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OZET

Insanlar bazi1 aminoasitlerin metabolizmasiyla olusan endojen siilfite, gida,
ilag tiiketimi ve kirli havanin solunmasiyla eksojen siilfite maruz kalirlar. Alinan
stilfit miktarinin fazla olmasi veya viicutta okside edilememesi sonucunda olusan
stilfit radikallerinin biyomolekiillere olumsuz etkisinin oldugu bilinen bir ger¢ektir.
Bu nedenle, calismamizda siilfitin apoptozise olan etkisi ve bu etkinin
elektrofizyolojik parametrelerle iligkisi incelenmistir.

Calismamizda 40 adet wistar sican dort gruba ayrilmistir: Kontrol grubu (K),
stilfit (Na,S,0s) verilen grup(S), fosfolipaz A, inhibitorii (Quinacrine) verilen grup
(Q) Quinacrine-Siilfit verilen grup (QS). 100 mg/kg/giin siilfit gavajla, 10
mg/kg/gliin Quinacrine intraperitoneal enjeksiyonla otuz bes giinliik deney siiresi
boyunca verilmistir. Deney siiresinin bitiminde siganlarin somatosensoriyel
uyarilma potansiyelleri (SEPs) kaydedilmis, biyokimyasal analizler i¢in beyin
dokular1 ¢ikartilmis, kanlar1 alinmistir.

Stlfite maruz kalmanin bir gostergesi olarak kabul edilen plazma-S-siilfonat
diizeylerinin S ve QS gruplarinda arttig1 saptanmustir.

Calismamizda lipid peroksidasyonu degerlendirmek igin, tiyobarbitiirik asit
reaktif iriinleri (TBARS) olusumuna bakilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, diger gruplarin TBARS degerlerinde istatistiksel olarak
anlaml bir artis gézlenmistir. Diger yandan, S grubu ile karsilastirildiginda QS
grubunda TBARS degerlerinin azaldig1 fakat bu azalmanin anlamli olmadig: tespit
edilmistir.

Kontrol ve deney gruplarinin beyin dokularinda gercgeklestirilen Western
Blot ve dansitometrik analizlerin de, kontrol grubu ile karsilastirildiginda S, Q ve
QS gruplarinin sPLA; miktarinda anlamli bir artisin oldugu bulunmustur. S grubu
ile karsilastirildiginda, QS grubunda quinacrine tedavisinin sPLA; miktarindaki
art1s lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisinin olmadig1 gézlenmistir.

Kontrolle karsilastirildiginda Q grubunda SEP latenslerinin degismedigi, S
grubunda ise tiim dalga formlarinda istatistiksel olarak anlamli uzama oldugu, QS
grubunda ise P1 ve N1 bilesenlerinin latenslerinin uzadigir gozlenmistir. S grubu
latenslerine goére QS grubunun SEP latenslerinin N1, P2, N2 bilesenlerinin
kisaldigi, Q grubu ile karsilastirildiginda QS grubu P1 ve N1 bilesenlerinin
latenslerinin istatistiksel olarak uzadig1 gozlenmistir.

Kaspaz-3 enziminin diizeyi K grubuyla karsilagtirildiginda S grubunda
artmis, Q ve QS gruplarinda ise de§ismemistir. Apoptozise girmis hiicreleri
belirleyebilmek i¢in yapilan Tunel analizi verilerimiz kaspaz 3 bulgularimizla
uyumludur. Silfit gruplarinda somatosensoryel alanda Tunel pozitif hiicreler
saptanirken K, Q ve QS gruplarina ait somatosensoryel alandan Tunel pozitif
hiicrelere rastlanmamustir.

Sonug olarak ¢alismamizda, giinliik normal diyetle alinan siilfit dozunun
lipid peroksidasyonu arttirdigi, SEP latenslerini uzattig1 ve apoptozisi indiikledigi
tespit edilmistir. Siilfitin bu etkisinde sPLA; enziminin etkili olabilecegi
distiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Siilfit, Somatosensoriyel uyarilma potansiyelleri (SEP), Lipid
peroksidasyonu, Sektretuar fosfolipaz A2 (sPLA»)
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ABSTRACT

Humans are exposed to both endogenous and exogenous sulfites through
separate sources. Whereas endogenous sulfites are formed through metabolism of
some aminoacids, exogenous sulfites can stem from drugs, food consumption and
inhalation of air pollution. It is a known fact that sulfite radicals, which are
produced due to high amounts of sulfite injection or reduced oxidation capacity of
the body, have negative effects on biomolecules. Therefore, in our study we
investigated the effect of SOs* on the apoptosis and the relationship of this effect
with electrophysiological parameters.

In the present study, 40 wistar rats were divided randomly into four groups;
control group (C), sulfite (Na;S;0s) administered group (S), PLA, inhibitor
(Quinacrine) administered group (Q) and Quinacrine+Sulfite administered (QS)
group. Sulfite and Quinacrine were administered at the doses of 100 mg/kg/day via
gavage and 10 mg/kg/day intraperitoneal injection respectively for thirty five-days.
At the end of the period, somatosensory evoked potentials (SEPs) were recorded,
blood samples and brain tissues were collected for biochemical analysis.

The plasma-S-sulfonate levels, as an indicator of exposure to sulfur dioxide,
were increased in the S and the QS groups. In our study, the formation of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were used to determine the lipid
peroxidation. A statistically significant increase in TBARS values was observed in
other experimental groups compared with the control group. On the other hand,
TBARS values were decreased in the S group compared with the QS group, but this
decline was not significant.

In the western blot and densitometric analysis of brain tissues, a significant
increase in the level of sSPLA; of S, Q and QS groups was detected compared with
the C group. Quinacrine treatment had no significant effect on the increased sPLA;
level of the sulfite administered group. Somatosensory evoked potential latencies
did not change in the Q group compared with the C group, whereas a statistically
significant prolongation of all wave forms was observed in the S group and the
latencies of P1 and N1 components prolonged in the QS group. It was observed
that N1, P2, N2 components of SEP latencies were shortened in the QS group
compared with the latencies of S group, those of P1 and N1 components were
statistically longer in the QS group than in the Q group.

The level of caspase-3 enzyme was increased in the S group, however no
change was observed in groups Q and QS compared with the C group. The data
obtained from the tunnel analysis to determine the cells underwent apoptosis were
consistent with our caspase-3 findings. While tunel positive cells were detected in
the somatosensory area of the sulfite groups, they were not detected in the
somatosensory area of C, Q and QS groups.

As a result of our study, it is determined that the daily normal dietary
intake of sulfide increased lipid peroxidation, induced apoptosis and prolonged
SEP latencies. It is thought that sSPLA, enzyme could play a role in the detrimental
effect of sulfite.

