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OZET

Strese maruz kalan bireylerde fizyolojik ve davramissal bir takim
degisikliklerle birlikte, NO'nun ve lipid peroksidasyonunun arttig da
bilinmektedir.  Ancak, streste olusabilecek gérsel sistem
degisikliklerinde NO’nun ve lipid peroksidasyonunun nasil bir roli
oldugu henliz bilinmemektedir Bu amagla hazirlanan calismamizda,
120 adet albino sican her birinde 10%ar adet olmak tizere béliinerek
su gruplar olusturulmustur; kontrol grubu (K}, L-NAME alan kontrol
grubu (KL), Vitamin E alan kontrol grubu(KE}, soguk strese maruz
birakilan grup (S), hareketsizlik stresine maruz birakilan grup (H),
hareketsizlik ve soguk stresine maruz birakilan grup (HS), L-NAME
alan stres gruplan (SL, HL, HSL), Vitamin E alan stres gruplan (SE,
HE, HSE).

15 gunlik deney stiresince, L-NAME 10 mg/kg/giin olarak
intraperitonal, vitamin E ise 30 mg/kg/glin olarak intramuskiiler
verilmigtir. Ayni stirede kontrol gruplarina serum fizyolojik injekte
edilmistir. Deneysel slUrenin sonunda siganlarin gorsel uyarima
potansiyelleri (VEP) kaydedildikten sonra, biyokimyasal analizler icin
kanlar ile birlikte retina ve beyin dokular1 alinmistir.

Plazma Kkortikosteron duzeylerinin butin deney gruplarinda
kontrole gbre arttifi gérilmustir. Stres gruplar kontrolleri ile
karsilastinldiginda, L-NAME'in sadece SL grubunda kortikosteron
dizeyini 6nemli Olglide yuikseltirken, Vitamin Enin butiin stres
gruplaninda  kortikosteron duizeylerini anlamli olarak azalttig:
saptanmisgtir.

Beyin ve retina TBARS degerlerinin biitiin stres gruplarinda K
grubuna goére O6nemli olarak arttifn goézlenmistir. L-NAME'in
kontrolleri ile  karsilagtinldiginda, stres gruplarinda  lipid
peroksidasyonu azalttlgl ancak KL grubunda yukselttigi d1kkat1
TBARS degerlennl anlamh olarak dustirdiigu izlenmistir.

Kontrolle 'karsilastinidiginda, beyin nitrit seviyelerinin biitin
stres gruplarinda, retina nitrit seviyelerinin ise sadece H grubunda
6nemli  odlgiide  arttign  tespit  edilmistir.  Kontrolleri  ile
karsllastlrlldlgmda L- NAME ve Vit Enin bﬁtﬁln stres gruplarmda

Istatistiksel degerlendume sonucunda, beyin ve retma GSH-Px
aktivitelerinin stresten etkilendigi, L-NAME'in etkisinin ise stres
modeline gore degistigi saptanmustir

Stres gruplarn1 kontrol gruplarn ile karsillastinldiginda, her ble
stres grubunda da VEP’lerin tum bilesenlerinin latenslerinin uzadigl
tespit edilmistir. L-NAME'in, K ile mukayese edildiginde KL grubunda
tum VEP latenslerini anlamh bicimde uzattigs gézlenmistir. Ancak, L-
NAME'in ve vitamin E'nin kontrolleri ile karsilastinidiginda, tiim stres
gruplarinda VEP bilesenlerinin latenslerini anlaml olarak kisalttig:
goze carpmistir. VEPlerin tepeden-tepeye genlik degerleri icerisinde,
sadece PoN2 genliginin KL ve tum stres gruplarinda kontrol grubunun
genlik degerine gére diistiigi bulunmustur.
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ABSTRACT

Early researches have put forward that NO and lipid
peroxidation were increased during stress. However, it is not clear
whether NO and lipid peroxidation have roles on visual system
changes possibly occurred in stress To investigate this topic, 120
albino rats were used in this study Experimental animals were
divided equally into 12 groups as follows; Control group (C), L-
NAME+control group (CL), Vitamin E+control group (CE), cold stress
group (CS), immobilization stress group (IS), cold+ immobilization
stress group (CIS), L-NAME+stress groups (CSL, ISL, CISL), Vit
E+stress groups (CSE, ISE, CISE).

Chemical agents, L-NAME and Vitamin E, were administrated 10
mg/kg/day ip and 30 mg/kg/day im. respectively throughout 15
days experimental period. Physiological solution was injected to the
control groups during the experimental period. Visual evoked
potentials (VEPs) were recorded from animals at the end of the
experimental period. Afterwards, blood, retina and brain of rats were
taken in order to measure biochemical parameters.

Plasma corticosteron levels were increased according to the
control group. L-NAME increased corticosteron level only in LCS
group with respect to its control group, while Vitamin E decreased
corticosteron levels in all stress groups compared with their
respective control groups.

Brain and retina TBARS levels were significantly increased in all
Stress groups compared with the contro] group. L-NAME decreased
lipid peroxidation in all stress groups, but increased only in CL group
according to their corresponding control groups. Although, Vitamin E
decreased significantly TBARS levels in all stress groups with respect
to C group. _

Compared with the control group, significant increases were
observed in brain nitrit levels of all groups and in retina nitrit levels
of IS group. It was observed that L-NAME and Vitamin E decreased
the nitrit levels in both retina and brain of all stress groups with

- Tespect to their control groups.

It was observed that GSH-Px activities were affected by stress.
On the other hand, effects of L-NAME was found to depend on the
stress models

All VEP components were prolonged in all stress groups
compared with their control groups. L-NAME prolonged all VEP
components in CL group with respect to C group. However, L-NAME
and Vit E reduced VEP latencies in all stress groups respective to
their control groups.
Among the peak-to-peak amplitudes of VEPs only PaN,
amplitude was decreased in LC and in all stress groups respect to
control group.
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GIRIS

Strese maruz kalan kisilerde fizyolojik ve davranissal bir takim
degisiklikler gozlenir. Stresin bir ¢ok etkileri olmakla birlikte en
carpict etkisi, hipotalamusun paraventrikuler ¢ekirdekleri (PVN)'nde
kortikotropin salgilatici hormon (CRH)u salgilatarak adreno-
kortikotropik hormon (ACTH)'un 6n hipofizden salgilanmasina neden
olmasidir. ACTH ise bébrek Gistu bezlerinden stres hormonlar olarak
isimlendirilen viicuttaki yag, protein ve karbonhidrat mekanizmasim
etkileyen glukokortikoidlerin salinmasina yol acar. Ayrica streste,
hipotalamusun dtizenledigi viicut sicakligi, kardiyovaskiiler tonus,
hormon salinimi, besin ve su alimimi gibi parametrelerin yam sira
(1,2), noérotransmitter sistemlerinde de 6énemli degisikliklerin (2,3,4,5)
oldugu vyapilan c¢alismalarda ortaya konmustur. Stresteki bu
degisikliklere paralel olarak, lipid peroksidasyonun arttigr (6,7,8) ve
bazi antioksidan enzimlerin azaldigi da (8,9) gésterilmistir. Bltun bu
etkilerin tetiklenmesine neden olan CRH artisinda ve lipid
peroksidasyonda, nitrik oksit (NO)'in énemli bir roltinlin oldugu ileri
stirtiimektedir

Nitrik oksid ile ilgili yapilan ilk ¢alismalarda, NO'nun serbest
bir radikal oldugu, oksijen varhiginda nitrit (NO2) ve nitrat (NO3z) gibi
¢esitli nitrojen tirleri (RNOS) olusturdugu ortaya konmustur. NO/O»
reaksiyvonundan olusan ara bilesiklerin DNA ve enzimlerin
oksidasyonuna ve hatta zincir kinlmalarina neden oldugu
bulunmustur (10, 11). Otooksidasyondan olusan bu reaktif ttirlere ek
olarak NO'nun oksijen radikalleri ve superoksitle reaksiyona girip,
peroksinitrit (ONOO-)'i olusturdugu da saptanmistir. Peroksinitritin
bircok biyolojik molektlu tahrip edebilen ve metal katalizinden
bagimsiz olarak hidroksil radikallerine ayrigabilen, guclii bir oksidan
oldugu ifade edilmistir (12,13,14}. Zararh etkilerine karsin, NO'nun
antioksidan Ozellikler gdsterdigi de tespit edilmistir (11,15,16,17}
NO'nun, hemeproteinlerin hidrojen peroksid (Hz02) tarafindan
tahribini engelledigi ve fenton tipi oksidasyon reaksiyonlarini ortadan
kaldirdigr belirtilmistir (18). Ayrica NO'nun thiol radikalleri ile
etkilesimi sonucunda, glutatyon (GSH)'dan 100 kere daha kuvvetli bir
antioksidan olan S-nitrosoglutatyon (GSNO)u olusturdugu da
bulunmugtur. GSNO'nun peroksinitriti detoksifiye ederek ve fenton
tipi reaksiyonlarn baskilayarak lipid peroksidasyonu engelledigi
gosterilmistir (15,16). Dolayisiyla, son yillarda yapilan bu calismalar
NO'nun néroprotektif etkisini destekler niteliktedir.

NO'nun hem radikal hem de antioksidan oldugunu belirten
aragtirmalar degerlendirildiginde, bu konunun henliz vyeterince
aydinlatilamamis oldugu gorulmustir. Nitekim, bu gizemli
molekiilun paradoksal etkisini aciklayabilmek icin bir takim farklh
gorusler ortaya konmustur. Ozellikle son yillarda, NO'nun farkh
etkilerinin ortam kosullarina veya baska etkenlere bagli olabilecegi
fleri siralmusgttr (11, 13, 19,20).
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Nitrik oksid sentetaz (NOS)'1n Ug tip izoformunun (eNOS, INOS,
nNOS3) retinada bulunmas: (21,22) NO'nun gorsel islemierde Snemli
bir rolunun olabilecegini distindurmektedir. Streste NO sentezinin
arttigi dikkate alindiginda, retina fonksiyonlarinin ve dolayisiyla
gorsel uyarilma potansiyelleri (VEPs)'nin etkilenebilecegi en dogal
beklentidir. VEPlerin gérsel sistem degisikliklerini en hassas bicimde
ortaya koyan guvenilir bir elektrofizyolojik yéntem oldugu, ¢ok sayida
aragtirmaci tarafindan ortaya konmustur {23,24,25). Diger yandan,
bu potansiyellerin optik yoldaki patolojileri erken gosteren bir
parametre oldugu da kabul edilmektedir (26,27). Ayrica, sicanlarda
kaydedilen bu potansiyellerin insan gérsel sistemin incelenmesi
yénunden iyi bir model oldugu da vurgulanmistir {28). Bu bilgilerin
15181 altinda, ¢alismamizda stres durumunda olusmasi beklenen VEP
degisiklikleri saptanacak ve bu degisikliklerde NO'nun muhtemel
rolinin ne olabilecegi NOS inhibitérii kullanarak aydinlatilmaya
calisilacaktir. Ayrica arastirmamiz, degisik stres modellerinde olusan
VEP degisikliklerini karsilastirmali olarak ortaya koyarak, literatiire
yeni ve kapsaml biigiler katacaktir

Bazi stres modellerinde lipid peroksidasyonun arttigini bildiren
vayinlar (6, 8, 29, 30) olmasma ragmen, soguk streste antioksidan
sistemdeki artis nedeniyle lipid peroksidasyonun artmadigi Capel ve
arkadaglar: (31) tarafindan gosterilmistir. Dolayistyla, farkli stres
modellerinde lipid peroksidasyon degisimleri dikkate alinarak ve
antioksidan  ajan  kullanilarak, streste olusabilecek  VEP
degisikliklerinde lipid peroksidasyonun &nemi belirlenmeye
calisilacaktir.

Serbest radikallerin  zararhi etkilerini ortadan kaldiran
antioksidan savunma sistemi igerisinde yer alan vitamin E en cok
bilinen ve en énemli antioksidandir. Vit E’nin biyolojik membranlarda
serbest radikal hasarinmn ilerlemesini engelleyen zincir-kiran
antioksidan fonksiyonu bircok caligmada gdésterilmistir (32, 33, 34}
Bundan baska, Vit E'nin plazma lipoproteinlerindeki ve biyolojik
membranlarin fosfolipidlerindeki poliansature yvag asitlerini (PUFAs)
koruyan glglit bir peroksil radikali temizleyicisi oldugu da
saptanmistir(34). Insanlarda kronik vitamin E eksikliginin
biyokimyasal, nérolojik ve oftalmolojik  anormallikler vaninda,
eritrositlerin - yasam  silirelerinin  kisalmasina neden oldugu
bildirilmektedir (33) Ayrica VEP'lerin vitamin E eksikligine bagh
komplikasyonlardan da etkilendigi gézlenmistir (35)

Ozetle, deneysel protokollimtiz NO ve lipid peroksidasyonun
rollerini aydinlatarak streste ortaya c¢ilkmasi beklenen VEP
degisikliklerinin mekanizmasina 151k tutacaktir.
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GENEL BILGILER

2.1. STRES

Stres, 1957 yiinda Hans SELYE tarafindan ortaya atildiktan
sonra tanimi uzerinde bir gok tartisma olmustur. Stres, en genis
anlami ile yasamin devami icin cevresel degisimlere gosterilen
zorunlu adaptasyondur. Stresin nedenleri ¢ok fazla olmakla birlikte
fiziksel travma, uzun siire soguga maruz kalma, uzun siireli agir
egzersiz, enfeksiyon, sok, oksijen kaynaginin azalmasi, agn ve kavga
gibi taktérler en temel olanlardir. (36,37 )

Soguga maruz kalmaya verilen cevapla, kavga veya
enfeksiyona verilen cevabin farkli olmasi beklenir Ancak her iki
durumda da adrenal korteks tarafindan salinan ve glukokortikoid
hormonu olan kortisol salinimi artmaktadir. Bu durumda, stres
terimi  kortisol salmmiminmi  artiran herhangi bir olay olarak
tanimianabilir.(36,37,38)

Stres sisteminin aktivasyonu, Tablo 2.1 de ozetlendigi gibi
genel adaptasyon veya stres sendromu denilen sl bir stire icin
gorilen davranigsal ve fiziksel degisiklikleri beraberinde getirir. Bu
degisiklikler genellikle adaptifdir ve bireyin yagsam sansini artirici
yondedir. Stres sistemlerinin uyarilmasi stres tirtne bagl olsada,
stresin dozu veya slresi arttikca, strese 0zgl cevaplar azalir ve genel
stres sendromlarn olugur.(38,39)

Tablo.2.1. Strese gbsterilen davramgsal ve fiziksel adaptasyonlar {38).

Davranigsal Adaptasyon Fiziksel Adaptasyon

Dikkatin artmasi Oksijen ve besinler MSS ve stres bélgelerine
Kognisyonun artmas: yonlendirilir
Kardiovaskiiler ton degisir, kan basimnc ve

Euphoria veya dysphoria Kalp ritmi artar

Isteklerin azalmas: ‘
. Solunum artar

Ureme davranislarimin azalmas: . o
Glukoneogenesis ve lipolizis artar

Endojen veya ekzojen zehirli tirlinler atihr.

Buytlime ve lireme sistemleri durur.

Sindirim azalr.

