazma ve beyin dokusu GSH
diizeyleri, NC uygulanan grupla methionin uygulanan grup kiyaslandiginda NC’nin
hiicre i¢i antioksidan olan GSH’1 destekler nitelikte yiikselterek anlamli bir fark
sergiledigi goriildii. Bu sonuglar NC’nin, hHcy’nin olusturdugu lipid peroksidasyonu
da asarak GSH diizeylerinin oldukga garpici bir sekilde artmasina neden oldugunu

gostermektedir.

Kuvvetli bir antioksidan oldugu kabul edilen NC’nin antioksidan enzimler
tizerine etkisini konu alan bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak gii¢lii antioksidan
olarak bilinen bazi maddelerin antioksidan olarak gorev yapan enzimler iizerine
yapilan ¢ahgmalar mevcuttur. Maritim ve ark. streptozotosin ile diyabet
olusturduklan ratlarda oksidatif stres biyomarkirlarin1 arastirdiklar1 bir ¢aligmada,
lipoik asidin karaciger, bobrek ve kalpte GSH-Px enzim aktivitelerini degistirerek
diyabet sonucu olusan oksidatif stresi azalttigim belirtmislerdir (201). Shila ve ark.
ise arsenik intoksikasyonu olusturulan ratlarda beyinde artan oksidan tiretimi ve lipid
peroksidasyon diizeylerinin lipoik asit uygulanmasindan sonra azaldidim ortaya
koymuslardir. intoksikasyon ile azalan enzim aktivitelerine ragmen, lipoik asidin
biitiin beyin bolgelerinde GSH-Px enzim aktivitelerini artirdigini belirtmislerdir
(202). Lipoik asidin antioksidan enzim aktivitelerini artirdiZin1 belirten bagka

calismalar da yapilmistir (203,204).

Caligmamizda gruplara ait beyin dokusu GSH-Px aktivitelerini

karsilagtirdigimiz zaman, hHcy olusturulan grupta GSH-Px aktivitelerinin, kontrol
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grubuna gore anlamli sekilde azaldigy goriildii. NC uygulanmasinin ise bu azalmanin
Oniine gectigi ve GSH-Px aktivitesinin daha 1limli bir seviyede tutuldugu belirlendi.
Bunun yani sira Plazma GSH-Px diizeylerine bakildiginda ise NC uygulanan gruptaki
GSH-Px diizeyi kontrol ve Hcy grubuna oranla artig gostermesine ragmen bu sonug

istatistiksel olarak anlamli degildi.

Astrositler, merkezi sinir sistemi dejenerasyonunda ilk hiicresel cevabi
olustururlar. Bu cevap S100B’nin asir1 ekspresyonuyla karakterize edilmektedir.
Intraselliiler bir protein olan ve baslica astrositlerde bulunan S-100B astrosit markir
olarak bilinmektedir. S-100B, néronal stoplazmada serbest Ca"" diizeylerini artirir,
noron biiylimesini uyarir ve néronal yasami olumlu yonde etkilerler (141). Bazi
toksik maddelerin de glial markirlari artirdig1 yoniinde galigmalar yapilmigtir. S100B
ekspresyonundaki artis toluen solutulan ratlarda gosterilmistir (205). Yine yapilan
bagka bir ¢alismada (142), toluene maruz kalmanin 6zellikle hipokampusta S100B
icerigini yiikselttigi bulunmustur. Reaktif gliozisi uyaran toluenin SOR iiretimini
arttirarak bunu sagladig diistiniilmektedir. SOR’nin reaktif gliozisi baslattig1 tahmin
edilmekte ve antioksidan uygulanmasiyla da LPO’u engelleyerek ve serbest
radikalleri nétralize ederek gliozisi azalttign diisiiniilmektedir. Serbest radikal artisi
reaktif glioziste rol oynadigi igin E-vitamininin serbest radikal olusumunu
engelleyerek veya serbest radikalleri nétralize ederek gliozisi engelleyebilmesinin
muhtemel oldugu savunulmustur (206). Antioksidan olarak bilinen NC’nin etkilerine