Key words: sulfite, somatosensory evoked potentials (SEP), lipid peroxidation,
secretory phospholipase A2 (sPLA;)
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SIMGELER VE KISALTMALAR

SO, : Siilfiir dioksid

S0,? : Inorganik siilfat

SO;5™ : Siilfiir trioksit anyon radikali
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4-HNE : 4-hidroksi-2-nonenal
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S0;” : Siilfit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

TNF-a : Tiimor nekroze edici faktor

sit-c : Sitokrom c

APAF-1 : Apoptotik proteaz aktive edici faktor 1

MAPK : Mitojen aktive edici protein kinaz

SAPK/JNK : Activation of the stress-activated protein kinase

PLA, : Fosfolipaz A2

AA : Arasidonik asit

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

PAF : Aktive edici faktor

sPLA, : Sekretuar PLA,

cPLA, : Sitozolik PLA,

PIsEtn-PLA, : Plazmalojen-selektif PLA,

iPLA, : Kalsiyum-bagimsiz PLA,

Ca’™ : Kalsiyum

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
nick and labelling

S-1 : Primer somatosensoriyel korteks

S-11 : Sekonder somatosensoriyel korteks

OH- : Hidroksil radikali

0, : Molekiiler oksijen

Fe* : Ferrik demir

Cu*? : Bakir

Mn* : Mangan

Mo™ : Molibden

0, : Siiperoksit anyonu

H,0, : Hidrojen peroksit

Fe' : Ferroz demir

LOO- : Peroksil radikali

LOOH : Lipid hidroperoksitler

MDA : Malondialdehit

TBA : Tiyobarbitiirik asit
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SOD : Siiperoksit dismutaz

Cu/ZnSOD : Bakir/Cinko stiperoksit dismutaz

MnSOD : Mangan siiperoksit dismutaz

FeSOD : Demir siiperoksit dismutaz

CAT : Katalaz

GSH-Px : Glutatyon peroksidaz

Se : Selenyum

GSSG-R : Glutatyon rediiktaz

GSSG : Okside glutatyon

NADPH : Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat-oksidaz

GSH : Indirgenmis glutatyon

GST : Glutatyon-S-transferaz

GSH : Glutatyon

H,SO0; : Suilfuirdz asit

HSO; : Bisiilfit iyonu

FDA : Food and Drug Administration

SOX : Siilfit oksidaz

"0;S00° : Peroksimonosiilfat anyon radikali

ONOO : Peroksinitrit

GS’ : Glutathionyl radikali

GSOO’ : Glutatyon thiylperoksil radikali

GSSG™ : Glutatyon disiilfid anyon radikali

RNA : Ribontikleik asit

ER : Endoplazmik retikulum

TNFR-1 : Timor nekrozis faktor reseptorii-1

FADD : Fas associated death domain

TRADD : TNFRI1 associated death domain

DISC : Death inducing signaling complex

Smac/DIABLO : Second mitochondrial activator of caspases/direct IAP
binding protein with low PI

CAD : Caspase- Activated DNAse

AIF : Apoptozisi indiikleyen faktor

ICAD : Inhibitor of Caspase-Activated DNAse

MMP : Mitokondrial membran permeabilizasyonu

PS : Fosfotidilserin

IL-1p : Interlokin-1p

Ag’ : Giimiis

Hg" : Civa
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GIRIS

Insanlar ekzojen ve endojen olarak siilfite maruz kalirlar. Siilfit, metionin ve
sistein gibi siilfiir iceren aminoasitlerin metabolizmasi sirasinda endojen olarak
iretilir (1). Yiyecekler, igecekler, ilaglar ve hava siilfitin ekzojen kaynaklaridir.
Siilfit gida ve igeceklerin depolanmasi, dagitimi ve hazirlanmasi siirecinde
oksidatif renk degisimini dnlemek, fermentasyona neden olan mikroorganizmalar1
selektif olarak inhibe etmek amaciyla yaygin olarak kullanilir (2). Ayrica siilfit
bir¢ok ilacta stabilizator olarak bulunur (3). Siilfit ¢ozeltilerde siilfit iyonu, bisiilfit
iyonu ve siilfiirdz asit formunda bulunur. Ancak, pH’nin diisiiriilmesi ve sicakligin
yiikseltilmesi ile siilfiir dioksit (SO,) ve siilfiirdz asite doniisiir. Mide ve agiz gibi
asidik ortamlarda siilfiirdz aside gore daha fazla SO, ortaya cikar. Olusan SO,
gastrointestinal sistem tarafindan absorbe edilerek sistemik dolasima gecer ve
dokulara dagilir (4). Ekzojen olarak alinan veya endojen olarak iiretilen siilfit,
mitokondriyal bir enzim olan siilfit oksidaz tarafindan oksidasyona ugrar ve
zararsiz bir bilesik olan inorganik siilfata (SO4?) déniistiiriiliir (5). Dokularda siilfit
oksidaz aktivitesi farklilik gosterir, 6rnegin karaciger, bobrek ve kalp yiiksek siilfit
oksidaz aktivitesine sahipken, beyin, dalak ve testis diisiik aktiviteye sahiptir (6,
7). Siilfit oksidaz enziminin yetersizliginde veya ¢ok fazla siilfite maruz
kalindiginda, stilfitin oksidasyonu non-enzimatik serbest radikal mekanizmalar ile
gergeklesir (8). Siilfitin peroksidazlar (horse radish peroksidaz ve prostaglandin H
sentaz) tarafindan katalizlenen oksidasyonu sonucunda siilfiir trioksit anyon
radikali (SO;™ ), bunu takip eden zincir reaksiyonlarinda peroksimonosiilfat anyon
radikali ((O3;SOQ") ve siilfat anyon (SO ") radikalleri ortaya ¢ikar (9). Ayrica,
stilfitin peroksinitrit ile birgok reaksiyonu sonucunda da siilfiir merkezli serbest
radikaller meydana gelir (10). In vitro calismalarda, siilfit radikallerinin DNA gibi
onemli biyolojik molekiillerle reaksiyona girebildigi gosterilmistir (11).

Kemirgenlerde siilfite maruz kalmanin santral sinir sisteminde bir takim

etkilere yol actigt ve bu hayvanlarda solunumla veya sindirim yoluyla alinan
siilfitin gorsel uyarilma potansiyelleri (VEP) ve somatosensoriyel uyarilma
potansiyelleri (SEP) latenslerini uzattig1 bircok ¢alismada gosterilmistir (12, 13,
14).
Somatosensoriyel uyarilma potansiyelleri, duyusal liflerin uyarilmasiyla periferik
sistemden baglayip somatosensoriyel kortekse kadar devam eden yolaklarda
meydana gelen elektriksel degisikliklerdir (15). Bu yolaklardaki afferent yolun
fonksiyonunu degerlendirmek i¢in SEP kayitlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir ve
serebral disfonksiyon, periferik noropati gibi nodrolojik hastaliklarin tanisinda,
norotoksik ajanlarin neden oldugu komplikasyonlarin takibinde dnemlidir (16, 17).
Nitekim yapilan literatiir aragtirmasinda diyabet hastalarinda SEP latenslerinin
uzadig1r gosterilmistir (13). Diger yandan multipl sklerozis hastaliginda SEP
kayitlarinin taniy1 kolaylastirdig: bilinmektedir (16).



Daha oOnce inhalasyonla maruz kalinan SO,‘ nin SEP iizerine etkisi
incelenmis ancak oral yolla alinan sodyum metabisiilfit (Na,S,0s)’in SEP {izerine
etkisi  degerlendirilmemis olup, ¢alismamizda bu konu aydinlatilmaya
calisilacaktir.