Strese  verilen baslica  endokrin cevap, hipotalamik
paraventricular cekirdeklerde (PVN) sentezlenen kortikotropin
salgilatict hormonunun (CRH) salinmasidir. CRH &zel reseptérleri ile
etki ederek ACTH salinimina neden olur, CRH, ACTH saliniminin
temel hipotalamik diizenleyicisidir (36, 39} (Sekil 2.1).




Stres

Metabolizrma
Imtmomsdulasyon LD
Hormon etkisi e Glulokortikoid

Hormeon sentez ‘
Kéromodulasyon

Sekil 2.1 Strese karg: olugan entegre cevaplar: gdsteren
gsema (36) (SON:supra optic ¢ekirdekler)

CRH reseptérlerinin = (CRH-R) farmakolojik 6zellikleri ve
dagilmlar1 bakimindan degisik baslica iki alt tipi tanimlanmistir
(Tablo 2.2).

Tablo 2.2: CRH Reseptér Alttipleri (36)

CRH-R1 CRH-R2
CRH-R2« CRH-R2j
Yam + 7 domain 415 aa 7 domain 411 aa 7 domain 431aa
Sinyal Iletimj cAMP-PKA-PLC cAMP-PKA cAMP-PKA
Yerlegim Korteks, Limbik yap1 Hipotalamus Kalp
Serebellum Lateral septum Dz kas
Duyusal yapilar Olaktor bulb

CRH-R; reseptorleri hipofiz ve beyinde, CRH-Rs reseptdrleri ise
periferde ve beynin baz bélgelerinde bulunur (Tablo 2.2)

Sekil 2.2 de gérulduigii gibi PVN baslica 3 kisimdan olusur:
l)Anterior ve medial-dorsal parviselluler CRH noéronlary; bunlar
median eminence'de bulunan hipofizyal portal kapillerlere projekte
olurlar, 2) Dorsolateral vazopressin ve oksitosin salgilayan
magnoselluler hticreler; bunlar CRH salgilarlar ve arka hipofize




projekte olurlar. 3} Dorsal, medial-ventral ve lateral parviselluler
néronlar; bunlar beyin sapina, medulla spinalise uzanan otonomik
sinir sistemine ait CRH salgilayan néronlardir (36)

PYAT

ACTH

Sekil 2.2. Hipotalamik-hipofizyal sistemin sematik gdsterimi
{SON:supraoptik ¢ekirdekler) (36).

Kronik streste parvoselluler néronlarindaki CRH ekspresyonu
ACTH cevabi ile paralellik gosterir. Hareketsizlik ve soguk akut stres
tiplerinde CRH mRNA seviyesindeki artig ilk birka¢ uyaridan sonra
sona ererken, ayak soku kronik stres tipinde ise stresin sona
ermesinden 24 saat sonra bile CRH'in yuksek kaldign bulunmustur
(36). ‘

CRH''n ACTH salimmimi duzenleyici etkisi yaninda,
proopiomelanocortin  (POMC) transkripsiyonu ve hucre mitozu
uzerinde de etkileri s6z konusudur. CRH'n bu etkilerini adenilat
siklaz/cAMP/protein kinaz A'ya bagimli mekanizmalar ile gdsterdigi
saptanmistir (38).

Medial-dorsal parvocellular CRH néronlarmin %50'sine yakini
ACTH salimmindan sorumludurlar ve ayni zamanda VP de
sentezletirler (36) (Sekil 2 2). Insan ve sicanlarda VP'nin zayif ACTH
uyarani  oldugu, bazal veya CRH 1ile uyarilan POMC
transkripsiyonunu hem in vitro hem de in vivo olarak inhibe ettigi
gosterilmigtir (38).




2.1.1. ACTH Hormonu ve Stres

On hipofizden salgilanan ACTH hormonu, hedef orgam
adrenal kortekste bulunan adrenokortikal htcrelerin plazma
membran reseptdrlerine baglanir ve Adenilat siklaz ve cAMP yolagini
aktive ederek protein kinaz A aktivasyonuna neden olur ACTH etki
mekanizmasi ve sentez kademeleri Sekil 2.3 de gdsterilmistir (40, 41)
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Sekil 23 ACTH i kortizol salgilayan

hticreler lizerine etki mekanizmas (41)
Kolesterol esterlerden kortizol ve seks hormonlarinin ohusmasi
Sekil 2.4 de gosterilmistir (41).
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Sekil 2 4 Zona glomerﬁlosa da hormon sentezi (41)

Yakin zamana kadar, streste ACTH in tek roliiniin kortizol
salgilatmas: oldugu disunuliyordu. Fakat simdi biliniyor ki ACTH,
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kortizol salgilanmasinin uyarilmasindan bagimsiz olarak, 6grenme ve
hafizay1 kolaylastiran bir peptitdir. Sonucta, psikososyal stresin
neden oldugu ACTH artis, bireyin stresle basa cikmak icin uygun
cevaplari 6grenmesine yardimet bir mekanizmadar (38).

2.1.2. Streste Kortizoliin Rolii

Plasma kortizoltintin artmasinin baslica etkileri Tablo 2 3 de
Ozetlenmistir. Kortizolhin organik metabolizma tizerindeki etkisi,
metabolitleri hareketlendirerek amino asit (a.a), glukoz, gliserol ve
serbest yag asitlerinin plazma konsantrasyonunu artirmaktir. Viicut
protein  kaynaklarinin  katabolizmas: ile aa serbestlenmesi,
glukoneogenesis ile glukoz kaynag saglamanin vaninda olas: bir
yaralanma i¢in potansiyel a.a kaynag da olusturur (39).

Tablo 2 3 Stres sirasinda artan kortizoliin etkileri {39)

1. Organik Metabolizma {izerine etkileri; —‘
a) Protein katabolizmasinin uyarilmasi

b] Amino asidlerin karaciger tarafindan alinmasi ve glukoneogenesisin
uyarimasi

¢) Vicut hiicrelerinde glukoz aliniminin inhibisyonu ve oksidasyonu

d) Triagilgliserol katabolizmasinm uyarilmasi,

2 Vaskuler reaktivitede artig
3. Stresin zarar verici etkilerine kargi koruyucu etkisi
4. Inflemasyonun ve 8zel bagisiklik cevaplarimn inhibisyonu

_

Viicudun optimal bir stres cevabi olusturmasinda; stresin
hasar verici etkilerine direnebilmesi i¢in, kortizol artisinin neden by
kadar buyiik roli oldugu bilinmemektedir. Ancak, plazma kortizol
artisinin, siddetli strese maruz kalan bireylerin 8lim insidanslarini
azaltici bir etkisinin olabilecegi ileri stirtilmektedir (37, 39).

Glukokortikoidler hipotalamik CRH ve VP ekspresyonunu ve
salmimini inhibe  eder. ~Ayrnica  glukokortikoidler POMC
transkripsiyonunu ve ACTH salinimini inhibe eder (37, 38). -

2.1.3. Stres Sistemi ve Diger MSS Bilesenleri

Stres sisteminin merkez bilesenlerini:

1) Hipotalamusun paraventriculer ¢ekirdeginde ki
parvocellular CRH ve arginin-vasopressin (AVP} noronlar:.




2) Medullanin paragigantocelluler ve parabranchial
cekirdeklerinde ki CRH néronlari.

3) Locus ceruleus (LC) ve medulla-pons’un biyuk oranda
noradrenerjik (NE} hiicre gruplar:

Cevrese] bilesenierini ise;

1) Hipotalamik-pitutary-adrenal (HPA) eksen

2) Efferent  sempatik/adreno medullary sistem  ve
parasempatik sistem olusturur (Sekil 2.5} (38).
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Sekil 2.5, Stres sisteminin merkez bilegenleri {38)

Stres sistemi 6te yandan difer MSS bilesenleri ile de etkilesim
icindedir. Bu MSS bilegenleri i¢inde mesokortikolimbik dopaminergik
sistem, amigdala, hipokampus, arcuate nucleus ve POMC ndral
sistemi vardir. Hepsi stres sirasinda aktif hale gelirler ve stres
sistemini etkilerler Bunlara ilaveten, stres sistemi MSS’nin 1si
duzenleme ve achik -tokluk merkezleri ile de iliskidedir (Sekil 25)(2,
38)

Amigdala stres sirasinda beyin sapi veya kortikal asosasyon
alanlarindaki katakolaminerjik néronlar ile aktive olur ve
mezokortikolimbik dopaminerjik sistemin aktivitesini etkiler. Ayrica,
amigdalada bulunan CRH peptiderjik néronlarimin glukokortikoidler




ile uyarimas: korku, ansiyete ve stres sistemlerinin uyarilmasina
neden olur (38, 39)

Dopaminerjik sistemnin hem mesokortikal hem de mesolimbik
bilegenleri, LC/NE ve PVN CRH sistemleri ve glukukortikoidler ile
uyarihirlar Mezokortikal sistemin, kognitif fonksiyonlarda énemli bir
rolu olan prefrontal kortekse projeksiyonu stresi baskilayici bir role
sahiptir. Diger yandan, mezolimbik sistemin accumbens cekirdegine
inervasyonu motivasyon/ceza/édul gibi davranislarda temel rol alir
(38)

Beyinde ve periferde, norepinefrin (NE), epinefrin (E} ve
dopamin Ureten katakolaminerjik sistemler de stres sirasinda en hizh
aktive olan sistemler arasindadir. Mikrodiyaliz ¢calismalarindan elde
edilen sonuglara gére stres sirasinda hipckampusun ekstraselltiler
sivisinda NE ve E diizeylerinin stres modeline bagh olarak degistigi
vurgulanmistir Soguk streste NE ve E'nin artmasima (42, 43, 44)
karsin, hareketsizlik stresinde NE diizeyinin azaldig1 saptanmustir (4).

Bunlara ilaveten, asetilkolin (ACh)'in soguk stresinde dustiigi
(45) vurgulanmakla birlikte, farkli stres modeli kullanan baz
¢alismalarda ise ACh'in degismedigi veya azaldig1 (46, 47) ortaya
konmustur.

2.1.4. Stres ve Serbest Radikaller

Serbest radikallerin hedefleri icerisinde nukleik asitler,
proteinler, karbohidratlar ve lipidler yer almaktadir. Ancak biyolojik
membranlarda lipid orani yiiksek oldugundan, serbest radikallerden
en ¢ok bu yapilar etkilenir. Biyolojik membranlarin fosfolipidlerindeki
veya trigliseridlerdeki doymamis yag asitlerinin serbest radikalerle
etkilesimi sonucu, lipid peroksidasyonu meydana gelmektedir Bu da
dogrudan membranin yapisini etkileyerek fonksiyonunda &énemli
degisikliklere yol agar (48, 49, 50, 51, 52)

Stresin oksidan Uretimine katkisi, ézellikle beyinde hentiz iyi
anlasilamamasina ragmen, deney hayvanlarinin plazma, akg¢iger,
mide ve beyninde lipid peroksidasyonun artuig bir cok calismada
belirtilmistir.  Sicanlarda hareketsizlik stresi ile oksidatif hasar
olugturulmus ve bu oksidatif hasar antioksidan uygulanmas: ile
Onlenebilmistir. Hareketsizlik ve soguk stresinde plazma ve beyinde
lipid peroksidasyonun arttifi ve antioksidan enzimlerin azaldig
saptanmusgtir (8, 9, 53).

Diger yandan, stresin olusturdugu oksidatif hasarin beyin
bélgelerine bagh olarak degistigi vurgulanmistir. Stres durumunda
lipid peroksidasyonun beyin, orta beyinde, serebral korteks ve
serebellumda énemli miktarlarda arttigr gérulmusttir. Ayrica protein
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oksidasyonununda cesitli beyin  bdlgelerinde arttigi  ortaya
konulmustur{29).

2.2. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller bagimsiz olarak bulunabilen, bir veya daha
fazla eslesmemis elektrona sahip ve genellikle oldukca reaktif
kimyasal tlrlerdir. Bu kimyasal yapilar, rastlantisal bir sekilde
metabolizmanin yan urtnleri olarak veya belli bir amaca ybnelik
olarak(Or. Fagositoz}, hticre icerisinde strekli uretilirler. Serbest
radikaller Ui¢ yoldan olusabilirler; (i) normal bir molekiiliin kovalent
baginin homolitik ayrilmasiyla, (ii) normal bir molekuiliin bir elektron
kaybetmesiyle, (iii) normal bir molekiile bir elektron eklenmesiyle
(33).

Siiperoksid Anyonu (037)

Bu molekul giicla bir indirgeyicidir ve sitokrom ¢ ve ferrik-
EDTA gibi ¢esitli demir komplekslerini indirgeyebilmektedir

Superoksid anyonu enzimatik olmayan spontan
dismutasyonun yarusira, superoksid dismutaz enzimi araciligiyla
enzimatik yoldan da ortamdan temizlenmektedir (12, 54).

02" + 02" + 2H® ——» H205 + O,
StUperoksid  anyonu, hiicte membraniarindan, kolay

gecemedigi icin zarari en az olan radikaldir (52) Stuperoksid, hidrojen
peroksid kaynag olarak gérev yapar.

Hidrojen Peroksid (H202)

- Dustk elektriksel yliikd ve non-iyonize ozelliklerinden dolayn
hucre membranlarindan hizli bir sekilde gecer. Gecis grubu metal
lyonlaninin varliginda yiliksek derecede reaktif serbest radikalleri
olusturur (12, 52, 55). Hidrojen peroksid katalaz, glutatyon
peroksidaz (selenyum igeren}, ve belli baz peroksidazlar gibi
enzimlerin aktivitesiyle hiicrélerden temizlenir (12, 33, 34). u

Hidroksil Radikali("OH)

Hidroksil radikali hiicrede gesitli yollardan olusmasina karsmn,
oneml 1ki biyolojik kaynag vardar;
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Fenton reaksiyonu

H202 + Fe'2 ——— 3 °*OH + OH + Fe™s
Haber - Weiss reaksivonu

027" + HoOp ———» "OH + OH™ + Oq
Diger Oksidan Ajanlar

Ozon ve nitrojen oksitleri'nin de oksidan ajanlar oldugu ileri

2.2.1. Serbest Radikallerin Hiicrelere Etkisi

Serbest radikallerin hicrenin temel yap1 taslari olan lipidler,
proteinler ve karbohidratlar, yaninda DNA’da da ciddi hasarlara
sebep oldugu belirtilmistir.

Serbest Radikallerin Proteinlerle Reaksiyonu

Peptid ve protein makromolekullerinin yap: taslart olan
aminoasidler de, serbest radikallerin hedefleri icerisindedir.
Aminoasidlerin oksidasyonu proteinlerde de fiziksel degisikliklere
neden olmaktadir, Bu fiziksel degisiklikler i¢ grupa ayrilabilir;
fragmentasyon, agregasyon ve proteolitik yikima duyarhilik (52, 57,
58, 59}.

Serbest Radikallerin Lipidlerle Reaksiyonu

Poliansature yag asitlerinin (PUFAs) oksidatif yikimi olan lipid
peroksidasyonu, serbest radikallerin poliansature yag asitlerinin (LH)
yan  zincirindeki metilenik  karbonlardan  hidrojen  atomu
koparmasiyla baslar. PUFA’'min oksidasyonu, bir oksijen alarak
¢abucak peroksil radikaline (LOO") ddnuisebilen yag asidi radikalinin
(L") olusmasina yol acar. (33, 60). Bu peroksil radikali, membrandaki
komsu yan zincirlerden hidrojen atomlarini koparip peroksidatif
zincir reaksiyonunu yaymaktadir. Peroksidasyon bir kere basladiktan
sonra otokatalitik olarak yayilabilmektedir(33, 60, 61, 62).