ait bulgularimiz bu sonucu desteklemektedir.
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NC’nin hHcy’de néronal ve glial dejenerasyonun markirlari olan NSE ve
S100B proteinleri iizerindeki etkilerini konu alan bir ¢alijma bulgusu
bulunmamaktadir. Bu ¢alismamizda beynin birkag bolgesinde, metiyonin ile hHcy
olusturulmasiyla S100B protein ekspresyonunun ve onun diisik molekiil agirlikh
proteinlerinin olugumunun arttig1 gézlendi. Elde edilen sonuglarda beyin dokusunun
farkli her ti¢ bolgesinde S100B proteininin hHcy grubunda arttig1 ve kontrol ile NC
grubuna gore istatistiksel olarak anlamh fark gosterdigi tespit edildi. Yine NC
uygulanan grupta NC’nin S100B’yi azaltarak kontrol grubuna yakin diizeyde beyni
korudugu goézlendi. Bu bulgular hHcy’de glial hiicrelerin hiperaktivasyonu, LPO
miktarindaki artis ve SI100B ile LPO degerlerinin pozitif yonde korelasyon
gostermesi artan SOR’nin glial hiicrelerde aktivasyona yol agtifi sonucunu isaret
etmektedir. NC’nin hem glial hiicreleri korudugu hem de bu hiicrelerin ¢evrelerine
zarar verecek diizeyde hiperaktif kalmalarini dnledigi ve hem noronlar iizerinde direk
koruyucu hem de metabolik ve kimyasal olaylarda glial hiicre iizerinde koruyucu etki

gosterdigi diistiniilebilir.

Merkezi sinir sisteminde antioksidan GSH baglica glial hiicreler igerisinde
yogundur. Glial hiicrelerin, oksidasyona dayanan ndorotoksisiteden ndronlarin ve
noronal GSH’in korunmasinda anahtar bir rol oynadigi gosterilmistir (142). Bu
yiizden astrositlerin noronal oksidan ve antioksidan dengeyi koruduguna inanihr.
Glial hiicrelerin nérotoksik tahriplere néronlardan daha duyarli oldugu ve ayrica
noroprotektif tedaviye daha hassas oldugu agiktir. Bu hiicreler néronlar ve kapiller

arasinda bariyer olustururlar ve ayrica noronlarin yasam ortaminin diizenlenmesinde
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onemli rol oynarlar. Tiim bu bilgiler beyinde hasar olusturan hastaliklar gibi nemli
bir dejeneratif etkiye karsi glial hiicrelerin yasamlarimi yiikselterek noronlari

koruyabilecegine isaret etmektedir (142,207).

Mevcut ¢alismada hHcy‘nin hem glial hem de noéronal markirlarin
ekspresyonunu artirdigi ve NC’nin bu markirlarin artigim engelledigini gézlenmistir.
NC’nin hangi mekanizmayla LPO seviyelerini diisiirdiigii ve noronal ve glial
markirlarin ekspresyonunu engelledigi bilinmemektedir. Bu olay muhtemelen serbest
radikal aracih bir yol ile meydana gelmektedir. Doku hasari, ¢ok yliksek Hcy
seviyeleri olan kronik hHcy* de gozlenmektedir. Bunun serbest radikal iiriinlerinin
oksidatif hasar olusturmasiyla ortaya ¢ikabilecegi diisiiniilmektedir (208,209). Boyle
bir hasarin sonuglarindan birisi hiicresel antioksidan olan GSH’in baskilanmasidir
(210). Bu bilgiler dogrultusunda astrositlerin oksidatif strese Kkarsi olan
duyarhliklariyla, néronlar hasara kars1 daha da duyarl hale getirebildikleri, ndronal

ve glial hasarin NSE ve S100B’nin agir1 iiretimine yol agtig1 s6ylenebilir.