Son caligmamizda, degisik dozlarda (10, 100, 260 mg/kg/giin) Na;S,0s
uyguladigimizda siganlardan kaydedilen VEP latenslerinin degistigi, beyin ve
retina dokularindaki 4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE) ve tiobarbiitirik asit reaktif
tirinleri (TBARS) diizeylerinin doz bagimli olarak arttigi tespit edilmistir. Bu
calismalarin 15181 altinda Na;S,0s’¢ maruz kalinan dozun Onemi ortaya
cikmaktadir. Til ve arkadaslarinin (18) kullandiklar1 ve herhangi bir zararl etki
bulamadiklar1 % 0.25 Na,S,0s i¢eren yemin tiiketilmesi, yaklasik olarak giinde 72
mg/kg SO, alimina karsilik gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitii, bu sonuglar1 da goz
onlinde bulundurarak siilfit alimi ile ilgili yaptig1 c¢aligmada, 100 katlik bir
giivenlik faktoriinii de ekleyerek 0.7 mg SO,/kg alimmin zararli bir etkisinin
olmayacagini, fakat bu diizeyin {izerine ¢ikilmasinin toksik olarak kabul edildigini
aciklamistir (19). Bu rakamlar dikkate alindiginda, besin katki maddesi olarak
siilfit (SO57) giivenli olarak kabul edilen maddeler arasinda yer almaktadir. Ancak
pek cok besinin degisik diizeylerde SO;? icerdigi diisiiniilecek olursa, beslenme
aligkanligina gore, 6rnegin sosis, sucuk, kurutulmus meyve, bira ve sarap gibi
gidalar tiiketenlerde giinliik kabul edilebilir (0.7 mg SO,/kg) alimin kolaylikla
asilabilecegi goriilmektedir (20, 21). Nitekim, gilinliik SO;? tiiketiminin hesap
edildigi az sayidaki calismada bu sinirin hayli Ustiine ¢ikildigr goriilmiistiir. Bu
calismalarda bir restoran 6giiniiniin dahi 200 mg SO;? igerebildigi ve bir tahminle
Amerikan popiilasyonunun % 99’unun yiyecek ve i¢eceklerle giinliik ortalama 163
mg SO;~ tiikettigi bildirilmistir (20, 21). Siilfit iceren yiyecekler, icecekler ve
ilaclar ile birlikte hava kirliligi de diisiiniildiiginde, SO;*’e maruz kalmanimn 163
mg/giin diizeyinin de {izerine ¢ikmas1 miimkiindiir.

Insanlarm maruz kaldig1 SO;? dozu diisiiniildigiinde ve daha once
yaptigimiz ¢alismalarin 15181 altinda serbest radikal artig1 bilinmekte ve sonug
olarak beyin dokusunda apoptozisin artabilecegi fikri akla gelmektedir. Apoptozis
programlanmis hiicre Sliimiiniin bir formudur. Apoptoziste hiicre membraninda
degisiklikler, niikleer fragmantasyon, kromatin birikimi ve kromozomal DNA
fragmantasyonu gibi degisiklikler meydana gelmektedir (22). Virisler, aglik
benzeri stres durumlari, iyonize radyasyon veya toksik kimyasal ajanlar apoptozise
neden olabilir. Apoptotik siirecde iki ana yolak bulunmaktadir. Intrinsek yolakta,
mitokondriyal sitokrom ¢ salinimi meydana gelirken, ekstrinsek yolak membran
reseptorlerine tiimor nekroze edici faktor (TNF-o) ve Fas ligandin baglanmas: ile
meydana gelir. Salinan sitokrom ¢ (sit-c) apoptotik proteaz aktive edici faktor 1
(APAF-1) ve prokaspaz-9 ile kompleks olusturur, bu olay kaspaz-9’u aktive eder.
Her iki yolakta da kaspaz-3 aktivasyonunda birlesir. Kaspaz-3’iin aktivasyonu
niikleer yikim ve hiicresel morfolojik degisimler ile sonuglanir (23).

Apoptozis siirecinde serbest radikallerin yam sira, lipid peroksidasyonun son
ve stabil {irlinii 4-HNE’nin etkili oldugu farkli laboratuvarlarda ve farkli hiicre
dizilerinde yapilan calismalarda gosterilmistir (24, 25). Bu calismalarda, 4-
HNE’nin apoptozis yolaginda bulunan mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK)
ailesinin bir iiyesi olan SAPK/INK’y1 aktive ettigi ve sonu¢ olarak kaspaz-3
aktivasyonuna yol agtigi ortaya konulmustur (24, 25). Biz daha oOnceki



calismamizda (196), 100mg/kg dozda Na,S,0s ile beslenen siganlarda 4-HNE’nin
arttigin tespit etmistik. Bu artis ve apoptozis arasindaki iliski dikkate alindiginda,
Na,S,0s ile beslenen siganlarda apoptozisin indiiklenebilecegi diisiiniilmektedir.

Apoptotik yolakta PLA, enziminin 6nemi bilinmekte olup, SO; in apoptotik
yolaktaki olasi etkilerinde PLA; enziminin etkin olabilecegi fikri akla gelmektedir.
Ciinkii PLA, enziminin aktive ettigi arasidonik asit (AA) yolaginda 4-HNE yani
sira superoksit anyonu (O,"), hidroksil radikalleri (OHe), alkoksil radikalleri,
peroksil radikalleri ve hidrojen peroksit (H,O,) gibi reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimi olmakta ve bu radikallerin tiimiiniin hiicreyi apoptozise
gotiirebilecegi  bilinmektedir (26, 27). Fosfolipaz A, enzimi, membran
fosfolipidlerinin sn-2 pozisyonundaki agil ester bagini spesifik olarak bolerek,
arasidonik asit, eikosanoidler, lizofosfatidilkolin, platelet aktive edici faktor (PAF)
gibi ¢esitli lipid mediatorlerin sentezinde kritik rol oynamaktadir (28). Normal
beyin fonksiyonlar1 i¢in PLA, aktivitesinin siki regiilasyonu, dolayisiyla PAF,
aragidonik asit ve lizofosfolipidlerin bazal diizeylerinin korunmasi gerekmektedir.
Son yapilan ¢aligmalarda PLA,’ nin yalniz inflamatuar yanitlarda degil, oksidatif
stresle ilgili multipl skleroz, Parkinson ve Alzheimer gibi norolojik hastaliklarda
da onemli rol oynadigi gosterilmistir (29, 30, 31). PLA, enzimleri yapilari,
enzimatik 6zellikleri, subselliiler lokalizasyonlar1 ve hiicresel fonksiyonlarina gore
gruplara ayrilmistir (26, 30, 31, 32). Bu gruplar sekretuar PLA; (sPLA»), sitozolik
PLA; (cPLA;), plazmalojen-selektif PLA, (PIsEtn-PLA,) ve kalsiyum-bagimsiz
PLA, (iPLA)’dir. sPLA; hiicre i¢inde sentezlenir, hiicre disina sekrete edilir ve
etkisini gosterir. sSPLA,’ nin néronlarda N tipi, iskelet kasinda M tipi olmak iizere
iki tip hiicre ylizey reseptorii tanimlanmistir (33). Beyinde sPLA;’nin enzimatik
aktivitesi i¢in Ca® 'nin milimolar konsantrasyonlar1 gereklidir. Bu enzim memeli
beyninin biitiin bolgelerinde mevcuttur. sPLA;’nin yiiksek aktivitesi medulla
oblangata, pons, hipokampus ve serebral kortekste, orta derecede aktivitesi
hipotalamus ve talamusta, diisiik aktivitesi serebellum ve bulbus olfaktoryusta
bulunmaktadir (34). Yagami ve arkadaglari (35), orta serebral arter okliizyonu
olusturulan sicanlarda yaptiklar1 c¢alismada, sPLA,’ nin progressif hiicre
biizligmesi, sitozolik organellerin kaybi, kromatin birikimi ve DNA
fragmantasyonuna neden oldugunu, biitiin bunlarin sonucunda hiicre 6liimiine yol
actigini gostermislerdir.