Lipid hidroperoksidler de (LOOH) yikilarak LO°, LOO® gibi
radikaller ve aldehidlerin olusmasina neden olurlar  Lipid
hidroperoksid  yikim  UrlGnleri membran  komponentlerinin
polimerizasyonuna ve capraz baglanmalarina neden olmakta ve
membranin bazi fonksiyonlarim degistirmektedir. Ayrica, DNA'min
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nitrojen bazlar ile reaks
karsino_jenik etki gbster

lyona girmekte ve mutaj

Karbohidratiarip Peroksidasyonu

Yapilan ¢alismalarda, a-hidroksialdehid yapiya  sahip u

karbohidratlann, metal  iyonlarinin varhginda hiz) bir sekilde R
otooksidasyona ugradiklar;

ve bunun Sonucunda  dikarbonj]
bilesikleri ve hidro; oksi urduklari belir‘tﬂmistir‘(SQ, 64)

Genomik ve Hiicresel Yapilarin Modifikasyony

radyasyon ve kimyasallar gibi
» oksijen kaynakl serbest radik

Arastirmacilar a

ntioksidan savunma
asagidaki gibi simifland,

rmuslardir (52, 66, 67)

3

I. Primer sSavunma: 1. Antioksidan enzimler :
== 22Ier savunma:

SOD, CAT ve
peroksidazlar,

2 Antioksidan bilesikler -

Vitamin E, vitamin
C, vitamin A, glutatyon, (iri

k asit, bilirubin, v g

.

II. Sekonder Savunma: 1. Lipolitik enzimler; fosfolipazlar
=2 Rlnder savunma:

2. Proteolitik enzimler; Proteazlar, peptidazlar

3 DNA tamir enzimleri; endontiklesz
ekzonl‘jkleaz, ve ligaz
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I. Primer savunma

i) Antioksidan Enzimler:
Sitperoksit dismutaz {SOD)

Oksyenli solunum yapan tdm canllarda bulunur ve temel
gorevi dismutasyon reaksiyonunu katalizlemektir.

O3 +02 +2HF —»p» H2O02 + O2

Stuperoksid dismutazlar yapilarinda bulundurduklari metal
iyonuna gbre Bakir/¢inko superoksid dismutaz (Cu/Zn-SOD),
Mangan stperoksid dismutaz (Mn-SOD), Demir suiperoksid dismutaz
(Fe-SOD) olmak tizere 3 sinifa aynilmistir (52).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Bircok canlida bulunan bu enzim, hticre icinde mitokondrial
matriks ve sitozolde bulunur. Glutatyon peroksidaz organik
hidroperoksidlerin ve hidrojen peroksid'in indirgenme reaksiyonlarini
katalizler (52, 68).

2GSH + HpOy —SHEy  aais + 2H,0

2GSH + ROOH ~HHy 395G + H,0 + ROH

Selenyuma bagimli ve bagimsiz olan iki tipinin bulundugu
belirtilmistir (52, 62}

Katalaz (CAT}

Primer savunma sistemin 6nemli bir enzimi olan katalaz,
temelde H202'in suya ayrismasini katalizler. (33).

2H,0, —CAL_y 21,0+ 0,

Ha02  seviyesinin  dusiik  oldugu durumlarda organik
peroksidler tercihen peroksidaz tarafindan Kkatalizlenirken, HzO»
konsantrasyonunun yuksek oldugu kosullarda katalaz tarafindan
metabolize edilirler (52, 69).
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Glutatyon rediiktaz (GSSG-R)

Glutatyon rediiktaz yiikseltgenmis glutatyonu (GSSG) NADPH
(3-nikotinamid adenin dinukleotid)'a bagimli olarak indirgenmis
glutatyona katalizleyen bir flavoprotein'dir (70,71)

GSSG + NADPH + H~* ——MP 2GSH + NADP

ii) Antioksidan Bilesikler:

Bu antioksidan savunma enzimatik olmayan molekiiller
tarafindan saglanir,

Vitamin C (Askorbik asid): Askorbik asit, bir indirgeyici ve
antioksidan ajan olarak, Oz, "OH ve cesitli lipid hidroperoksidleriyle
dogrudan reaksiyona girer. Buna ek olarak, yukseltgenmis vitamin

E'nin antioksidan 6zelliklerini yenilemesi en énemli fonksiyonudur
(33, 34, 52, 72).

Vitamin A (Karotenoidler): Karotenoidler serbest radikalleri
ve bagta singlet oksijen olmak uzere, reaktif oksijen turlerini
temizleyerek lipidleri peroksidasyona karst korurlar. Ozellikle ksantin
oksidaz sisteminin olusturdugu lipid peroksidasyon {tirtinlerini
yakalayarak etkili bir biyolojik antioksidan roli oynar (52)

Glutatyon (GSH) : O2 *, H202 ve "OH gibi bircok elektrofilik ve
yukseltgeyici bilesikle etkilesime girerek etkili bir indirgeyici gdrevi
gorur. Redikte glutatyon dogrudan sUperoksid anyonu, hidroksil
radikali ve cesitli organik radikaller ile reaksiyona  girip
yukseltgenebildigi gibi, vitamin A gibi cesitli antioksidanlarin
- yukseltgenmis formdan indirgenmis forma gecmesinde gbrev alarak
antioksidan etkinlik gésterir (52, 73}.

Diger antioksidanlar : Urik asit, bilirubin, transferrin,
ferritin, seruloplazmin, selenyum ve Vitamin E diger Onemli
antioksidanlardir

Vitamin E

Vitamin E (vit E) dogada en yaygin olarak bulunan lipidde
eriyebilir antioksidandir. {zomerleri icerisinde a-tokoferol antioksidan
aktivitesi en yUksek olamdir. Tim hiicre lipid membranlarinda,
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htcre i¢i organellerden membran lipid igerigi fazla olan endoplazmik
retikulum ve mitokondri membranlarinda bol miktarda bulunur, (12,
33,52),

a-Tokoferol merkezi ve periferal sinir sistemlerinde esit bir
dagihm géstermemektedir. Medulla, spinal kordon ve serebellumda
diger bolgelere gore, daha az miktarda vit E bulunmaktadir. Vit E’nin
ndérolojik rolu ilk olarak 1928'de tespit edilmistir (74). Kronik vit E
eksikligi spinoserebellar dejenerasyonun yanminda; halsizlik, ataksi,
proprioseptif kayip, refleks zayiflamasi, retinal pigmentasyon, goz
hareketlerinin bozulmas: (ophthalmoplegia) ve miyopati gibi bircok
fonksiyon bozukluguna yol acmaktadir. Ancak ¢ogunlukla emilim
bozuklugu sonucu gelisen bu hasarlarin, vit E verildiginde buyiik
oranda  dlzelme kaydettigi gdzlenmistir (75,76,77).  Yapilan
deneylerde vitamin E eksikliginin insanda bilateral olarak P100
latensini uzattigi gézlenmis ancak, tedaviden sonra latenslerin
dustigy, gérme keskinlifinde ise herhangi bir degisikligin olmadig:
gozlenmisgtir (76,78).

Vit E'nin biyolojik membranlarda serbest radikal hasarnimn
ilerlemesini engelleyen zincir-kiran antioksidan fonksiyonu bircok
calismada gdsterilmistir (32,33,34). Vit E, plazma lipoprotein-
lerindeki ve biyolojik membranlarin fosfolipidlerindeki poliansature
vag asitlerini (PUFAs) koruyan gucli bir peroksil radikali
temizleyicisidir. Lipid hidroperoksidlerinin yukseltgenmesiyle olusan
peroksil radikalleri (ROO*), PUFA’ lardan (RH) 1000 kat daha hizh bir
sekilde vit E (Vit E-OH) ile reaksiyona girmektedir (34). Tokoferoltin
fenolik hidroksil grubu organik peroksil radikali ile reaksiyona
girerek, organik hidroperoksid ve tokoferoksil radikali olusturur:

ROO" + Vit E-OH ——» ROOH + Vit E-O°

Béylece, vit E lipidlerin otooksidasyonunu engelleyerek zincir-kiran
bir antioksidan fonksiyonu Ustlenmektedir.

Membranlarda olusan tokoferoksil radikali (Vit E-O") lipid cift
tabakadan cikarak sivi kisma gecer. Burada, vitamin C veya diger
indirgeyicilerle (AH) reaksiyona girer. Vitamin C yulikseltgenirken
kendisi indirgenmis haline déner;

Vit E-O* + AH ———>  VitE-OH+A'

Yukseltgenen vitamin C daha sonra metabolik sureclerden
gecerek indirgenir. Bu olgu bir vit E dongiistine yol acarak
antioksidan aktivitenin stirekliligini saglar (33, 52)

Doz asimi durumunda vit Enin in vivo herhangi bir yan
etkisine rastlanmamistir. Ancak bazi in vitro deneylerde, diisuk
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yogunluklu lipoprotein (LDL)lerin oksidasyonuna vyol agtd
bulunmustur (79).

II. Sekonder Savunma

Sekonder savunmanin temel gbrevi oksidan stresin yarattig:
hasarli ve fonksiyonu bozulmus cesitli yapilart ortadan kaldirarak
hicrede birikmesini engellemektir. Baslica; lipolitik ve proteolitik
enzimler olmak Uzere iki gruba ayrilir (52, 80).

2.4. NITRIK OKSID

Ik olarak 1987 yihnda Furchgott ve arkadaslari, daha énce
endotel kaynakl vazodilatér faktér olarak bilinen ve kan
damarlarinin gevsemesine sebep olan gizemli molektiliin nitrik oksid
(NO) oldugunu ortaya cikarmuslardir (81). Nitrik oksit endotelyal
hucrelerde, glialarda ve bazi néronlarda nitrik oksit sentetaz {NOS)
tarafindan L-arginin amino asidinden sentezlenen paramagnetik bir
molekul ve suda eriyebilen bir gazdir.

0
L-arginin ., NO + L-sitrtillin
NOS
Nitrit (NOy)
Nitrat (NO; )

Sitrullinin hiicre iginde kalip, NOS tarafindan substrat olarak
kullanilmak Uzere tekrar arginine déniistiiriildiigd, bunun yaninda
substrat saglamak icin argininin transport mekanizmalari ile hiicre
icine tasindigr saptanmistir (82).

Ktgik bir moleklil olan NO’nun plazmadaki biyolojik aktif
konsantrasyonunun 1-100 nM arasinda degistigi ve 3-10 snlik bir
yart 6omrd oldugu tespit edilmistir (83, 84, 85) Ayrica NO'nun
viruslere diffizyonla kolayca girdigi ve hemoglobin, metilen mavisi ve
stperoksid anyonuyla kisa stirede nétralize edildigi bulunmustur.

NO'nun etki mekanizmas: ve kademeleri Sekil 2.6 da
gosterilmistir. Nitrik oksidin en iyi bilinen effektérleri guanilat siklaz
ve cGMP olmasina ragmen, G proteinleri, c¢esitli enzimler,
transkripsiyon faktérleri, tasiyicilar (transporter) ve iyon kanallari da
hedefleri arasinda yer almaktadir (82).
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Diger hicreler

CGMY‘@
Dentrit
? ’—\{

Arginin

NADPH MADP  sitruiin

$ekil 2.6. Merkezi sinir sisteminde NO'nun etk mekKanizmas (82)
(Glu:Glutamat)

Vlcutta NOS'un iki izoformu bulunur: induklenebilir NOS
(INOS) ve yapisal (constitutive) NOS (cNOS). Yapisal (¢)NOS da,
endotel NOS (eNOS) ve néronal NOS (nNOS) olmak tizere ikiye ayrilir.
INOS kalsiyumdan bagimsiz olarak aktive olurken, ¢cNOSun aktif
olmast i¢in Ca*? konsantrasyonunun artmasi gerekmektedir (82)

NO yapiminda gérev alan nitrik oksid sentaz (NOS) enzimi, L-
argininin ugctaki guanidin grubunu NOya dénustirir (Sekil 2 6).
Tum NOSlar homodimeriktir ve her monomerde rediktaz ve
oksijenaz protein grubu (domain) igerirler. Reduktaz grubu NOSun
kofaktérleri olan FAD, NADPH ve FMNYyi baglarken, oksijenaz grubu
ise hem ve tetrahidrobiopterin (BH4)1 baglamaktadir. Bu iki grup da
kalmodulin araciligiyla biribirine baglanir. Bu reaksiyon sirasida o-
hidroksil-L-arginin ara bilegigi olusur. Ayrica NOS, substrati son
urunler olan NO ve L-sitriilin'i oksidize etmek i¢in molekuler oksijeni
kullanir (10, 83, 85). NOS’un L-N G —-monometil —arginin (L-NMMA), N
G —nitro-L-arginin- metil ester (L-NAME) ve N & -nitro-L-arginin (L-
NNA) gibi kompetitif inhibitérleri vardir

Induiklenebilir () NOS sentezi, bakteriyel lipopolisakkaridlerin
(LPS) veya sitokinlerin (IL-1, IL-2, TL-6, TNF) immtin hicrelerinin,
ozellikle makrofaj ve diger hiicrelerin (endotel hicreleri) ylizeyindeki
reseptorleri uyarmasi ile aktif Hale gelir. Bu enzim, biitiin izoformlar:
icin gerekli olan kalsiyum ve kalmodulini icinde barindirdigindan
sentezlenir sentezlenmez aktif hale gelir. iINOS’un uyarilmasindan
sonra salinan NO hedef hiicrelere diffiize olup, o hucrelerdeki
enzimlerin  demir-s{ilfiir merkezleriyle birlesir Bu reaksiyon,
mitokondrinin solunum zinciri enzimlerini ve DNA sentez enzimlerini
inhibe ederek, viral ve bakteriyel istilacilarin, ayni zamanda hticrenin

kendisinin de élimiine sebep olur (10, 83)
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Endotel (e} NOS vaskiiler endotelyumda bulunan yapisal bir
enzimdir Damarlarn kolinerjik stimillasyonu, intraseliiler serbest
kalsiyum konsantrasyonunu arttirarak, eNOS™u aktif hale getirir
Olusan NO, diffuzyon ile diiz kaslara gecerek duiz kaslarn
gevsemesini saglar ve platelet agregasyonunu inhibe eder Kisa sureli
bir etkisi vardir (10, 83).

Enzimin Ug¢uncll izoformu olan néronal {n) NOS, eNOS gibi
yapisal bir enzim olup merkezi sinir sistemindeki (MSS) ve otonom
sinir sistemindeki bir¢ok néronda bulunur., nNOSun beyinde
6grenmeyl ve hafiza olusumunu dlzenledigi ve nérodejeneratif
hastaliklarda rol oynadig bildirilmistir (10, 81, 83).

NO'nun Paraventrikiler g¢ekirdekte (PVN) kortikotropin-
salinma hormonu (CRH)nun salgilanmasimi  kontrol  ettigi
gosterilmigtir (46, 83) NO, sadece bir¢cok hipotalamik peptidin
salinmasini uyarmakla kalmayip, inhibitér ndrotransmiter olan
gamma amino butirik asid (GABA)In de salinmasini uyarmaktadir
Buna ek olarak NO, medial bazal hipotalamustan norepinefrin ve
dopamin salinmasini da inhibe etmektedir (83).