Mevcut bulgularimiza gére NC uygulanmasinin, S100B proteininin agin
tiretimini azaltarak glial reaktiviteyi korudugunu ortaya koymus, diger bir markir olan
NSE’deki artisi engellemistir. NC’nin reaktif gliozisi nasil engelledigi tam olarak
bilinmemekle beraber oksidatif stresi engelledigi tahmin edilmektedir. Oksidatif

stresin glial reaktiviteyi etkiledigi bilinmektedir (142,211).

Mevcut ¢alismada rat beyninin hipokampus, korteks ve serebellum

bolgelerinde Hey uygulanmasiyla glial markirlarin arttig1 tespit edilmistir. GFAP’nin
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49 kDa’hk esas bandi kontrole gore anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur.
Antioksidan madde i¢eren ve bunu igerisindeki polifenolik bilesikler ve flavonoidler
sayesinde saglayan NC uyguladigimiz hHcy gruplarinda anlamli olarak GFAP
protein ekspresyonlarinin azaldigi tespit edilmigtir. Bu ¢alismada Hcy uygulanan
grupta GFAP igeriginin oOzellikle serebellumda, arttigi belirlenmistir. Yine
hipokampus ve korteks kisminda serebelluma gore farkli bir artis gézlenmese de bu
bolgelerdeki hHcy grubu kontrol ve NC grubuna gore kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamliydi. Daha 6nceki galigmalarimizda melatonin gibi ¢esitli antioksidan
maddelerin degisik norotoksik ajanlar1 azaltarak iyilestirici yonde etki yaptigi tespit
edilmisti. Bu ¢alismamizda Hecy grubuna NC’nin uygulanmasiyla hHcy’de yiikselen
GFAP proteinlerinde kontrol grubundaki degerlere yakin bir azalig goriildiigii hatta
GFAP proteini NC uygulanan grubun beyin kortekslerinde kontrol grubundan daha
aza indigi gozlendi. Bu sonug serbest radikal prosesi reaktif glioziste bir rol oynadigi
icin NC’nin serbest radikalleri inhibe ederek reaktif gliozisi engelledigini ve

norogenezisteki bozukluklarin kismen diizeldigini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak;

Deneysel olarak kronik hHcy olusturulan ratlarda NC uygulanmasi plazma
Hcy diizeylerini 6nemli bir oranda azaltmis ve hHcy olusumunu engellemistir. Bu
etkinin  mekanizmasi  bilinmemekle birlikte, NC’nin  muhtemelen Hcy
metabolizmasinda gorev yapan enzimlerin aktivitelerini veya bu enzim

kofaktorlerinin diizeylerini artirarak etkili oldugu diisiiniilebilir.
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hHcy’nin lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak plazma ve dokularda
MDA diizeylerini artirdig1 belirlenmigtir. NC’nin ise hHcy’den kaynaklanan oksidatif

stres sonucu artan MDA diizeylerini azaltmigtir.

hHcy’nin plazma GSH-Px aktivitesini etkilememis, fakat beyin dokusunda
GSH-Px aktivitelerinde anlamhi sekilde azalmaya yol agmistir. hHcy’de GSH-Px
aktivitelerinin baskilanmasinin muhtemel mekanizmas: olarak Hcy’nin H,0,
olusumunu ve oksidatif stresi artirmasina karsilik antioksidan savunma amagli olarak

bu enzimlerin tiiketildigi sonucuna varilabilir.

hHcy’nin 6nemli bir endojen antioksidan olan beyin doku GSH diizeylerini

azaltigi, NC’nin ise hem plazma hem de beyin GSH diizeylerini arttirdig:

gbzlenmisgtir.

hHcy’de beyinde glial ve noronal markirlarin arttifini ve bu artigin NC
tedavisi ile diizeldigi gozlendi. Ratlarda hHcy varhiginda NC tedavisinin hipokampus,
korteks ve serebellumda norodejenerasyon iizerinde olumlu etkilere neden olabilecegi
soylenebilir. Bu sebeple hHcy’de olusabilecek noronal ve glial hasara kargt NC’nin

koruyucu bir madde olabilecegi degerlendirilmistir.
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