Bu bilgilerden yola ¢ikarak, deneysel protokoliimiizde 100 mg/kg dozunda
NayS,0s’e maruz kalan siganlarin beyin dokularinda olusan molekiiler oksidasyon,
elektrofizyolojik ve biyokimyasal yontemler ile degerlendirilmistir. Siilfite maruz
kalmanin bir gdstergesi olarak kabul edilen plazma S-siilfonat diizeyi ve SO,’ye
maruz kalma sonucunda olusan lipid peroksidasyon diizeyi dlgiilerek, SO3? ile
elektrofizyolojik degisiklikler arasindaki iliski agiklanmaya calisilmigtir. Ayni
zamanda verilen Na;S,0s’in olusturdugu apoptozisin SEP’e olan etkisi ve eger
etkisi varsa PLA, yolagimin bu etkideki rolii aydinlatilmaya calisilmistir.

Calismamizda, SOs;™’ in apoptozise etkisini arastirmak amaciyla Kaspaz-3
enzim diizeyine immiinofloresan boyama yontemi ile, DNA fragmantasyona ise
TUNEL metoduyla bakilmis ve etkisi degerlendirilmistir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Somatosensoriyel Korteks Ve Somatosensoriyel Uyarilma Potansiyelleri

2.1.1. Somatosensoriyel korteks

Duyusal bilgiler, spinal korda periferik sinirlerin afferent lifleri ile tasinirlar.
Bu afferent lifler arka kdk ganglionlarinda bulunan primer duyusal néronlarin
periferal uzantilaridir. Duyusal noronlarin santral uzantilar1 ise spinal korda arka
koklerden girer ve duyusal bilgiyi ikincil duyusal merkezlere tagirlar (37). Somatik
duyusal sinyaller spinal kordda 2 ana yolak ile taginir:

a) Arka Kordon-Medial Lemniskus yolagi:

Dokunma ve derin duyumlar1 (propriosepsiyon) tasiyan sistemdir. Bu yolak,
arka kok ganglionlarinin santral uzantilarindan (primer afferent lifler) ve kismen
de arka boynuz III. ve IV. laminalarindaki néronlarin aksonlarindan olugsmaktadir.
Bu aksonlar kaudal medullaya kadar sinaps yapmadan devam eder. Ust spinal
diizeylerden itibaren 2 ayr fasikiil seklinde yiikselir. Medialden laterale dogru
sakral, lomber ve asag1 torasik segmentlerden gelen lifler fasikiiliis grasilis, yukari
torasik ve servikal segmentlerden gelen lifler ise fasikiiliis kuneatus icinde yol
alirlar. Bu fasikiiller kaudal medulla diizeyinde sirasiyla nukleus grasilis ve
nukleus kuneatus adi verilen arka kordon nukleuslarinda bulunan ikincil duyusal
noronlarla sinaps yaparlar. Bu ndronlarin aksonlari ise medulla diizeyinde
caprazlasarak medial lemniskusu olustururlar. Medial lemniskus, beyin sapindan
ilerleyerek koku duyusu harig, tiim sistemlerden gelen afferent impulslar1 amaca
yonelik olarak filtre eden talamusta sonlanir. (38). Gelen duyusal yollar lateral
talamustaki spesifik ara ndronlardan gecerek ventral posterior nukleus araciligiyla
serebral kortekse iletilir. Govde ve ekstremitelerden gelen bilgiler talamusun
ventral posterolateral nukleusunda, yiiz bolgesinden gelen bilgiler ise ventral
posteromedial nukleusunda sinaps yaparlar. Ventral posterior nukleus grubundaki
iclinclil duyusal noronlarin aksonlar1 ise internal kapsiiliin arka bacagindan
gecerek primer somatosensoriyel kortekse ulasir (38). Bu yolak sekil 2.2.°de
gosterilmektedir.

b) Anterolateral yolak:

Somatik duyumlarin iletiminden sorumlu ikinci ana duyusal sistemdir. Agri,
151 ve basit dokunma duyumlarinin merkezlere tasinmasinda islev gérmektedir. Bu
sistem 3 ayr1 yolaktan olugmaktadir: spinotalamik, spinoretikiiler ve
spinomezensefalik traktiisler.
Bu sistemin arka kordon-medial lemniskus yolagindan farkliliklar1 vardir (38).
1) Bu sisteme ait primer afferent lifler ilk sinapslarin1 medulla spinalisin arka
boynuzu diizeyinde yaparlar. Dolayisiyla spinal arka boynuzda bulunan ikincil
duyusal néronlarin aksonlarindan olusmaktadir.
2) Anterolateral yolak spinal kordda segmental diizeyde caprazlasir. Bu nedenle
arka kordon sisteminin aksine spinal kordda kontrolateralde yiikselir.



3) Anterolateral yolaktaki lifler talamusun yanisira beyinsapi, hipotalamus gibi
bolgelerde de sonlanirlar. Dolayistyla daha yaygin bir dagilim gosterirler (37, 38).
Anterolateral yolagin lifleri talamusta da ventral posterolateral nukleus,
intralaminar ve posterior nukleuslar olmak {izere 3 bolgede sonlanir. Ventral
posterolateral nukleustan ¢ikan lifler sadece somatik duyusal korteks alanlarina,
posterior nukleuslardan ¢ikan lifler ise somatosensoriyel korteks alanlar1 diginda
kalan parietal bolgelere ulasirlar; oysa intralaminar nukleuslar daha yaygin olarak
korteks ve bazal ganglionlarla baglant1 gdsterirler (37, 38).

Duyum ve algilamanin gergeklesebilmesi i¢in impulslarin serebral korteks
diizeyine iletilmesi zorunludur. Duyum ile ilgili en 6nemli kortikal bolge primer
somatosensoriyel korteks (S-I) olarak isimlendirilmektedir. Bu bolge postsantral
girus ve santral sulkusun derinliklerinde lokalizedir. Bu korteks bdliimii her biri
somatik duyumla ilgili farkli roller iistlenmis 4 fonksiyonel alandan olusmaktadir.
Bu alanlar Brodmann'in, 1, 2, 3a ve 3b olarak belirledigi korteks boliimlerinden
olusmaktadir (36). (Sekil 2.1.)
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Sekil 2.1. Somatosensoriyel kortex

Sekonder somatosensoriyel korteks (S-II) ise lateral sulkusun (Sylvian
sulkus) iist duvarinda insulaya bitisik yerlesimlidir. Bu korteks alanina duyusal
bilgiler esas olarak primer somatosensoriyel korteksten gelmektedir. Primer ve
sekonder somatosensoriyel korteksler disindaki posterior parietal lob alanlarina da
bir kisim duyusal bilgilerin ulagtig1 bilinmektedir (37).

Somatosensoriyel korteks 2 major noron grubundan olugmaktadir:

1) Piramidal hiicreler, korteksin ¢ikis (output) noronlar1 olup,
lokalizasyonlarina ve ¢ikis bolgelerine gore bircok alt grupta incelenirler.
Korteksin 2. ve 3. tabakalarindaki piramidal hiicreler degisik kortikal alanlara




ulagirlar. Oysa 5. ve 6. tabakalardaki piramidal noronlar diger subkortikal alanlara
ve geriye talamusa baglanirlar.