Nitrik oksid ile ilgili yapilan ilk calismalarda, NO'nun serbest
bir radikal oldugu, oksijen varhginda NOy ve NOsz gibi cesitli nitrojen
turleri (RNOS) olusturdugu ortaya konmustur (Tablo 2 4)
Otooksidasyondan olusan bu reaktif turlere ek olarak NO'nun oksijen
radikalleri ve stiperoksitle reaksiyona girip, giiclu bir oksidan olan ve
olusturdugu da saptanmistir (Tablo 2.4). Dolayisiyla NO'nun
olusturdugu serbest radikallerin lipid peroksidasyona yol acarak
hiticre dlumlerine neden olabilecegi ileri surGlmustar (12, 13, 14)
Nitekim, deneysel c¢alismalar NO’nun NMDA reseptdr-aracili
élimunde de yer aldifini gdstermistir. Yine yapilan deneylerde, spinal
kord travmasindan sonra dorsal boynuz néronlarinda yiksek
diizeyde NOS’a rastlanmistir. NOS’un inhibisyonu kesilen aksonlarda
motondronal  6limu  azaltmaktadir. Bu  sonucglar NOnun

gostermelktedir (86).
Tablo 2.4 Eglenmemis elektron Reaksiyonu: NO, lipid, oksijen ve thiol radikallerinj temizler (15).

(DLOO* + “NO ~—~ LOONO

(2)0: + *NO ——> [ONOO ] —> NO;
(3) "OH + "NO—> [HONO]—/> NO,
(4)GS* + “NO —> GSNO

(5) Peptid-CYS® + 'NO ——> peptid-CYSNO

Son yillardaki calismalar ise, NO'nun antioksidan oldugunu,
beyin néronlari yaninda endotelyal hepatik, retinal, gastrik ve




kardiyak hucrelerinde oksidatif hasar1 engelleyerek hiicreleri
korudugunu ortaya koymustur.  Nitropirosid disindaki NO
donorlarinin, ferrous sitrate, thiyl-demir ve hemoglobin gibi demir
komplekslerini bagliyarak fenton tipi reaksiyonlar: inhibe ettigi ve
hidrojen peroksitten OH olusmasini engelledigi gosterilmistir OH
kisa Omurll olmasina ragmen, sitotoksik serbest radikalleri
olusturan zincir reaksiyonlarini tetikleyen giiclil bir radikaldir Ayrica
NQO, siperoksit anyonu ve OH radikallerini nitrat ve nitrit gibi
nonradikal forma cevirir (Tablo2 4). Ancak hiicre kultirlerinde nitrit
ve nitratin ¢ok fazla birikmesi oldukca toksik etkilere sahiptir Zira
bu NO donorlarinin hiicrede depolanmasi, tirosinin nitratlanmasina
neden olarak hucre Slimlerine neden olabilirler Diger yandan, NO
thiol radikallerini (GS ve CYS) aktif S-nitrosothiollere cevirir, Yari
6mrt olduk¢a uzun olan GSNO'nun GSH'dan 100 kere daha kuvvetli
bir antioksidan oldugu, ONQO- yu detoksifiye ederek nitrata
déntistirdiiglt bulunmustur, ayrica GSNO'nun demir bilesiklerinin
indukledigi fenton reaksiyonlarini baskilayarak lipid peroksidasyonu
engelledigi gézlenmistir (Sekil 2 7) (15, 16).
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Sekil 2.7 Antioksidatif GSNO yolag (16)

Bu karsit bulgular nitrik oksidin iki tarafi keskin bir kili¢ gibi
degerlendirilmesine neden olmustur NO'nun farkh etkilerinin
NOS’un izoformlarindan kaynaklandigini veya oksidatif stres, reaktif
oksijen arabilesiklerinin olusmasi ve antioksidan sistemin yetersiz
kalmas: gibi durumlarda ortaya ¢ktigini iddia eden gortsler
bulunmaktadir (10, 18):

i) eNOS tarafindan sentezlenen NO’nun fizyolojik etkilere sahip,
oldugu, buna karsin iNOS ve nNQOS aracihgyla sentezlenen NOnun
patolojik olabilecegi ileri stirtlmuistur (10)

1)) NO'nun etkileri arasindaki farkin bu molekiiltin farkli redox-
iligkili tlrlerine ve farkh kimyasal aktivitelerine bagh oldugu iddia
edilmistir. NO fizyolojik ortamda bir serbest radikal olan nitrojen
monocksid (NO) veya nitrozonyum katyonu (NO*) formunda bulunur.
Bu goruse gore, eger dokuda NO® olusumu daha baskin olursa nitrik




oksid nérotoksik bir etki; fakat, ortamda NO* olusumu daha fazlaysa
noroprotektif bir etki gostermektedir. Nitekim, nitrozonyum
katyonunun NMDA reseptérlerini nitrozilleyerek ve inaktif hale
getirerek, NMDA-aracili nérotoksisiteyi inhibe ettigi gdsterilmistir (18,
19).

i) NO'nun oksidatif etkisinin farkll nitrik oksid donérleri
kullanmaktan kaynaklandigi ve bunlann bazilarinin  fizyolojik
kogullardaki nitrik oksid salinmasini temsil edemeyecegi ileri
surilmuistur (11, 87).

Bunlara ek olarak, NO'nun iki farkl etkisinin kosullara bagh
oldugu, NO'nun, 'O2nin artti@i patolojik kogullarda radikal gibi,
normal fizyolojik kosullarda ise antioksidan gibi davrandig
vurgulanmstir (Sekil 2.8). Bu etkisinin NO ile Oz arasindaki oranla
ifade edilebilecegi, bu oranin birden kuigik olmasi durumunda
NO'nun oksidan, bire esit ve buylik oldugu kosullarda ise
antioksidan gibi davrandig: gorilmustar (11, 13, 17, 18)

(o]

" sop u

sksidasyon Wo O ——% HaOo (Fe? ¥ Jheme

\> 'CONO‘// / ( Eﬁgﬁ
o Y EY 0 \
N l T NO NO

= mgtal  d——-— (Fe=Ojheme
hemeprotey
sikarns

WO Oksidanlar
NO MOy 4————————— Fe=0 Fe(Hz0:) CH

NG

F .

. i
DNA oksidasyonu

L

yf ‘\BOH

p Q2

O .
LCONQ 4—8—— 1O Lipi¢
Zincirin Sonlanmast Iipid Percksidasyon

Sekil 2.8. NO'nun koruyucu etki mekanizmas: (11)

Nitrik oksid gorsel sistem de dahil, insan fizyolojisinin hemen
her sisteminde rol oynamaktadir Yapilan cahsmalarda, farklh
memelilerin retina horizontal, amakrin ve ganglion hticrelerinde
nNOS bulundugu belirlenmistir Bunun yaninda insan retinal
dokularmin da yapisal NOS ve iNOS’un mRNA’larini sentezleyebildigi -
belirlenmistir (18)

NOnun fotoreseptérlerde, 151k cevaplarinin modifikasyonu ve
fotoreseptdrierden bipolar ve horizontal hiicrelere sinaptik iletimin
modtlasyonu gibi iki fonksiyonun oldugu ileri strtilmektedir (18, 19}
Dis segmentlerde, 151k uyarani sonucu olusan Ca*?

konsantrasyonundaki dusty, partikuler guanilat siklaz (PGC)1in
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aktivasyonuna yol acar pGCnin aktivasyonu kalsiyvum baglayic:
protein (CaBP) tarafindan dilzenlenir GTP’den ¢cGMP olusmas 1s13a
baglh cevabin yenilenmesini saglar. I¢ segmentlerde, Ca*2

konsantrasyonundaki artis ve kalmodulin (CaM)in etkisiyle NOS aktif

hale gelir Sonucta olusan NO’nun ¢6zlnebilir (soluble) guanilat
siklaz (sGC)in wuyarilmas: ve fotoreseptérdeki sinaptik iletimin
modulasyonu gibi bir¢ok etkisi vardir (Sekil 2.9).

Dig gegment

cGMP-kapili
kanallar z

<GMP

Dif segment protein
lerinin ADP-ribozilagyonu]

i¢ segment

Fotoreseptdrdeki
sinaptik salimrun
Modulasyonu

Horizontal huerelerdeki
yan-gap-junction kanallanmn
kontrola

Bipolar hilorelerdeki
GC aktivasyonu

Jekil 2.9. NO’'nun fotoreseptérdeki etki mekanizmasi {19)

NO’nun komsu hucrelere diffuzyonu bipolar htcreleri

etkileyebilir (GC aktivasyonu) veya horizontal hucrelerdeki yari-gap-

junction kanallarini kontrol edebilir. Bunun yaninda, dis segmentlere

diffize olup dis segment proteinlerinin  ADP-ribozilasyonunu
uyarabilir (19). Nitrik oksid, gorsel sistemin tiim yolaginda ver
almaktadir. Histolojik calismalarda dLGN’ta ve kortikal bolgelerin
tim tabakalarinda NOS aktivitesine rastlandig: bildirilmistir (18).
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Yapilan bazi ¢ahsmalarda, NO*un retinada NMDA-kaynakl
akimlar1 dugurdigli ve néroprotektif bir etki gosterdigi bildirilmistir
(19). Diger yandan, baska bir grup arastirict nNOSun retinadaki
ekzitotoksisitede Snemli bir rol oynadifini, buna karsin eNOSun
herhangi bir etkisinin olmadifini ortaya koymuslardir {88). Bunun
yamnda, NO'nun dejeneratif retinal hastaliklarda ve retinal iskemide
patofizyolojik bir rol uUstlendigi ve anlamli olmamakla birlikte VEP
latensini uzattigy gézlenmistir (20,89)

1

ETpve

2.5. GORSEL SISTEM ve GORSEL UYARILMA POTANSIYELLERI
2.5.1. Gorsel Sistem

Gorsel sistem duyu sistemlerinin en kompleks olanidir. Gorsel
sistemde bilginin islenmesi retinada baslar. Tunica nervosa da
denilen retina, gbéz yuvarlagmin arka tarafindaki en i¢ tabakayr
olusturur. Retina renkli gébrmeden sorumlu koni hticrelerini ve temel
olarak karanhkta gdrmeden sorumlu ¢ubuk hitcrelerini (basiller)
icermesi nedeniyle gézun isifa duyarll bélimudiir. Gérmenin néral
yolag ¢ubuk ve koniler ile baglar. Bu fotoreseptérler birbirleriyle ve
ikinci diizeydeki néronlarla etkilesime girerek gérsel bilgiyi optik sinir
aracihgiyla lateral genikulat gekirdege (LGN), oradan da ilgili beyin
bdlgesi olan gorsel kortekse ileten yapilardir (39, 90)

Retinada koni ve ¢ubuklar gibi gérme reseptérlerinin disinda
Bipolar, horizontal, amakrin, ganglion hticreler olmak tizere 4 cesit
noron bulunur (Sekil 2.10) Fotoreseptdrler bipolar hiicrelerle sinaps
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Sekil 2.10. Retinanin li¢ niikleer tabakasi ti¢ temel fonksiyonel néron sinifi
olusturur; dis nitkleer tabakada fotoreseptérler, i¢ niikleer tabakada internéronlar
ve ganglion hiicre tabakasinda ganglion hiicreleri Dis pleksiform tabakada
internéronlar kendi aralarinda sinaptik baglanti yaparken, i¢ pleksiform tabakada
bipolar, amakrin ve ganglion hiicreleri baglant: yaparlar (90}
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kurmuslardir. Bipolar hiicreler de retinanin bir bolimunden diger
bohimlerine yatay olarak bilgi aktaran horizontal hlicreler ve ganglion
hiicrelerle sinaps yapmuslardir. Amakrin hiticreler ise, bipolar ve
ganglion htuicreler ile sinaps yaparlar. Fotoreseptdrler 15181 absorbe
eden pigmentler icerirler (Sekil2. 10).

Retinada biri basillerde (rodopsin) digerleri konilerde olmak
lizere dort farkl: fotopigment vardir. Her fotopigment, opsin denilen ve
bir kromofor (chromophore) molekulil baglayan integral proteinlerden
birini icerir. Fotopigmentin asil 1s18a duyarli kismi olan kromofor, bir
vitamin A varyanti olan retinal’dir. Retinal’e gelen 1s181 filtre eden
opsin her fotopigment ic¢in farkhdir Bu farkli opsinler
fotopigmentlerin gérunur spektrumun farkhh kisimlarinda 1513
absorbe etmelerini saglarlar (39, 90, 91, 92).

Genel olarak fototransdiiksiyon birka¢ asamadan clugur (93):
Isigin emilmesi rodopsindeki 11-cis retinali all-trans
konfigurasyonuna cevirir {52} Aktive olmus rodopsin (metarodopsin
1) cGMP fosfodiesteraz (PDE)1 aktif hale getiren G-proteinini
(transdusin} etkin hale getirir. (94) Bu enzim siklik GMP’1 hidrolize
ederek konsantrasyonunu digurir. (95) cGMP kapili kanallar (Na* ve
Ca*?) kapanir ve  fotoreseptér  hiperpolarize  hale  gelir,
Hiperpolarizasyon f{otoreseptériin ucuna pasif olarak iletilir ve
hlcreden nérotransmitter salinmasini dusurir. (33) Daha sonra
kalsiyum  kanallarimin kapanmasi nedeniyle sitozolik Ca*
konsantrasyonundaki dusus, kalsiyuma duyarh proteini
aktiflestirerek, guanilat siklaz (GC)’a baglanmasina ve daha fazla
cGMP duretilmesine neden olur (Sekil 2.11). Bu da Na* ve Ca*2
kanallarinin  tekrar agilmasinmi saglar. Bdylece htucreler tekrar
dinlenim durumuna déner (39, 96).

cGMP fosfodiesteraz
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Sekil 2.11. Cubuklarin 1318a adaptasyonunda Ca*? —duyarli protein, guanilat
siklaz ve kalsiyumun roli {90).

Bu sekilde olusan sinyallef en son iki tip oldufu saptanan
ganglion hicrelerine ulasirlar. Bunlardan ilki farkl tiirde konilerden




gelen yanitlan toplayan, hareket ve (i¢ boyutlu gérme ile iliskili olan
bliyldk ganglion hiicreleri (Magno=M), ikincisi ise renk, yap: ve ince
detaylarla ilgili olan kii¢lik ganglion hiicreleri (Parvo=P)'dir (39, 41,
97). Bu ganglion hticrelerinin aksonlar optik sinir liflerini olusturur
ve retinadan aldiklari impulsu merkezi sinir sistemine iletirler
Retinanin nazal yarnmlarindan gelen lifler optik kiazmada

caprazlagsarak, temporal yarimdan gelen lifler ise optik kiazmada " g
caprazlasma yapmadan dorsal lateral genikilat niikleus'a (dLGN) ;1 A
girerler ve sinaps yaparlar. Bu nitikleus alti ntikleer tabakadan =

olusmustur. 2 3 ve 5'inci tabakalar sinyalleri retinanin temporal
bélgesinden alirken 1, 4 ve 6'nci tabakalar sinyalleri karsi gdziin
nazal retinasindan alirlar (92) Ayrica LGNda P hucrelerinden
sinyalleri alan parvoseliler (3 ve 4 Uincl tabakalar), M hiicrelerinden
sinyalleri alan magnoseliiler tabaka (1 ve 2'inci tabakalar) ve bu iki
tabaka arasinda kalan muhtemelen dendritleri parvoseliler tabakaya
uzandigl icin, P hucrelerinden sinyaller alan interlaminar tabaka
olarak kabaca Ug bélge ayirt edilir (Sekil 2.12) (41, 92, 98)

lagmos eltler yol /
(14 kanal) Y Parvoseliiler yol

’
Frimer ghrse] korteks
17 alan

Sekil 2.12. Lateral genikulat niikleus; gérsel bilginin iglendigi temel
subkortikal bdlgedir (90)




1) Optik traktusun gorsel bilgisini, optik radyasyon
(Genikulokalkarin traktus) yolu ile gérme korteksine iletmek.