2) Nonpiramidal hiicre grubu ise, degisik tiplerde néronlardan olusurlar ve
cogunlugu yaygin dallanmalar gosterirler. Bii hiicrelerin de c¢ogu piramidal
hiicreler gibi asil girislerini (input) talamik afferentlerden alirlar (36).

Somatosensoriyel korteks alanlarinda fonksiyonel olarak somatotopik bir
yerlesim gozlenir. Dolayisiyla viicudun farkli bolgelerine ait kisimlardan gelen
bilgiler, somatosensoriyel korteksde farkli bolgelere ulasir.

Primer  somatosensoriyel  korteks, tiim  duyusal = modalitelerin
islemlenmesinde Onemli rol oynar. Talamusun ventral posterior niikleer
kompleksinin lateral ve medial kisimlarindaki néronlar primer somatosensoriyel
korteksin degisik boliimlerine baglanirlar. Bu aksonlar kortekste piramidal
hiicrelerde sonlanirlar ve onlarn kuvvetle eksite ederler. Ayni zamanda
nonpiramidal interndronlarla da sinaps yaptiklart bilinmektedir. Primer
somatosensoriyel korteks i¢cinde 1, 2, 3a ve 3b alanlar1 arasinda ve bu alanlarla
posterior parietal korteks arasinda baglantilar bulunur. Bu baglantilar S-I ve S-II
arasinda ve bu iki korteks alan1 ile motor korteks arasindaki karsilikli
baglantilardir. Ayn1 zamanda her 2 hemisferin simetrik duyusal alanlar1 arasinda
korpus kallozum araciligiyla kurulan baglantilar da mevcuttur (36.)

Primer somatosensoriyel korteks 4 major subkortikal bolgeyle iliskilidir.
Bunlar bazal ganglionlar ve talamus (ventral posterior niikleer kompleksi), arka
kordon nukleuslar1 ve spinal kord arka boynuzudur (38).

Talamik duyusal afferentlerin ¢ogu 3a ve 3b alanlarinda sonlanirlar. Bu
alanlardaki hiicreler daha sonra Brodmann'in 1 ve 2. alanlarina ulasirlar (Sekil
2.1.). Talamik noéronlarin ayni zamanda 1 ve 2. alanlar ile sekonder
somatosensoriyel korteksle de dogrudan baglantilar1 bulunur. Ayrica S-I' in 4
alaninin her birinden de S-II' ye projeksiyon bulunmaktadir. Bununla beraber
talamik noronlar, posterior parietal korteks, motor korteks ve S-I ile de
baglantilidir. Primer somatosensoriyel korteksin 1, 2, 3a ve 3b alanlarinda ve S-II'
de ayr1 ayr1 viicut ylizeyinin reprezentasyonu saptanmistir (39). Somatosensoriyel
korteksin fonksiyonel yapilanmasindaki 6nemli bir 6zellik ise bu korteksin 4
alanina da (3a, 3b, 1 ve 2) tiim viicut yilizeyinden projeksiyonlarin gelmesidir.
Fakat Merzenich ve arkadaslar1 (40) calismalarinda her bir alanda bir modalitenin
baskin oldugunu gostermistir. Bunlardan 3a alaninda kas igciklerinden, 3b
alaninda tiim kutandz reseptdrlerden, 2 nolu alanda derin basing reseptorlerinden,
1 nolu alanda ise hizla adapte olan kutanoz reseptorlerden gelen bilgilerin baskin
oldugu saptanmistir. Kisacasi 3b ve 1 nolu alanlara primer olarak taktil inputlar,
3a alanina primer olarak grup 1 kas (gerilim) afferentleri, 2 nolu alana ise primer
olarak eklem reseptorlerinden informasyonlar ulasmakta ve islenmektedir (40).

2.1.2. Somatosensoriyel Uyarilma Potansiyelleri

Somatosensoriyel uyarilma potansiyeller periferik ya da kranial sinirlerin
elektriksel, fizyolojik (dokunma, eklem hareketleri, vibrasyon, kas kasilmas1 gibi)
ya da mekanik yontemlerle uyariminin duyusal sistemde periferik sinirden



baslaylp somatosensoriyel kortekse kadarki yollar ve merkezler boyunca
olusturdugu elektriksel degisikliklerin tiimiidiir (41).

Uyarilan bir sinirde olugan duyu potansiyellerinin serebral kortekse ulasabilmeleri
icin periferik sinirleri, medulla spinalisi, beyin sapmi ve talamokortikal lifleri gegmeleri
gerekmektedir. SEP'ler biiylik oranda santral sinir sisteminde dorsal kolon, medial
lemniskal sistem ile periferik sinirlerde genis caph IA duyusal lifleri ile olusturulurlar (42).
(Sekil2.2.).
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Sekil 2.2. SEP'lerin yollar1.

SEP’leri bugiinkii anlamda ilk olarak 1947 yilinda Dawson adli bir bilim adami
incelemistir (43). i1k klinik uygulamalar Cunningham ve arkadaslarina aittir (44).

Uyaran kol, bacak, yiiz veya viicudun diger bir alanindaki motor veya duyusal
sinirlere ardigik elektrik uyarist olarak verilir ve uyari verilen bolgede hafif hareket
etmesine neden olan uyaran siddeti yeterli kabul edilir. Uyarilan sinirin viicuttaki
gidis yolu lzerinden ve uyaranin sonlandigi beyin bolgesine uyan kafatasi
derisinden belli yanitlar kaydedilir. Tekrarlanan uyarilarla elde edilen yanitlarin
ortalamas1 alinir. Cesitli isaretlemeler yapilarak yanitlarin zamana gore dagilima,
genlikleri ve sekilleri kontrol edilir. Uyarilan sinir yolu iizerinde herhangi bir
sorun varsa beklenen yanit gecikebilir, genligi diisebilir, sekli bozulabilir ve hatta
tamamen kaybolabilir (45).

Somatosensoriyel uyarilma potansiyeller yas, boy, viicut ve ekstremite
sicaklign gibi fizyolojik faktorlerden olumsuz etkilenirler. Ayni zamanda



yaslanma ile birlikte de latens uzamalar1 goézlenebilir (46). SEP'lerin mutlak
latenslerini belirleyen en dnemli faktorlerden biri olan duyusal sinyalin katettigi
yol denegin boyu ile dogru orantilidir (46).

Somatosensoriyel uyarilma potansiyellerin kayd: alindiktan sonra, Once
kortikal ve subkortikal bilesenlerin tepe latensleri 6l¢iiliir. Latens, uyarim sinyali
ile birlikte ortaya cikan bilesenlerin negatif ya da pozitif tepe noktalarma kadar
Olctlilen zaman birimidir ve ms olarak ifade edilir. Bu deger mutlak anlamda latensi
verir. Ancak mutlak latensler ekstremite ve tiim boy uzunluguna gore bireyler arasi
degiskenlik gosterir. Bu nedenle mutlak latenslerin yerine “santral iletim zamani”
dedigimiz degerler 6l¢iiliir. Boylesine 6l¢iim yaklagimi ile bir yandan bireyler arasi
boy farklarinin yarattigi latens degiskenligi azaltilmis olur, bir yandan da periferik
sinir sistemindeki ozellikler ve patolojiler kismen devre dis1 birakilmis olur.
Somatosensoriyel uyarilma potansiyellerinin incelemesinde bir anomaliyi en
belirgin gosteren bulgu, potansiyellerin kaybolmasi veya latenslerinin uzamasidir.
Genliklerin yaninda potansiyellerin morfolojik 6zellikleri de degerlendirilir. Ancak
genlik degerlendirmesi genellikle gii¢ olur. Ciinkii ayn1 bireyde bile degisik
zamanlarda c¢ok degisik genlik degerleri elde edilebilir (47). Somatosensoriyel
uyarilma potansiyelleri etkileyen énemli etkenlerden bir digeride oksidatif strestir
(16,17).