2) Gorsel bilgi sinyallerinin ne kadarinin kortekse gececegini
kontrol etmek. Bu isi yaparken iki temel kaynaktan sinyal alir. ilki ,
primer gérme korteksinden lateral genikilat'a uzanan kortikofiigal -
lifler, ikincisi ise mezensefalon'un retikiler alanlarindan gelen lifler
Bunlarin uyanimi ile dLGN goérsel bilginin kortekse gegisini kontrol
eder.

Dorsal lateral genikulat nikleus’tan c¢ikan goérsel bilgi
sinyalleri optik radyasyon yolu ile oksipital lobun kalkarin
bolgesindeki primer gérme korteksine ulasir. Bu bélge alti tabakadan
olusmustur. dLGN'tan gelen aksonlar genellikle 4 Uncu tabakada
sonlanir Bu tabakada a, b, c-alfa, c-beta olmak Uzere 4 farkh
katman ayirt edilir. dLGN'un parvoseliler tabakasindan gelen
aksonlar katman 4c¢'nin derin bélgelerinde sonlanirken, magnoseluler
tabakadan gelen aksonlar ise genellikle daha yuzeyel bélimlerinde
sonlanir (41). Yine dLGN'daki interlaminer alanlardan gelen aksonlar
ise, bu bolgede mitokondrial bir enzim olan sitokrom oksidaz't bol
miktarda igeren ve renk damlalar1 (blob'lar} adi verilen bélgelerde
sonlanirlar. Primer gérme korteksinde yer alan bu boélgenin renkli
gérme ile iligkili oldugu tesbit edilmistir (99, 100). Bunlara ek olarak
gbrme liflerinin beynin farkhi bélgelerine (Sekil 2.13): (1} Sirkadyen
ritmin kontrolinu saglamak uzere hipotalamusun suprakiazmatik
nukleusuna, (2) Gézin odaklanmas: ve gbz bebeginin 1sik refleksini
saglamak icin pretektal g¢ekirdeklere, (3) Iki gdziin hizli dogrusal
hareketlerini kontrol etmek igin stiperior kollikulusa, (4} Viicudun
bazi davranigsal islevlerini kontrole yardim etmek icin talamusun
ventral lateral genikiilat nuikleusuna gittigi gosterilmistir (92).

A Lateral genilnidat § Bblzesel hiGicreler C Lokal bilgi alagive qlasiar
nikleustan gelen girdiler
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Sekil 2.13. Primer gérsel korteksin farkli anatomik tabakalari, girigleri ve
¢ikiglar: Parvoseliller (P), magnoseliiler (M) ve interlaminar (I} (90).




Diger duyusal sistemlerin kortikal temsilinde oldugu gibi
gérme korteksi de primer ve sekonder olmak uzere ikiye ayrilir.

Primer gorme korteksi : Primer gbrme korteksi kalkarin
fissur alaninda her bir korteksin medial bélumiinde oksipital kutba
dogru uzanir. Bu bélge Brodmann'in 17'inci kortikal alam ile aym
yverdedir ve 1 gdrme alani ( V-1 ) olarak adlandiurilir. Ayni zamanda
cizgili gériintistinden dolay: striat korteks de denir (92, 100).
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Sekonder gorme korteksi : Bu alana gfrsel asosiyasyon
alanlar1 da denir. Primer gérme korteksinin lateral, anterior, stiperior
ve inferiorunda uzamr Gorsel anlamlarin analizi i¢in primer gbérme
korteksinden gelen sinyallerin iletildigi alanlardir. Primer gérme
korteksini ¢epegevre saran Brodmann'in 18'inci alani 2.gérme alani
(V-2) olarak adlandirihir. Ayrica V-3, V-4 gibi yarim duzineden fazla
uzak sekonder gérme alanlar vardir (92, 100).

2.5.2. Gorsel Uyarilma Potansiyelleri

-
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Belirli bir uyarana cevap niteliginde ortaya ¢ikan ve beyinden
kaydedilen, olculebilir elektriksel buytkluge “Uyarilma Potansiyeli”
veya kisaca EP adi verilmistir EP'ler genellikle uyaranin cinsine gore
siniflandirilmaktadirlar.

Ilk kez 1934 vihnda Adrian ve Matthews tarafindan
tanimlanan gdrsel uyarilma potansiyelleri (VEPs} herhangi bir gérsel
uyari ile olusturulan EP'lerdir (101) Tek bir EP kaydi, uyarumin
beynin elektriksel aktivitesinde ortaya c¢ikardigns degisiklikler ile
beynin spontan aktivitesinin (EEG)} toplamindan olusmaktadir Tek
bir UP deki dalga ve zirvelerin hangisinin uyarim sonucu meydana
geldigini anlamak ¢ogu zaman mimkin olmadigindan, EEG'nin
temizlenmesi ve yalnizca uyarima iligkin yanit potansiyellerinin elde
edilmesi gerekmektedir. Bu sorun, uyarilma potansiyellerinin EEG
zemin aktivitesinden ayrilmasina olanak veren klasik ortalama
yonteminin ilk kez 1954 yilinda Dawson tarafindan bilgisayara
uyarlanmasiyla ¢ézulmustir (102)  Bilgisayar  teknolojisinin
gelisimine paralel olarak, VEP'ler goérsel sistem fizyolojisinin
anlasilmasi ve girsel yollardaki patolojilerin teshisi icin siklikla
kullanilmaya baslanmistir. Bugiin VEP'ler optik sinir hastaliklarinin,
kornea lezyonlarmin, renk koérltigtinun ve alan bozukluklarinin
teshisi gibi birgok gorsel sistem patolojisinin belirlenmesinde énemli
bir rol oynamaktadir (23, 24, 25, 26, 27).

Gorsel sistemin elektrofizyolojik bir 6l¢iimu olan VEP'lerde gérsel
uyaran olarak kisa stlireli ve degisik siddetlerde 1s1k (flag) veya sekilli




‘kaydedilen potansiyellere Flas Uyarilma Potansiyelleri (FVEP) denir. -
Sekilli uyaran olarak genellikle TV ekraninda olusturulan siyah beyaz
karelerden meydana gelen dama tahtas: seklinde uyaranlar kullanilir.

Bu sekillerin doénustmlil olarak yer degistirmesi ile kaydedilen
potansiyellere Patern Degismeli Gorsel Uyarima Potansiyelleri (PR-
VEP) denir. Gorsel uyarimi takiben ortaya ¢ikan dalgalar negatif (N)

ve pozitif (P) olarak gdsterilmektedirler. Gérsel uyarilma potansiyelleri
ortaya ¢ikig zamanlarina gére, U¢ gruba ayrilarak incelenmistir {103)

Gorsel uyaran izleyen ilk 10 msn'lik stire i¢inde olusan dalgalara
"kisa latensli (erken) VEP" ler, gérsel uyarandan sonraki 10 ile 50
msn icinde olusan dalgalara "orta-latensli VEP" ler, 50 ile 300 msn
icinde olusan dalgalara da "uzun latensli VEP" ler denir (Sekil 2 14).

insan gbrsel wuyarilma potansiyellerinde ¢ok sayida bilesen
tanimlanmistir (103). En iyl siuflandirma; Halliday ve arkadaslan
tarafindan (103) yapilmistir. Dalgalarin tepe latensleri ve tepeden
tepeye genlikleri kullanilan uyar turtine goére farkliliklar gdsterir.

Flas uyarilarla kaydedilen VEP'lerde latensler daha kisa, genlikler
daha yuksektir. Kullanilan uyaranin tdrtiinden baska verilis sikhig,
stiresi, siddeti, elektrotlarin verlesimi, yas, cinsivet, vicut sicaklig
(74, 103, 104) gibi faktérlerde latens ve genlikleri etkiler.
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Sekil 2.14. Gérsel uyarilma potansiyeli ve bilesenleri.

Yapilan ¢alismalarda, VEPlerin P1 bileseninin 17. alanin derin
tabakalarindan kaynaklandigi ve tabaka IVteki depolarizasyon
(EPSPs) sonucu ortaya ¢iktigi tespit edilmistir. N1 bileseninin ise
genikulokortikal girislerin 4  tabakadaki satellat hicrelerini
depolarize etmesi sonucu ortaya c¢iktigi belirlenmistir (106,107).
Bununla  birlikte, P2 bileseninin  GABA-aracilt  yuzeysel
hiperpolarizasyonu (IPSPs) vansittig: ileri striilmektedir (107).Diger
yandan, N2 ve N3 bilesenlerinin yine yuzeysel kortikal tabakalardan
kaynaklandigi belirtilmistir N3 jeneratérlerinin yilizeysel tabakalar

uyaranlar kullanilir Flas 1s18imin kisa arahklarla tekrarlanmas: ile




boyunca dik olarak yayildigt ve bu bilesenin, govdeleri derin
tabakalarda bulunan néronlarin apikal dendritleri boyunca olusan
depolarizasyonu yansittif ifade edilmistir(108).

Klinik calismalarda PR-VEP'ler tercih edilmektedir. Cunkt bu
potansiyeller goérsel yol lezyonlarim gostermede daha duyarh olup,
denekler arasinda cok fazla degiskenlik gdstermezler. Ayrica, gorsel
sistemin temel fonksiyonlarindan biri de, karsithklan ve sirlarl
analiz etmek oldugundan, sekilli uyaranmn baz &zellikleri
degistirilerek daha fazla bilgi elde edilebilmektedir. PR-VEPler
insanda temel olarak fovea ve konlarin aktivitesini gdstermektedir
(28). Ancak, PR-VEPlerde yaklagik 100 ms latenste olusan P100
bileseninin optik néropatilerde, retrobulbar néropatilerde ve multipl
sklerozda (27, 74) daha klinik semptomlar ortaya ¢ikmadan uzamast,
bu hastaliklarin erken teshisi yontinden dnemli bir parametre olarak
kabul edilmesine yol acmistar,

Flas uyarillma potansiyelleri insanlarda nadir kullamlmasina
karsin, hayvanlarda tercih edilen bir yéntemdir. Ozellikle siganlarin
gorsel sisteminin, insanlarnkine benzemesi nedeniyle, sicanlardan
kaydedilen VEPlerin toksik ajanlarin insan saghgt uzerine olan
olumsuz etkilerini yansitmada iyi bir model oldugu saptannustir (28,
109). VEPlerin nérotoksik caligmalarda kullamlmast, ilk olarak
karbonmonooksid'in (CO) merkezi sinir sistemine etkilerinin
incelenmesi amaciyla baglamistir. Bugun bilinen 36 adet nérotoksik
maddenin VEP'leri etkiledigi tesbit edilmistir. Bunlarin igerisinde

kursun, kadmiyum, karbondistilfid, CO, civa, toluen gibi nérotoksik
ajanlar yer almaktadir (24, 25, 109, 110} Bunun yaninda VEPIn
yaslanmayla birlikte gdrsel sistemde olugan degisiklikleri de yansittigl
bildirilmistir. Yaslanmayla birlikte VEP latenslerinin uzacig ve gorsel
bilginin iletiminin yavagladig: gézlenmistir(35).




GERECLER VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakultesi Biyofizik, Fizyoloji ve
Biyokimya laboratuvarlarinda gerceklestirilen bu calismada 3 aylik
120 adet disi albino sican kullanilmistirz. Sicanlar herbirinde 10’ar
hayvan olmak lizere 12 esit gruba bélinmustur. Boylece;

1. Kontrol grubu (K)

2. L-NAME alan kontrol grubu {KL)

3. Vitamin E alan kontrol grubu(KE})

4. Soguk strese maruz birakilan grup (S)

S. Soguk strese maruz birakilan ve L-NAME alan grup(SL)

6. Soguk strese maruz birakilan ve Vitamin E alan grup (SE)

7. Hareketsizlik stresine maruz birakilan grup (H}

8. Hareketsizlik stresine maruz birakilan ve L-NAME alan
grup (HE)

9. Hareketsizlik stresine maruz birakilan ve Vitamin E alan
grup (HL)

10 Hareketsizlik ve soguk stresine maruz birakilan grup
(HS)

11. Hareketsizlik ve soguk stresine maruz birakilan ve L-
NAME alan grup (HSL)

12. Hareketsizlik ve soguk stresine maruz birakilan ve
Vitamin E alan grup (HSE)

olmak tizere 12 grup olusturulmustur.

Soguk stres Finlay ve ark. (42), hareketsizlik stresi ise Inoue ve
ark yontemlerine gdre (111) gerceklestirilmistir.

Soguk stres: Sicanlar 15 glin boyunca glinde 15 dakika 5
°C’lik soguk odada birakilmislardir.

Hareketsizlik stresi: Hayvanlar 15 giin boyunca orgu tel
vardimu ile glinde 3 saat hareketsiz birakilmislardir.

Hareketsizlik ve soguk stresi: Soguk ve hareketsizlik stres
modelleri birlikte uygulanmistir. Soguk stres 3 saatlik hareketsizlik
stiresinin son 15 dakikasinda uygulanmastir. -

Deney suresince;

i} KL, SL, HL ve HSL gruplarina 10 mg/kg/gin L-NAME
intraperitonal

i1) KE, SE, HE ve HSE gruplarina 30 mg/kg/glin vitamin E
intramuskuler
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ii) K, S, H ve HS gruplarma serum fizyolojik intraperitonal
olarak injekte edilmistir

15 glnlik deney slresince her kafeste birer hayvan olmak
Uzere sicanlar, ticari sican yemi ve musluk suyu ile beslenmislerdir
Bu sure boyunca gunlik yem, su tiiketimleri ve viicut
agirliklarindaki ginlik degisiklikler kaydedilmistir.

w g

24 saat achf takiben eter anestezisi verilerek gérsel uyarilma
potansiyelleri kayitlarina gecilmistir.

. %

3.1. GORSEL UYARILMA POTANSIYELLERININ KAYDEDILMESI

Gorsel uyarilma potensiyelleri hafif eter anestezisi altinda
hayvanlarin kafalarna yerlestirilen igne elektrotlar1 (NE-223S, Smm
Nihon Kohden) ile Biopac MP100 Data Acqusition cihazinda
kaydedilmislerdir. Aktif ve referans elektrotlar bregmanin 0.5 cm
arkasina ve énune yerlestirilmistir . Toprak elektrodu ise hayvanlarin

!
kuyruklari fzerine konulmustur. Flas uyarst Nova-Strobe AR &
stroboskobu ile hayvanlarin pupillalarinin  timii  aydinlatilacak E’i
sekilde 15 cm mesafeden uygulanmistir. Flag uyarisi saniyede bir -

kere ve en dusuk siddette (0.1 J) olacak sekilde ayarlanmistir.

Flasla olusturulan gérsel uyarilma potansiyelleri (FVEP} sag ve
sol goz olmak Uuzere monookiiler uyarilarak kaydedilmistir Deney
suresince flas verilmeyen diger gdz bir pamuk ve karbon kagidi
yardimiyla kapatilmistir. Bu esnada hayvanlann vicut sicaklklar:
1sitic: yardimiyla 37 ile 38.5 oC arasinda tutulmustur {104)

Cabsmada kullanilan cihazin  amplifikatérani frekans
limitleri 1 Hz-3KHz, kazanci 5000x, analiz zamani 300 ms olarak
ayarlanmistir. FVEPler 100 kez ortalama almarak kayitlanmigtir
Kayit alindiktan sonra FVEP'ler digital olarak kesim frekansi 100 Hz
olan alcak gegiren filtre ile iglenmistir.

VEP'lerin tekrarlanabilirligini saglamak amaci ile her kayit en :
az iki kez yapilmistir. izoelektrik ¢izginin Uzerindeki potansiyel :
tepeleri (pikleri) negatif (N}, altindakiler pozitif (P) kabul edilmistir.
Tepe latensleri stimulus artifaktindan itibaren milisaniye (ms)
birimiyle, birbirini izleyen ters polaritedeki dalgalarn genlikleri
tepeden-tepeye mikrovolt (V) birimiyle hesaplanmistir

a’%}— .

-

3.2. KAN BASINCI OLCUMLERi

Sicanlarin kan basinglart MP100 Data Acquisition sistemni ile
carotid arter kanulasyonu yapilarak kaydedilmistir.
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3.3. BIYOKIMYASAL YONTEMLER

Hayvanlar 1 g/kg Uretan verilerek anestezi edildikten sonra,
Kortikosteron tayini igin abdominal aortdan kan alinmistir. Bu
islemden sonra thiobarbitirik asit reaktif Urtinleri (TBARS), nitrit ve
GSH-Px élgtimleri igin beyin ve retina dokulari ¢ikarilarak deneye son
verilmistir. U¢ kez serum fizyolojikle yikandiktan sonra beyin ve
retina dokularinin bir kismi nitrit ve TBARS ¢l¢climleri igin hemen
kullanilirken, diger kismi GSH-Px analizi yapilincaya kadar Heraeus
marka D-7468 Balingen model derin dondurucuda -68 °C'de
saklanmustir Plazma érnekleri de kortikosteron tayini yapilana kadar
aynt sekilde muhafaza edilmistir.

TBARS ve nitrit i¢in ayrilan dokular EDTA'nin sodyum tuzunu
iceren potasyum fosfat tamponunda (100 mM, pH: 7.5) homojenize
edilmislerdir. Homojenize edilen dokular +4 °C ve 14.000 rpm’de 10
dakika santrifuj edilmislerdir.

3.3.1.Doku Thiobarbiitirik Asit Reaktif Uriinlerinin
(TBARS) Olciimleri

1 mil distile su iceren tipe 50 pl doku supernatant:
konulduktan sonra, 1 ml 2-thiobarbitirik asit (TBA,29 mmol/L)
eklenmistir Tup iyice karistirildiktan sonra, 1 saat sureyle 95-100°C
arasinda kaynatimistir. Numuneler sogutulduktan sonra 25 pl HCI
(5 mol/L) ve 2 ml n-blutanol eklenerek 5 dakika suresince
vortekslenmis, bu islemi takiben 3000xg’de 10 dakika santrifiyj
edilerek, bilitanol faz ayrilmistir Biitanol ekstraktinin floresansi,
eksitasyon dalga boyu 525 nm, emisyon dalga boyu 547 nm olarak
spektroflorometre’de {Shimadzu RF-5000) okunmustur.1,1,3,3-tetra-
metoksi-propan standardi aynen numune gibi calisilarak standart
grafigi olusturulmustur. Dokularin TBARS miktar1 bu grafik
yardimiyla hesaplandiktan sonra nmol/g protein olarak saptanmistir.
(112).

3.3.2.Nitrit Tayini

1 ml stipernatant alinarak tzerine 0.5 ml 4-hidroksikumarin
(% 0.04) ilave edilmistir. Kariggm 5 dakika buz banyosunda
bekletildikten sonra 50 pl sodyumthiostilfat (% 8) eklenmis ve 5
dakika oda 1sisinda beklenmistir Daha sonra, 0.5 ml NaOH (1.5 M)
eklenerek numuneler yvine oda 1sisinda 10 dakika bekletilmislerdir.
Numunelerin floresans: 340 nm eksitasyon ve 433 nm dalga boylari
kullanmilarak spektroflourometrede dlctilmuistiir. Numunelerin igerdigi




nitrit miktart standart grafiinden vyararlanarak hesaplandiktan
sonra nmol/g protein olarak tayin edilmistir. (113, 114).

3.3.3.Kortikosteron Tayini

Kortikosteron Olgumunde fare ve sicanlar icin kullanilan
Gamma-B125[-Kortikosteron RIA  kiti  kullanilmistir. Sican
plazmasindan alinan 100 pl drnek !25[-kortikosteron ve kortikosteron
antiserumu ile 4 °C’de 18 saat inktibe edilmistir. Bu igslemi takiben
100 pl lik ikinei antikor ile oda sicaklhiginda 1 saat inkiibasyon
yvapildiktan sonra tiipe 1 ml izotonik solusyon eklenerek, 1500xg de 4
°Cde 15 dakika santrifilj yapilmistir,. Daha sonra supernatant
atilarak, elde edilen peletin 1 dakika boyunca radyoaktivitesi (Gama-
Counter  GC-20} sayilmistir.  Kortikosteron miktar1  uygun
konsantrasyonlarda hazirlanan kortikosteron standartlarina gére
ng/ml olarak belirlenmistir.

3.3.4.GSH-Px Enzim Aktivitesi Tayini

GSH-Px icin ayrilan dokular kuguk parcalara ayrildiktan
sonra, 5 mM fosfat tamponunda (pH:7.4;, 0.5 M KH2POa + 0.15 M
NaCl ) Ti-R Stir-R marka K43 model homojenizatérii ile homojenize
edilmislerdir Doku homojenatlar1 +4°C'de 20000xg'de 60 dakika
santrifiij edildikten sonra elde edilen supernatantdan 50 pl alinarak,
750 pl reaksiyon karigimi (0.3 mM EDTA + 0.1mM NADPH + 0 5 mM
glutatyon reduktaz + 0.5 mM NaNa) ve 100 pl rediikte glutatyon
(GSH} igeren birinci tupe eklenmisgtir,. Bu tupe, 100 pl t-butil
hidroperoksit ilave edilerek, spektrofotometrede 37 °C’de 340 nm’de 5
dakika boyunca okuma yapimistir. Ayrica, GSH yerine 100 pl distile
su konularak hazirlanan ikinci tlipe de aynen birinci tipdeki
maddeler ilave edilerek okuma islemi yapilmistiy. GSH-Px aktivitesi
U/g proteéin olarak tayin edilmigtir (115).

3.3.5.Protein Tayini

-

Protein tayini, albumin standard olarak alnip Lowry
yontemine {116) goére yapilmistir.
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3.4. ISTATIKSEL ISLEM

Istatistiksel degerlendirme SPSS paket programi kullanilarak
yapilmistir. Parametrelerin sag-sol ve grup farkhliklari “Varyans
Analizi (ANOVA)” ile incelenmistir. Ikili gruplarin karsilastiriimasinda
ise, “Tukey’s HSD” testi kullanilmis ve sonuglar, ortalama + standart
sapma olarak verilmigtir,
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BULGULAR

4.1. Genel Gériiniilm

Deney suresince, K ve KL gruplarinda bulunan si¢anlarin genel
birlikte, strese maruz kalan hayvanlarin gergin olduklar: ve daha hizh
hareket ettikleri dikkati ¢ekmisgtir. Difer yandan, vitamin E alan
gruplan (KE, SE, HE, HSE) olusturan hayvanlarn diger hayvanlara
gore thylerinin daha parlak ve saglikli olduklar1 gézlenmistir

4.2. Besin Tiketimi

2 haftallk deney sturesi boyunca tiim gruplarin ginlik yem
tiiketimleri takip edilmis, bulgular 100 gram vlcut agirhg esas
alinarak g/gun olarak degerlendirilmistir.

Tim gruplann besin tiketimleri karsilastirildiginda istatistiksel

4.3. Agirhik Degisimi

Butin gruplardaki hayvanlarin agirliklarimin deney stresince
arttigl, ancak afrhk degisimlerinin gruplar arasinda anlamli bir
farklilik gostermedigi tespit edilmistir (Tablo 4.1)

4.4. Kan Basinci

L-NAME alan gruplarda bulunan hayvanlarin, kan basmncl
degerlerinin kontrollerine goére anlamh bir fark gdstermedigi
gozlenmistir.

4.5. Plazma Kortikosteron Sonuclan

Plazma kortikosteron degerlerinin butiin deney gruplarinda

Sekil 4.1).
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Tablo 4.1. Kontrol ve deney grubu hayvanlarinin giinliik yem tiiketimleri ve

agrlik degisimlen.
s wr..: . | Baslangictaki Viicut .. . 4w
GRUPLAR Giintiik \Eem Tiiketimi Apirhig) Son Viicut Agirhif
(g/gitn/100g) (2)
@)
Kontrol
) 782:1 01 225,00:+23,93 241,67422,50
Kontrol L-NAME 79740 88
+
e 231,67£15,2 ,00£19,54
(KL) 5,28 260,00£19,5
Kontrol Vit E 7 0340 91
7.03+
LT 230,00+25,94 240,00+24,12
(KE)
Soguk Stresi .
©) 707053 235,00424,31 246,67:25,35
Soguk Stresi s
7.4610.80
L-NAME (SL) 220,00430,41 232,22+39,62
Soguk Stresi 0640 8
7.0620.81 .
Vit E (SE) 210,00431,97 230,00£32,66
Hareketsizlik Stresi ’
7.89£1 13 220,91+23,86 227.27431,97
(H)
Hareketsizlik Stresi
812+0.74 7 1
L-NAME (HL) X 237,27429,36 253,64424,61
Hareketsizlik Stresi
‘ 7924091 215,34425,05 240,45+22,50
Vit E (HE)
Hareketsizlik-Soguk ,
Stresi (HS) 7,98+1.23 217,46221,25 225,52422,34
Har eketsizlik-Sofuk " ‘ .
Stresi L-NAME (HSL) 8 1640 83 251,21429.47 270,32+35,24
Hareketsizlik-Soguk ‘ ,
Stresi Vit E (HSE) 71,560,94 237,26£32,15 262,91+32,48
35
e e o ST S .
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Kortikosteron dizeylerinin L-NAME alan stres gruplarinda KL
grubuna gére onemli dl¢lide arttify saptanmistir. Stres gruplar: kendi
kontrolleri ile karsilastinildifinda L-NAME'in sadece SL grubunda
kortikosteron dlizeyini onemli olglide yukselttigi, diger stres
gruplarinda ise herhangi bir etkisinin olmadig: gérilmustur. Diger
vandan stres gruplari kendi kontrol gruplan ile karsilastiridiginda
vitamin E'nin kortikosteron dizeylerini blitin stres gruplarinda
Onemli Slgtide azalttig: tespit edilmistir

4.6. Nitrit Sonuclar:

Beyin ve retina nitrit degerleri Tablo 4.3 de verilmistir. Kontrol
grubu ile karsilastinildiginda beyin nitrit seviyelerinin butin stres
gruplarinda, retina nitrit seviyelerinin ise sadece H grubunda énemli
olcude arttigy izlenmistir. Diger yandan, beyin ve retina nitrit
degerlerinin KL ve KE gruplarinda kontrole gére anlamli olarak
azaldi@ gérulmuistur.

Stres gruplari kendi kontrolleri ile karsilagtirildiginda, L-NAME

farkedilir duzeyde diistrdagi gdzlenmistir.

L-NAME alan stres gruplart karsilastinildiginda beyin nitrit
degerleri arasinda 6nemli bir farklilik gdérulmemistir. Ancak, HL ve
HSL gruplarinda retina nitrit diizeylerinin SL grubuna gére daha
dusuik oldugu dikkati cekmistir.

Diger yandan, stres gruplan igerisinde, Vit E'nin en fazla HSE
grubunu etkiledigi izlenmistir. Ayrica, Vit E'nin HE grubunu SE
grubuna goére daha fazla etkiledigi bulunmustur.

4.7. GSH-Px Enzim Aktivitesi Sonuclar:

Beyin ve retina GSH-Px enzim aktiviteleri Tablo 4.4 de
sunulmustur [statistiksel degerlendirme sonucunda beyin ve retina
GSH-Px aktivitelerinin kontrole gére S grubunda artthig, H grubunda
ise azaldig tespit edilmistir. Bunun yaninda, beyin ve retina GSH-Px
retina GSH-Px aktivitesi i¢in bu artisin anlamli olmadifn goze
carpmistir.

L-NAME'in beyin ve retina GSH-Px dlizeylerini kontrole gére KL
grubunda anlamli olarak dusurdagl, SL ve HSL gruplarinda ise
6nemli ¢lglide arttirdi@n  gbérulmustir.  Aynica, kontrol ile
karsilagstirildiginda L-NAME'in HL grubunda beyin GSH-Px
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Tablo 4.2. Kontrol ve deney grubu hayvanlarimin plazma kortikosteron

degerleri
GRUPLAR Kortikosteron (ng/ml)
Kontrol
(K) 22440 18
Kontrol L-NAME 1.68+0.43 o
(KL) K’ "o
Kontrol Vit E 15312048 v
(KE) K :;;l-
Soguk Stresi 2.55+0 25
(6] K*
Soguk Stresi 1 8010 27
L-NAME (SL) K, s
Soguk Stresi 1.31£0.11
Vit E (SE) K,s'
Hareketsizlik Stresi 2.642013
(H) K’
Hareketsizlik Stresi 1.87+0. 19
L-NAME (HL) K\ H
Hareketsizlik Stresi 1451042
Vit E (HE) K\, H
Hareketsizlik-Soguk Stresi 2.50£0 09
(HS) K’
Hareketsizlik-Soguk Stresi 1.52+0.12
L-NAME (HSL) K, HS
Hareketsizlik-Soguk Stresi 1.5530.23
Vit E (HSE) K', HS'

(¥ p<0 005 ; " p<0 001)

Not : Fazla grup olmasi nedeniyle istatistiksel farkhiliklarm belirtilmesi igin grup ksaltmalan
kullamlmigtir Ornegin SL grubunda, K, KL, S gibi grup kisaltmalari bu grubun o gruplara gore
istatistiksel yonden farklt oldugunu gosterir.
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K KL KE S SL SE H HL HE HS HSL HSE
Gruplar
Sekil 4.1. Kontrol ve deney hayvanlarinin plazma kortikosteron diizeyleri
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Tablo 4.3. Kontrol ve deney grubu hayvanlannin beyin ve retina nitrit

degerleri.
Beyin Nitrit Retina Nitrit
GRUPLAR
nmol/ g protein amol / g protein
Kontrol
22440 18 1.68+027
(K}
Kontrol L-NAME 1.6820.43 0.97+0.16
(KL) K* K*
Kontrol Vit E 1 532048 0.93+0 05
(KE) K’ K*
Soguk Stresi 2.55+0.25
) 1 824023
(s) K
Soguk Stresi 1.80+027 10540 11
L-NAME (SL) K's' K" s
SoBuk Stresi 1.3120.11 08140 13
Vit E (SE) K’ s K',s*
Hareketsizlik Stresi 2 64=0 13 19440 12
(H) K’ K*
Harelketsizlik Stresi 1 87+0.19 07840 11
L-NAME (HL) K* o K, sLf o'
Hareketsizlik Stresi 14540 42 0670 17
Vit E (HE) K H K', KE* SE* H'
Hareketsizlik-Sofuk Stresi 2.5040.09
(HS) " 1834012
Hareketsizlik-Sofuk Stresi 1521012 0.8510 10 -
L-NAME (HSL) K’ HS' K, SL* HS'
Hareketsizlik-So8uk Stresi 1.5530 23 0.45£0.05
Vit E (HSE) K, HS K',KE', SE', HE', HS'

(* p<0.01 ; " p<0 005)
Not : Istatistiksel karsilastirmalar i¢in gerekli agiklamalar Tablo 4 2 de verilmistir
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aktivitesini anlamli olarak arttirdigy, retina GSH-Px aktivitesinj 1se
Onemli dlgiide disurdugi gbzlenmistir.