2.2. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma
hizt bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir.
Oksidatif denge saglandigt siirece organizma, serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirma
hizinda azalma bu dengenin bozulmasina neden olur ve bu durum oksidatif stres
olarak adlandirilir. Oksidatif stres, doku hasar1 gibi patolojik durumlarin
gelismesine neden olur (48).

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA ve karbonhidratlar gibi tiim
onemli bilesiklerine etki ederler ve yapilarinin bozulmalarima neden olurlar.
Biyolojik sistemlerdeki ROS, siiperoksit anyonu (O;™), hidroksil radikali (OH"),
peroksil radikali (ROO") ve radikal olmayan H,O, gibi serbest radikaller oksidatif
stresin en 6nemli nedenleridir (49, 50).

2.2.1. Serbest Radikal Kavrami

Kararli molekiillerin ¢ogunun dis yoriingelerinde birbirlerine zit yonde
hareket eden elektron ciftleri bulunmaktadir. En dis orbitallerinde bir ya da daha
fazla eslesmemis elektron bulunan atom veya molekiillere serbest radikal, oksidan
molekiiller veya ROS denmektedir (51). Bu eslesmemis elektronlar atom ya da
molekiilii reaktif hale getirirler. Serbest radikal reaksiyonlar1 nétrofil, makrofaj
gibi bagisiklik sistemi hiicrelerinin savunma mekanizmasi igin gerekli olup
hiicrede devamli tretilseler de, serbest radikallerin fazla tiretimi doku hasar1 ve
hiicre oliimii ile sonuglanmaktadir (52). Serbest radikaller normal hiicresel
bilesenleri baglayarak, membran lipidlerinin doymamis baglar1 ile reaksiyona
girer, proteinleri denatiire eder ve niikleik asitlere saldirirlar (53).

2.2.2. Serbest Radikal Olusumu
Radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusur.



1. Kovalent bagli bir molekiiliin, kovalent baginin yiiksek enerjili elektromanyetik
dalgalar ve yliksek sicakligin etkisiyle homolitik ayrilmasi sonucu eslenmis
elektronlarin her birinin ayr1 atomlar lizerinde kalmasi ile.

X: ' Y—-X-+Y-

2. Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiiliin elektron kaybetmesi sonucunda dig
orbitalinde eslenmemis elektron bulunmasi ile.

3. Radikal 6zelligi tasimayan molekiile bir elektron eklenmesiyle dis orbitalinde
eslesmemis elektron bulunmasi sonucu.

X+e — X7~
Bir radikal, radikal olmayan bir molekiille reaksiyona girerse, bagka bir serbest

radikal olusur. Bu 06zellik serbest radikallerin zincirleme reaksiyonlara
girebilmelerine olanak saglar (54).

Biyolojik sistemlerde onemli serbest radikallerin ¢ogu oksijene dayanir.
Bunlardan O,” hem c¢evresel etkenler, hem de organizmalardaki enzimatik ve
enzimatik olmayan tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan oksijen radikalidir (55).

2.2.3. Oksijen ve Oksijen Radikalleri

2.2.3.1. Molekiiler oksijenin ozellikleri
Molekiiler oksijen (O,), paralel spin durumlu iki eslesmemis elektrona

sahiptir. Serbest radikal tanimma gore molekiiler oksijen “biradikal” olarak
degerlendirilir. Biradikal oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi
spininin ters yoniinde baska bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur.
Singlet oksijen, eslesmemis elektronu olmadigi icin radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidiir. Bunun disinda demir (Fe™), bakir (Cu™), mangan (Mn"?)ve
molibdenyum (Mo™)gibi gecis metalleri de eslesmemis elektronlara sahip
olduklar1 halde serbest radikal olarak kabul edilmezler, fakat serbest radikal
olusumunda 6nemli rol oynarlar (56).

2.2.3.2. Serbest Oksijen Radikalleri

Reaktif oksijen tiirleri, normal oksijen metabolizmasi sirasinda olusur ve
yartlanma Omiirleri birka¢ milisaniye ile dakikalar hatta saatler arasinda degisir.
Reaktif oksijen tiirleri, ¢esitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir
reaksiyonlarini baglatabilirler (57).
Siiperoksit anyonu (0,"):

Oksijen molekiilii, orbitalinde eslesmemis elektron tasiyorsa siiperoksit
radikali olarak adlandirilir (51). Biitiin aerobik hiicrelerde meydana gelen O,”
hiicresel hasarlarda tek bagina fazla etkili degildir (58).

Oz‘f‘e_ EE—— 02._

Siiperoksit anyonu, baska molekiillerle kolayca elektron aligverisine girebilmesine
ragmen hiicre membranindan kolay gecemedigi i¢in hiicreye dogrudan zarar



veremez (59). Bu radikalin asil 6nemi hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis
metal iyonlarmin indirgeyicisi olmasidir (60).

Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu siiperoksit meydana getirebilir.

Fe+2 + Oz - > Fe+3 + Ozo_
Cur+ 0, —— Cu?+0,

Gegis metallerinin oksijenle reaksiyonlar1 geri doniisiimlii reaksiyonlardir.

Siiperoksit anyonu bir proton (H") alarak HO, yi olusturur. Oldukea reaktif
olan bu radikal hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu baslatabilir ve zarla iligkili
antioksidanlar1 oksitleyebilir.

O
$:0:G-
Molekiiler oksijen

-

o

:0:Q-
Stpercksit radikali
{siiperclisit anyom)
!f,_ e, oH?
v
H.0,
H: U . EJ :H,

Hidrojen peroksit

l/ &,
H.0+OH
Hidrokzil radikal

rq- i

H-O
Su

Sekil 2.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Olugumu
Hidrojen peroksit (H,0;):

Hidrojen peroksit; molekiiler oksijenin diger molekiillerden iki elektron
almas1 ve iki proton (H") ile birlesmesiyle veya siiperoksit anyonunun diger
molekiillerden bir elektron almas1 ve iki proton (H") ile birlesmesiyle meydana
gelir (56).

0O, + 2¢ + 2H ——» H,0,

0, +e + 2H" —» H,0»
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Hidrojen peroksit (H,0O,) hiicre membranindan kolayca gegebilir ve uzun omiirlii
bir oksidan oldugundan difiize olarak komsu olmayan dokularda da hasara neden
olabilir (61).

Hidrojen peroksitin iiretimi O, in dismutasyonu ile olmaktadir. Bu
reaksiyon siiperoksit dismutaz (SOD) Kkatalizorliigiinde, O,” molekiiliiniin
protonlanmas1 sonucu hidrojen peroksit ve molekiiler oksijenin meydana
gelmesiyle olusur (62).

20,"+2H" _SOD _y H0,+ 0

Hidrojen peroksitin eslesmemis elektronu yoktur. Fakat gecis metal
iyonlarinin varliginda reaktif bir serbest oksijen radikali olan OH" ‘nin olusturabilir
(60).

Hidroksil radikali (*OH):

Hidroksil radikali, ilk olarak 1934 yilinda Haber ve Weiss adh
aragtirmacilarin  gosterdikleri, kendi adlari ile anilan reaksiyon ile ortaya
konmustur. Biyolojik sistemlerde rastlanan en etkili oksijen radikalidir ve
makromolekiiller ile kolaylikla reaksiyona girer (63). Yarilanma 6mrii ¢cok kisa (37
°C’de 10”sn) oldugundan in vivo iiretilen OH" , olusum yerinde ya da yakininda
reaksiyona girerek daha diisiik reaktiviteli baska bir radikal tiretir (63). Bu
reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilmektedir ve H,O,‘in, O, ile
reaksiyona girmesiyle OH olugur. Haber-Weiss reaksiyonu genellikle fizyolojik
durumlarda yavastir fakat gecis metallerinin varliginda bu reaksiyon hizli olusur.

H,0, + 0,” 5 *OH+OH +0O,

Siiperoksit radikali biyolojik sistemlerde bulunan ferrik (Fe™) demiri, ferréz
(Fe) demire indirger. Bu sirada H,O,, hidroksil radikaline doniisiir. Bu
reaksiyona Fenton reaksiyonu adi verilir. (64).

0, +Fe® ________§ Fe?+0,

Fe”?+H,0, — 5  Fe” +OH+ «OH

2.2.4. Serbest radikallerin etkileri:

1956’da  Denham Harman, oksijen radikallerinin in vivo enzimatik
reaksiyonlarin {irlinii olabilecegi hipotezini ortaya atmis ve serbest radikallerin
bliyiilk capli hiicresel hasar, mutagenez, kanser ve biyolojik yaslanmanin
dejeneratif siireclerinden sorumlu olabilecegini ileri siirmiistiir (65).

Serbest radikaller, yaslanma ve ¢esitli patolojik durumlarda arttiginda ve bu
artis  antioksidan savunma sisteminin kapasitesini  astiinda  hiicresel
makromolekiillerden lipidler basta olmak tizere DNA, protein ve karbonhidratlar
ile reaksiyona girerler. Sonugta hiicrenin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigii bozulur
ve geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz hasarlar meydana gelir (67). Kontrolsiiz ROS
artisinin etkileri sonucu hiicre apoptoz ya da nekroz ile 6liime gider (68).
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2.2.4.1. Serbest radikallerin lipidlerle reaksiyonu:

Organizmadaki biyomolekiillerin hepsi serbest radikallerden etkilenirler
fakat en fazla lipidler etkilenir. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglar1 serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon
trlinlerini  olusturmaktadir. Genel olarak serbest radikal kaynakli zincir
reaksiyonlart olarak bilinen lipid peroksidasyonda, serbest radikaller doymamis
yag asitlerini (Poly unsaturated fatty acid=PUFA) okside eder ve zarin lipid
yapisini degistirirler (69). Boylece hiicrenin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasina
neden olurlar (70).

Lipid peroksidasyon tepkimeleri serbest radikallerin PUFA zincirinin o-
metilen gruplarindan bir hidrojen uzaklastirmasi ile baglamaktadir. Uzaklasan
hidrojen atomu sebebiyle karbon atomu lizerinde eslesmemis bir adet elektron
kalir. Bu olusan kararsiz lipid radikali kararli hale gegebilmek icin oksijen ile
reaksiyona girerek peroksil radikaline (LOQOe) dontistir (71). Peroksil radikali,
membrandaki komsu yan zincirlerden hidrojen atomlarmmi koparip peroksidatif
zincir reaksiyonunu baslatir. Peroksidasyon bir kere basladiktan sonra geri
doniistimsiiz devam eder (77). Peroksil radikali, membran yapisinda bulunan diger
doymamis yag asidi zincirlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olugmasina yol
acarken, kendisi de aciga cikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksite
(LOOH) doniismiis olur. Lipid hidroperoksitler de yikilarak LOe, LOO- gibi
radikaller, hidrokarbonlar, alkoller ve eterin yaninda malondialdehit (MDA) ve 4-
HNE gibi sitotoksik molekiillerin olugsmasina neden olurlar (73). Bunlar
peroksidasyonun ikincil {iriinleridir. 4-hidroksinonenal, proteinlere konjuge olmak
i¢in sistein, lizin ve histidin rezidiileriyle etkilesir ve aminoasit modifikasyonlarina
sebep olur. Malondialdehit ise, membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve
capraz baglanmalarmma neden olmakta, membranin baz1 Ozelliklerini
degistirmektedir. Dolayisiyla MDA hiicre ve dokulardaki oksidatif hasarin bir
gostergesidir. MDA’ nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyonu sonucunda
TBARS meydana gelmektedir. Bu nedenle TBARS olgiimii PUFA’ nin
peroksidasyonunun tespit edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (73). Lipid
peroksidasyonu membran akiskanligini azaltir, membranlarin biyofiziksel
Ozelliklerini olumsuz etkiler (74, 75). Lipid peroksidasyonu sonucunda olusan
hasar nedeni ile homeostazis bozularak, iyonlara 6zellikle Ca™ ‘a olan gegirgenlik
artarken Ca™ pompasinin aktivitesi bozulur (76).

2.2.4.2. Serbest radikallerin proteinlere etkileri

Proteinler serbest radikallerin etkilerine kars1 PUFA’ ya gore daha az
duyarhdirlar ve serbest radikal hasarina kars1 duyarliliklar1 aminoasit bilesimlerine
baghdir (56). Doymamis bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin,
sistein gibi aminoasitleri iceren proteinler serbest radikallerden daha kolay
etkilenerek bircok kovalent degisiklige ugrar ve serbest radikal reaksiyonlarinin
baslamasina neden olurlar (77). Basglayan bu reaksiyon zincirleri lipidlerdeki kadar
hizli ilerleyememesine ragmen baslangi¢ reaksiyonunu daha da gii¢lendiren (H,O,
gibi) yan {riinleri de iretebilirler (75). Bu sekilde olusan aminoasitlerin
oksidasyonu proteinlerde fragmantasyon, agregasyon ve proteolitik yikima
duyarlilik gibi fiziksel degisikliklere neden olmaktadir (78).
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Proteinlerin oksidasyonu sonucu membran enzimlerinin aktivitesinde azalma
ve Ca™ inflaksinda artis gozlenmektedir. Hiicre i¢i serbest Ca™ artigma bagh
olarak zararli etkilere sahip pek ¢ok enzimin aktivitesi artmakta, bu da hiicre
hasarina yol agmaktadir (79).

2.2.4.3. Serbest radikallerin karbonhidratlara etkileri

Serbest radikaller, karbonhidratlarla da reaksiyona girebilirler. Yapilan
caligmalarda, a-hidroksialdehid yapiya sahip karbonhidratlarin, metal iyonlarinin
varliginda fizyolojik PH ve 1sida hizli bir sekilde otooksidasyona ugradiklar1 ve
bunun sonucunda dikarbonil bilesikleri ve H,O, olusturduklar1 belirtilmistir (60).
Olusan bu molekiillerin, protein ve niikleik asitler gibi diger makromolekiillerle
capraz baglar olusturup, yapilarin1 bozdugu bilinmektedir (61).