L-NAME  alan  stres gruplari  kendi  kontrolleri  ile
karsilastinldiginda L-NAME'in retina ve beyin GSH-Px degerlerini SL
grubunda anlamli Sl¢iide azalttigi, HL grubunda ise dnemii duzeyde
artirdigy tespit edilmistir.

Vit E'nin kontrole gére tiim gruplarda beyin GSH-Px dizeylerini
etkilemedigi, retina GSH-Px dizeylerini ise sadece HE grubunda
Onemli dlctide distrdigi saptanmistir,

Stres gruplarn  kendi kontrolleri ile karsilagtinldiginda,
istatistiksel degerlendirme Vit E'nin retina ve beyin GSH-Px
degerlerini SE grubunda azaltirken, HE grubunda artirdigini ortaya
koymustur. Buna ilaveten, Vit E'nin HE grubuna gére sadece HSE

grubunda beyin GSH-Px aktivitesinj 6nemli derecede azalttig
izlenmistir.

4.8. Doku Thiobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri (TBARS) Sonuclan

Beyin ve retina TBARS degerleri Tablo 4.5 de sunulmustur.
Beyin ve retina TBARS degerlerinin butun stres gruplarinda kontrol
grubuna gére énemli olarak ar ttig1 saptanmstur.

Stres gruplan kendi kontroller; ile karsilastinildiginda L-NAME'in
her ¢ stres grubunda da beyin ve retina TBARS diizeylerini anlaml
élcide dustrdigni izlenmistir Diger vandan kontrol ile mukayese
edildiginde L-NAME 'in beyin TBARS duzeyini KL grubunda bariz
olarak arttirdig dikkati cekmistir.

Vitamin E'nin biitiin stres gruplarinda kontrollerine gore beyin
ve retina TBARS degerlerini dnemli 6lgude azalttip gorulmustiir.
Ancak Vit E'nin sadece KE grubunda retina TBARS degerini kontrole
gbre anlaml olarak azalttig1 gbze carpmustir.

Stres gruplar1  kontrolle karsﬂastmldlgmda, retina TBARS
duizeylerinin her ti¢ stres modelinde de ayni oranda arttigi izlenirken,
beyin TBARS degerlerinin en fazla hareketsizlik stresinde arttig
gorulmustir, Diger yandan, stres gruplan kendi kontrolleri ile
karsilastirildiinda L-NAME ve Vit E'nin beyin ve retina TBARS

degerlerini azaltic: etkisinin de en fazla hareketsizlik stresinde oldugu
gbzlenmistir.




Tablo 4.4. Kontrol ve deney grubu hayvanlarinin beyin ve retina GSH-Px

degerleri .
Beyin GSH-Px Retina GSH-Px
GRUPLAR
mU/ mg mU / mg
Kontrol
54.41+2 92 5.04+0.48
(K)
Kontrol L-NAME 44 5243 2] 28040 16
(KL) K K’
Kontrol Vit E
56 16+4 02 53620 10
(KE)
SoBuk Stresi 62 33+2.05 6.050 15
(S) 7 Kt Kt
Soguk Stresi 59 1243 42 52440.28
L-NAME (SL) K* KL*, s KL’ s*
SoZuk Stresi 57.27+1.31 51240 61
Vit E (SE) & s*
Hareketsizlik Stresi 473943 52 2 28+0 06
(H) K* s K’ s
Hareketsizlik Stresi 59.05+4 25 42240 21
L-NAME (HL) Kkt H K* KL', SL* H'
Hareketsizlik Stresi 52 3144 54 4 8940 43
Vit E (HE) KE, SE” H* K", KE* H'
Hareketsizlik-Soguk Stresi 63 4742 22 5.34+0.67
(HS) K H H*
Hareketsizlik-Soguk Stresi L- 60.73+0.79 563+0 37
NAME (HSL) K, KL K*, KL', sLf HL”
Hareketsizlik-Soguk Stresi 5533+1.82 517027
Vit E (HSE) Hs® KE*

(* p<0.01; " p<0.005)

Not : Istatistiksel karsilagtirmalar igin gerekli agiklamalar Tablo 4.2 de
verilmigtir




Tablo 4.5. Kontrol ve deney grubu hayvanlarinin beyin ve retina TBARS

degerleri.
Beyin TBARS Retina TBARS
GRUPLAR
nmol/g protein nmol/g protein
Kontrol
23120 1t 2 0240 60
(X)
Kontrol L-NAME 5.50+1 28
. 222+0.52
(KL) K
Kontrol Vit E 1 034006
1.76x0 70
(KE) K
Soguk Stresi 41040 55 2 92+0.16
S) K’ K
Sofuk Stresi 3 64£0.57 195009
L-NAME (SL) K* KL, §* g*
Soguk Stresi 2 661053 1.52£0 45
Vit E (SE) KE*, 8 KE*, §*
Hareketsizlik Stresi 559+1 14 2 0140 38
(H) K, s K’
Hareketsizlik Stresi 3 27+0 47 12140 43
L-NAME (HL) K, KL', H K* KLY, SLA, |
Hareketsizlik Stresi 1 79+0 59 1314024
Vit E (HE) SE*, H' K H
Hareketsizlik-Soguk Stresi 4.06£0 51 2 52+0.14
(HS) K', H* K', s, H*
Hareketsizlik-Soguk Stresi 2.87+0.42 1,310 31
L-NAME (HSL} K" KL', SL* HS' K, KL', SL* HS®
Hareketsizlik-SoZuk Stresi 2.26x0.58 1 184£0.23
Vit E (HSE) KE* HS" K Hs'

(* p<0.005 ;" p<0.002)

Not : Istatistiksel kargilastirmalar icin gerekli agiklamalar Tablo 4 2 de

verilmigtir




4.9. VEP Sonuclar

VEP'ler sag ve sol gézler flag uyaran ile ayri ayri1 uyanlarak
monokiiler olarak kaydedilmistir. Sekiz grup i¢in elde edilen VEP’lere ‘
ait birer érnek Sekil 4.2 ve Sekil 4.3'te sunulmustur. ot

VEP parametrelerinin sag-sol ve grup farkhliklari varyans g
analizi (one-way ANOVA]} ile degerlendirilmistir. VEP'lerin latens ve
genlikleri karsilastinldiginda ayn: grup igin sag ve sol VEPler :

arasinda fark gozlenmemis, ancak gruplar arasinda farklar oldugu
belirlenmigtir. Bu sonucglara dayanarak, daha sonraki istatistiksel
analizler sag ve sol gozden kaydedilen VEP parametrelerinin
ortalamas alinarak yapilmisg ve degerlendirilmistir

VEP'lerin latens ve genliklerinin ortalama degerleri, standart
sapmalar1 ve Tukey testi sonuglar1 Tablo 46 ve Tablo 4.7'de
gorlilmektedir. Stres gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda
her {i¢ stres grubunda da VEP’lerin tum bilesenlerinin latenslerinin
6nemli diizeyde uzadig gortilmuistiir.

L-NAME'in kontrol ile karsilastirildiginda KL grubunda tiim VEP
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gruplar: kontrolleri ile karsilastirildiginda, SL grubunda P, Ni, P2 ve
P3 bilegenlerinin latenslerini, HL ve HSL gruplarinda ise tiim VEP
bilesenlerinin latenslerini anlamh olarak kisalttifi saptanmistir

Bunun yamnda, Vit E'nin kontrole gére KE ve stres gruplarim
etkilememekle Dbirlikte, stres gruplart kendi kontrolleri ile
karsilagtinldiginda, bltin stres gruplarinda tim VEP bilesenlerinin
latenslerini énemli dl¢ude kisalttifi bulunmustur.

Tepeden-tepeye genlik degerleri incelendiginde; P2Nz genliginin
KL ve tim stres gruplarinda kontrol grubunun genlik degerine gbdre
dnemli o&lgude dgsttigii izlenmistir. Buna ilaveten, biitiin stres
gruplarinda P2N2 genlik degerlerinin kontrollerine gére énemli olarak
arttigi tespit edilmistir. Diger genlik degerlerinde ise gruplar aras: bir
farklilik gdzlenmemistir (Tablo4.7).
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Tablo 4.6. Kontrol ve deney gruplarindan kaydedilen VEP’lerin tepeden—tépeye

latens degerlerinin ortalama ve standart sapmalar (p<0.01)

GRUPLAR P, (ms) N, (ms) P; (ms) N, (ms) P; (ms)
Kontrol
(K) 18.52+1.53 31214135 46.46+2.07 | 70.84+0 84 98.74+4 26
Kontrol L- _
NAME 27.34+0.72 38 14+1.87 55 04+2 01 78.64+3 61 118 763 74
(KL) K K K K K
Kontrol Vit
E 19.34+2 34 30.12+2.78 45 34+3 05 6921122 | 10134421
(KE)
Sofuk Stresi | 24 1242 75 36,0242 38 5276£298 | 7424152 | 11247:285
(S) K" K" K* K K¥
Soguk Stresi .
2135+199 33 0512 04 48 74+2 81 72254204 | 104 32532
L-NAME |
(SL) K KL', §* KLY §* K" KL, §* KL’ KL", s
Sofuk Stresi | 20054122 31 8743 02 45924197 | 69714127 | 100424421
Vlt E (SE) S# S# St S# St
Hareketsizlik
Stresi 26 480 98 39 0142 42 54231 87 79524263 | 12034%3 65
(H) K' K, s K K, s K, s
Hareketsizlik 24 7140.63
Stresi T 3621£2 34 502142 23 75374132 | 106 6214 21
_N * # # B ) . .
: (HALI\)&E " Kir L KsLE | K KL K, B K. KL H
Hareketsizlik
Stresi 19.47+1.63 3033221 46214192 | 69 814236 99 4745 32
Vit E (HE) 5 H H 58 H
Hareketsizlik ) ) -
_Sopuk Stresj | 23441.32 36 78+1.03 53324121 75144234 | 110234423
(HS) K, H K* K' K* H* K', H
Hareketsizlik ) - .
Souk Stresi | 2001E072 | S2ZVAELAT e o q | T2RIELOL s a0 49
I-NAME K* KL, KL®, HL*, s KL HL* b
(HSL) HL',HS" HS" KL, HS HS" KL KL 1S
Hareketsizlik
Souk Stresi | 19126111 | 3097122 | 46226241 | 70471173 | 10221%341
Vit E (HSE) HS* HS* HS' HS", HS"

(" p<0.01; " p<0 005)
Not : Istatistiksel kargilagtirmalar i¢in gerekli agiklamalar Tablo 4.2 de verilmigtir




Tablo 4.7. Kontrol ve deney gruplari igin gozlenen gorsel uyartlma
potansiyellerindeki tepeden-tepeye genlik degetlerinin ortalama ve
standart sapmalar.

I
GRUPLAR PiN: (uV) N:iPz {pV) P2Nz (uV) N2P;3 (pv)
Kontrol
K) 4.25+1.23 5.09+2 01 7.26+3 12 9.68+3.12
Kontrol L- 33849 61
NAME 4 8242 24 5 44+3.26 R 12.84+5 07
(KL)
Kontrol Vit E
5.1242.10 6.67+3.78 7 67+3.94 10.62+2 18
(KE)
Soduk Stresi
s 4.73+2. 81 5.57+2 56 4.2212 92 8.21+3.14
S) K
Soguk Stresi 5640 ,
+
L-NAME (SL) 4.46+2 32 5 87+2 54 6.56+£2.30 49+4 80
Soguk Stresi 72342 01
Vit E (SE) 5 05+1.97 6.21+3.87 » 8 07+4 50
Hareketsizlik 38342 61
Stresi 5.73+2.89 6.08+3 12 T 6.92+3 21
(H)
Hareketsizlik 49242 12
Stresi 52142 34 4 97+3.08 e ! 8 4242 32
L-NAME (HL)
Hareketsizlik 6.01+2 23
Stresi 5 8913 14 54742 12 ‘ I; 89744 51
Vit E (HE)
Hareketsizlik-~ 4.02+2 36
Soguk Stresi 5.47+2.17 524+1 89 - 7.78+3 01
(HS) K
Hareketsizlik- i
Soguk Stresi L- 5 3612 82 6 01+2.72 524+3 18 9 2243 26
NAME (HSL)
Hareketsizlik-
6.67+2.33
Soguk Stresi Vit 5.75+£3.74 521+2.23 . 10 0243 74
E (HSE) HS

(" p<0.005 ;" p<0.05)
Not : Istatistiksel karsilagtirmalar icin gerekli aciklamalar Tablo 4.2
de verilmistir.
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Sekil. 4.3. Kontrol ve deney gruplarindan kaydedilen VEPler ve
bilesenleri




TARTISMA

Stresin fizyolojik ve davranissal bir takim degisikliklerle birlikte,
lipid peroksidasyonu artirdigi {6, 7, 8) ve noérotransmitter sistemlerini
etkiledigi (2,3,47,117) gesitli ¢calismalarla ortaya konmustur. Stresin,
en carpic: etkisini HPA ekseninde gostererek bobrekiistii bezlerinden
glukokortikoidlerin salinimina neden oldugu bilinmektedir (42, 118).
dnemli bir rolinun olabilecegi ileri strtilmektedir. Diger yandan,
gorsel sistemde de bulunan NO'nun radikal oldugunu gdsteren
yvaymnlarnn (14, 120, 121, 122) yamsira, antioksidan oldugunu ileri
sturen c¢alismalarda (11,15,16,17) s6z konusudur. Dolayisiyla, bu
bilgiler streste olusmasi beklenen gorsel sistem degisikliklerinde
NOnun ve lipid peroksidasyonun rollerinin  olabilecegini
distindirmektedir. Bu amagcla hazirlanan deneysel protokolimiizde
NOS inhibitérti ve antioksidan kullamlarak literatiirde hentiz
bilinmeyen bu soru aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

NO sentezini inhibe etmek amaciyla L-NAME verilmistir
Kronik NOS inhibisyonunun hipertansiyon ve glomeruloskleroz'un
yanisira merkezi sinir sistemi hasarlarina da yol agtigi saptanmstir
(123). Ornegin 6 ay L-NAME alan gruplarda inme(stroke)'nin gdriilme
sikhginin %100 oldugu ve 11 ay alan gruplarda ise %79 oraninda
motor fonksiyon bozukluklarinin gelistigi goézlenmistir (123).
Literattirde daha yluksek dozda kullananlar da bulunmakia birlikte
(90, 124), bu bulgular ve o6nceki deneysel c¢aligmalara (90, 125)
dayanarak L-NAME'In dozu 10 mg/kg/glin olarak secilmistir.
Nitekim, yapilan kan basinct Slgiimlerinde bu dozun sicanlarda
hipertansif bir etki gdstermedigi saptanmstir.

Stresin etki mekanizmasinda lipid peroksidasyonun énemli
roll oldugunu ifade eden c¢alismalarin 1181 altinda, stresin
olusturdugu goérsel sistem degisikliklerini 6nlemek amaciyla 30
mg/kg/glin dozunda antioksidan vitamin E kullanilmistir. Sectigimiz
dozaj baz1 arastincilarla (126, 127) uygunluk icerisinde olmakla
birlikte, 150-300 mg/kg/glin gibi yiiksek dozda vitamin E kullanilan
calismalar da mevcuttur,

Stres gruplart kontrol grubu ile karsilastirildiginda, besin
~ tuketimi ve aguwhk artist yéninden herhangi bir farkhiik
gostermemiglerdir. Ayrica Vit E ve L-NAME alan stres gruplan da
kend: kontrolleri ile karsilastiriidifinda herhangi bir farklihik

Her U¢ stres grubunda da kortikosteron diizeylerinin kontrole
gore anlamh diizeyde artmasi, stresin en dnemli gdstergelerinden
birinin plazma kortikosteron seviyelerinin artist oldugunu bildiren
calismalan (42, 118) destekler niteliktedir. Diger yandan L-NAME'in
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kontrollerine gére KL ve soguk stres grubunda kortikosteron
duizeylerini artirdifi saptanmistir. Daha onceki calismalarla (128,
129, 130} paralellik gosteren by bulgumuz, L-NAME'in NO'nun CRH

uzerindeki inhibitor etkisini ortadan kaldirarak by etkisini
olusturabilecegini ortaya koymustur. Ayrica bu sonucumuz, soguk
stresi  ile hareketsizlik stresinde L-NAME'in farkl: etkilerinin

olabilecegini ima etmektedir Nitekim L-NAME ile epinefrin arasindaki
iliski dikkate alindiginda, soguk streste sempatik sistemin

hareketsizlik sistemine gore daha aktif olmas: by farkliligin nedeni
olabilir (19).

Vit E'nin stres gruplar: kendi kontrolleri ile karsﬂastu'ﬂdlgmda
her Ui¢ stres grubunda da kortikosteronu distrdugii, kontrole gore
ise KE grubunda da yukselttigi gbzlenmistir Bu sonug, streste
kortikosteron yukselisinde serbest radikallerin de rol olabilecegini
ortaya koymustur. Nitekim, stresle ilgili daha énceki ¢alismalarda (9,

131, 132) vit E'nin plazma kortikosteroid duizeylerini dusirdagy
saptanmistir.

NO oksijen araciifiyla kolaylikla nitrit (NO2) ve nitrat (NOs)’a
yukseltgenen var: émrg cok kisa olan bir molekildiir. Bu nedenle

6letim yapan sensdrler gelistirilmesine ragmen, NO yikim tirting olan
nitriti 6lecmeye dayanan dolayli  véntemler yaygin  olarak

kullaniimaktadir By nedenle calismamizda NO indeksi olarak nitrit
kullamilmistir,

Kontrol grubu ile kar‘$11a$t1r11d1g1nda beyin nitrit seviyelerinin
butiin stres gruplarinda, retina nitrit seviyelerinin ise sadece H
grubunda anlamli olarak arttigi saptanmistir. By bulgumuz stresin

NOS'u indiikledigini g0steren daha 6nceki calismalarla uyum
icerisindedir, (133,134,135,136)

Beyin ve retina nitrit degerlerinin L-NAME verilen gruplarda
kontrollerine gére énemlj Slctide azaldig1 bulunmustur. Literat{irle de
(124, 137, 138, 139) uyumlu olan bu bulgularimiz nitrit tayininin NO

Beyin ve retina nitrit duzeylerinin
6lgide  dustugi gortlmustir. Bu konu ile ilgili calismalar,
antioksidan bir bilesik olan Vit E'nin oksidan bir radikal olan NO2'1
ortamdan  temizledigini tespit  etmislerdir (138,140,141,142)‘
Dolayisiyla, bulgumuz bu calismalarla uygunluk icerisindedir. -

Beyin ve retina GSH-Px aktivitelerinin kontrole
streste arttigi, hareketsizlik stresinde ise azaldig: o611
bulgumuz literattirle uyum ic¢indedir (143,144,145) . Bunun yaninda,
soguk ve hareketsizlik stresinin sadece beyin GSH-Px'ini kontrole
gore artturdig izlenmis, ancak literattirde bununla ilgili bir bilgi
bulunamamustir, L-NAME'in kontrollerine gore bu enzimi, KL ve SL
gruplannda dusirarken, HL grubunda ise arttirdifl gézlenmistir,
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Diger yandan, L-NAME'in hareketsizlik+soguk stresinde bu enzim
uzerine herhangi bir etkisi gérilmemistir. Vit E'nin ise kontrollerine

gére retina ve beyin GSH-Px diizeylerini SE grubunda dustirlrken,
HE grubunda arttirdign godze carpmustir. Ancak Vit E'nin, HSE
grubunda HS'ye gore sadece beyin GSH-Px aktivitesini azalttig
saptanmstir Bu sonuglarimiz, stres modelleri arasinda mekanizma
yénilinden bir farklilik olabilecegi seklinde yorumlanabilir.

Beyinde ve retinada serbest radikallerin hedefleri icerisinde yer
alan poliansature yag asitlerinin bol miktarda bulunmasi, bu
dokular: oksidatif hasara daha duyarl hale getirmektedir. Bu nedenle
de, serbest radikallerin zararlh etkilerini ortadan kaldiracak cesitli
antioksidan mekanizmalar s6z konusudur. Stresin mekanizmasi tam
bilinmemekle birlikte, bir takim degisikliklere paralel olarak lipid
peroksidasyonun arttigt (6,7,8) ve bazi antioksidan enzimlerin
azaldig1 (8, 9) bilinmektedir. Stres gruplarmin TBARS duzeylerinde
gdrilen istatistiksel artig, lipid peroksidasyonun arttigini gosteren
onemli bir belirtectir. Ancak, Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda,
TBARS degerinin en fazla hareketsizlik stresinde arttigi gézlenmistir.
Bu stres modelinde GSH-Px'in ve glutatyonun azaldigi (7,8,145),
soguk streste ise arttifi (143, 144} dikkate alindiginda bu beklenen
bir sonugtur Ayrica Vit E ve L-NAME'in de lipid peroksidasyonu bu
grupta daha fazla azaltmasi, soguk stres ile hareketsizlik streslerinin
mekanizmalarinin farkliligina baglanabilir.

olmalar: serbest radikallerin in vivo sartlarda OSlgulmesini
zorlagtirmaktadir. Bu yUzden, oksidan stresin olusturdugu ikincil
peroksidasyon indeksi olarak kabul edilen malonil dialdehid (MDA)1i
6lcmeye dayali yéntem kullanilmakla birlikte, biyolojik &rneklere
uygulanmasi bazi sorunlar teskil etmektedir Cunki, thiobarbitiirik
asit lipid peroksidasyon son Urtunid olan MDA disinda diger
bilesiklerle de (aminoasitler, sekerler, lipid oksidasyon urinleri)
etkilesime girmektedir. Dolayisiyla, bircok arastirmaci tarafindan
peroksidasyon indeksi olarak MDA yerine thiobarbitlirik asit reaktif
urtinleri (TBARS) adimin kullanilmas1 &nerilmektedir (56, 146}
TBARS yoéntemi, dl¢iilen trtinlerin ¢ogunlugunu MDA teskil ettigi i¢in
ve ¢ok basit ve hizli olmasi nedeniyle tercih edilen bir yontemdir (147,
148).

Kontrolleri ile karsilagtirildiginda, NOS inhibitért L-NAME'in KL
grubunda lipid peroksidasyonu artirirken, butun stres gruplannda
azalthigy saptanmustir. Bu sonucumuz, NO'nun normal fizyolojik
kosullarda antioksidan gibi, patolojik bir durum olan streste ise,
radikal olarak davrandigini ortaya koymustur Bu karsit bulgu,
NO'nun farkli kosullarda paradoksal etki gostermesiyle aciklanabilir
Cesitli galismalarda, NO'nun farkhh etkilerinin; i NOSun
izoformlarina, i) bu molekiilin farkli redoks iligkili tirlerine,
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iii} oksidatif strese ve antioksidan sistemin zayiflamas: gibi faktdrlere
bagl olabilecegi ileri stirtilmustir.

i) eNOS tarafindan sentezlenen NO’nun fizyolojik, iNOS ve
nNOS aracihifiyla sentezlenen NO’nun patolojik olabileced ileri
surdlmuistir. i) Fizyolojik kosullarda NO serbest radikal olan NGO
veya NO* seklinde bulunmaktadir. Eger dokunun redoks durumu NO
olusumuna uygun ise nérotoksik bir etki olusurken, NO* olusumuna
elverisli olmas: NMDA reseptor aktivitesini baskilayarak néroprotektif
bir etki gostermektedir (19, 20). i} NOy ve NOjs gibi gesitli reaktif
oksijen tlrlerine ilaveten, NO, -O? ile reaksiyona girerek gl¢li bir
oksidan olan peroksinitiriti olusturmaktadir (14) Bu durumda da,
lipid radikalleri ile reaksiyona girebilecek NO miktar1 azalmaktadir.
Ancak ortamda SOD konsantrasyonu yuksek ise, peroksinitrit
olusumu onlenmektedir. Ayrica ortamda GSH'in bulunmasi oksidatif
stresi engelleyen gi¢lii bir antioksidanin (GSNO) olusmasin:
saglamaktadir. GSNO'nun, ONOO'yu detoksifiye ederek nitrata
dénuistird(igll  gibi, demir Dbilesiklerinin ind(kledigi Fenton
reaksiyonlarint baskilayarak lipid peroksidasyonu engelledigi
gosterilmigtir {15, 16). Dolayisiyla, NO'nun radikal veya antioksidan
davranisi kosullara bagh olarak degismektedir. Zira ortamda cok
fazla superoksid iyonu bulunmas: halinde NOnun lipid
peroksidasyona neden oldugu, stperoksid iyonunun az oldugu
durumlarda ise antioksidan etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu
etkinin NO ile Oz arasindaki oranla ifade edilebilecegi, bu orann
birden kuc¢iik olmasi durumunda NO'nun oksidan, bire esit veya
bluiyik oldugu durumlarda antioksidan gibi davrandigi one
stralmiistur (11, 13, 17, 18) Sonug olarak, daha énceki caligmalara
paralel olarak, NO'nun radikal veya antioksidan davranisinin
kosullara baglh olarak degistigi, yaptigimiz bu ¢alismada da ortaya
konulmustur.

Diger yandan Vit E verilen ttim gruplarda lipid peroksidasyonun
azaldigl tespit edilmistir. Bu bulgumuz Vit E'nin lipid peroksidasyonu
onleyici etkisini teyit etmistir (9, 149).

Cesitli kimyasal ajanlarin ve toksik maddelerin gorsel sistem
uizerindeki etkilerini inceleyen birgok arastirma yapilmastir (24, 25,
110, 150). Ancak, gorsel sistemde bol miktarda bulunan ve gorsel
mekanizmanin her agamasinda onemli bir rold oldugu bilinen
NO’nun gorsel sistem uzerindeki etkisi konusunda ¢ok az yayin
olmasinin yaninda, konuyu NO'nun stresle iligkisi yéniinden
inceleyen bir ¢calismaya da rastlanmamistir. Dolayisiyla; NO'nun ve
farkl stres modellerinin gorsel sistemde olusturacag: degisikliklerdeki
roltini ve lipid peroksidasyonla olan iligkisini arastirmak icin
planlanan bu projemizde, elektrofizyolojik parametrelerden biri olarak
gorsel uyanlma potansiyelleri tercih edilmigtir. VEP'ler gorsel
sistemin fonksiyonel arastuilmasinda ve optik yol patolojilerinin
degerlendirilmesinde kullamlan duyarli ve glivenilir bir ydntemdir.




Ozellikle Pioo latensinin optik yol patolojisine paralel olarak uzadig: =~ - °
dolayisiyla bu parametrenin klinik amacla kullanilabilecegi bircok
calismada vurgulanmstir (27,28). Ayrica, sicanlarin gorsel sisteminin® =
insanlara benzer olmasi nedeniyle, siganlarda yapilan béyle bir

calismanin insan gorsel sisteminin incelenmesi yéntinden iyi bir
model oldugu da belirtilmistir (28, 109).

Kontrol ile karsilastirildiginda, her ¢ stres grubunda da tGam
VEP bilesenlerinin uzadigi goézlenmistir Bu sonug, stresin goérsel
sistemi O6nemli derecede etkiledigini ortaya koymustur. Bunun
yaninda, stres gruplarn kontrolleri ile karsilagtirildiginda, her Gg stres
modelinin VEP'ler tizerindeki etkilerinin aym olmasi, gorsel sistemin
de ayn1 oranda etkilenebilecegini igaret etmistir. Kontrollerine gore L-
NAMEnin KL grubunda tiim VEP latenslerini o6nemli élctde
uzatirken, stres gruplarnnda kisalttig1 dikkati cekmistir. Bu bulgumuz
iki 6nemli noktay1 agikliga kavusturmustur. Birincisi, daha éncede
belirtildigi gibi, NO'nun normal fizyolojik kosullarda antioksidan,
stres gibi patolojik kosullarda ise radikal gibi davrandigin
gostermistir. Ikincisi, lipid peroksidasyonun VEP latenslerinin
stres gruplarinda VEP bilesenlerinin latenslerini kontrol grubuna
yaklastirmasi, bu noktay1 ayrica destekleyen onemli bir parametredir

VEP'lerin tepeden-tepeye genliklerinin, stresten c¢ok fazla
etkilenmedigi gorilmustiit. Zira, stres gruplari kontrolleri ile
karsilastinldiginda sadece P2Nz genliginin dustigu bulunmustur
Diger yandan, Vit E'nin bu bileseni blitlin stres gruplarinda
kontrollerine gére artirdigr, L-NAME'in ise herhangi bir etkisinin
olmadig: saptanmstir.

Cahsmamizin sonuclari sévlece 6zetlenebilir:

1. Her U¢ stres modelinin VEP parametrelerini aym sekilde
etkiledigi gorilmustur.

2. Streste oldgan VEP degisikliklerinde lipid peroksidasyonun
dnemli roliinuin olabilecegine isaret etmistir.

3. Streste lipid peroksidasyonun énemli l¢tide arttigimi bildiren
calismalar: desteklemistir.

4. L-NAME ve Vit E'nin streste ortaya ¢ikan VEP degisikliklerini
diizelttigi tespit edilmistir.

5. Stresin  etkilerinde NO'nun roliniin  oldugu ortaya
konmustur.

6. NO'nun fizyolojik kosullarda antioksidan, patalojik kosullarda
ise serbest radikal gibi davrandigini gosteren ¢alismalan teyit
etmigtir.

7. GSH-Px aktivitesinin stres modeline bagh olarak degistigi
saptanmmstir.
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