2.2.4.4. Serbest radikallerin niikleik asitler ve DNA’ya etkileri

Serbest oksijen radikalleri, bazlar1 pargalayarak, tek =zincir kiriklari
olusturarak ve proteinlere ¢apraz baglanarak DNA’da delesyonlara ve
mutasyonlara neden olurlar. Bu durum hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre
6liimiine yol agmaktadir (80).

2.2.5. Antioksidan Savunma Sistemi

Saglikli bireylerde normal metabolizma sonucunda olusan ROS zararl
etkilerinin disinda, organizmanin yabanci maddeler ve infeksiyon ajanlarina karsi
savunmasinda yararli etkilere sahiptir. Fakat bu etkilerin bir dengede tutulmasi
gerekir (81). Bu dengenin bozulmasi ve ROS’ larin artmasi halinde hem hiicre
icinde hem de hiicre disinda olusan radikallerin zararli etkileri antioksidan
savunma sistemi dgelerinin ortaklasa ¢alismalar1 sonucu ortadan kaldirilir (82). Bu
savunma sistemini siliperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GSSG-
R), mitokondriyal sitokrom oksidaz enzimleri ve C, A, E vitaminleri gibi
antioksidan bilesikler olusturur (81).

O,e
NADP* NADPH
Glutatyon
SOD Rediiktaz
¥ N\
GSH GSSG
Myeloperoksidaz ¥ Glutatyon
Hzo ( |_|202 Peroksidaz \ H20+02
¥~ O\ Katalaz
HOCI ¢

Sekil 2.4. Antioksidan savunma sistemi 6geleri
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2.3. Siilfit

insanlarin SO;?* ye maruz kalmalari, endojen ve eksojen olmak iizere iki
sekilde olur. Siilfit viicutta endojen olarak iiretildigi gibi, eksojen olarak disaridan
da alinabilir. Gerek endojen olarak iiretilen, gerekse ekzojen yolla alinan SO,
vicutta SOg'Z’ye doniismektedir.

Silfiir dioksit ve onun cesitli iyonlarla yaptig1r tuzlari, suda eriyebilir
bilesikler olup sivi ortamlarda hizli bir sekilde asagidaki reaksiyonda gosterildigi
gibi siilfiiroz asit (H,SO;) olustururlar. Siilfiiroz asit 6zellikle yiiksek pH ve 37
°C’de kolayca bisiilfit (HSO3;) iyonuna doniistir. HSO'; ise daha yiiksek pH’larda
SO;? iyonuna déniismektedir. Fizyolojik pH’larda HSO; ve SO;? iyonlarinin
birbirlerine kolayca doniisebildikleri gdsterilmis, bu yiizden SO5? her iki iyon igin
de ortak isim olarak kullanilmustir.

SO, + H,O<+— H,SO; «—»HSO; «—>»S0;>

2.3.1. Endojen siilfit olusumu:

Viicutta siilfiir iceren aminoasitlerin ve diger stlfiir igeren bilesiklerin
normal katabolizmasi sonucu SO5~ olusumu gergeklesir (8). Siilfitin liretiminde en
onemli yolak; sistein ve metionin aminoasitlerinin katabolizmasidir (8). Metionin
sitoplazmik bir enzim olan metionin adenozin transferaz ile s-adenozin methionine
doniistiiriiliir. Olusan methionin s-adenozinmetil transferaz enzimi ile s-adenozin
homosisteine doner. Daha sonra bu bilesikten s-adenozin homosistein hidrolaz ile
homosistein meydana gelir. Bunu takiben homosistein sistionin [ sentaz ile
sistatyonine ve o da sistatiyonin gama ligaz ile sisteine doniisiir. Sisteinden sistein
dioksijenaz enziminin etkisiyle sistein siilfinik asit olusur. Sistein siilfinik asit
aspartat transporter araciligiyla sitoplazmadan mitokondriye tasinir ve
mekanizmanin bundan sonraki basamaklari mitokondride gergeklesir. Sistein
siilfinik asit, sistein siilfinik asit transaminaz enzimi yardimiyla 2-ketoglutarat
veya oksaloasetat ile transaminasyona ugrayarak 3-siilfinil piruvat olusturur. 3-
stilfinil piruvat daha sonra spontan desiilfinasyona ugrar ve sonugta SO, ve piruvat
olusur. Olusan SO, hidrasyona ve proton ayrilmasima ugrayarak SOs>’yi meydana
getirir. Viicutta tiretilen SO3’nin biiyiik bir kismi bu yolla iiretilir (8).

2.3.2. Eksojen siilfit alimi:

Yiyecek ve igeceklerde stilfit kullanimi:

Yiyecek ve igeceklerin iiretimi sirasinda, tatlarinda ya da kokularinda
istenmeyen degisikliklerin énlenmesi ve dayanikliliklarinin artmasi amaci ile SO5
kullanilmaktadir (83). Bira, sarap, konserve, dondurulmus gidalar gibi bircok
islenmis yiyecek ve icecekte kullanilan SO;? restoran yemeklerine de
eklenmektedir. Oyle ki restoran yemeklerinin hazirlanmasinda yiiksek miktarda
SO; kullanilmasi, SOs™’nin yan etkilerinin goriilmesinde restoran yemeklerinin
biiyiik etkisi oldugunu gdsterir. Bu nedenle FDA (Food and Drug Administration)
tarafindan, restoran yiyeceklerinde kullanilan SOs™ bilesiklerinin miktarnm 15
mg/giin’li gegmemesi bildirilmig, ayrica silfitin ette kullanimi yasaklanmais,
sarapta 350 ppm ve karideste 100 ppm olarak kullanim1 sinirlandirilmastir (8).

14



Metionin
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d < (Sitoplazma)
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A 4

Sistetyonin

~ Sistatyonin y-ligaz

v N (Sitoplazma)

Sistein

. Sistein dioksijenaz
N (Sitoplazma)

Sistein sulfinik asit

l - (Mitokondri)
3-stilfinilpiriivat

-
<«

(Mitokondri)

S£2 Pirtivat

N\

SO, + H,O <« H,SO; = HSO; «— SO;”

Sekil 2.5. Viicutta endojen siilfit olusumu

Ilaclarda siilfit kullanima:

Ilag endiistrisinde, ilaglarin etkilerinin azalmasima neden olan oksidasyonu
onlemek ve ilaglara suda eriyebilirlik kazandirmak amaciyla SO;>
kullanilmaktadir (84).

SO, inhalasyonu:

Kirli havadan SO;? alimu, yiyecek, icecek ve ilaglarla alinandan ¢ok daha
azdir. Inhalasyon ile alman SO, viicutta SO;72, bisiilfit iyonlar ile siilfliroz asite
doniisiir. Bu nedenle, SO, konsantrasyonu 24 saatlik bir siire i¢in ortalama 0.14
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ppm’i, 1 yillik siire i¢in ortalama 0.03 ppm’i ge¢meyecek sekilde standardize
edilmistir (8).

2.3.3. Siilfitin Metabolizmasi

Endojen veya ekzojen yolla alinan SO;”nin temel detoksifikasyonu
oksidatif metabolizmadir ve bu detoksifikasyon mitokondriyal bir enzim olan siilfit
oksidaz (SOX) ile yapilmaktadir. Siilfit oksidaz enzimi 104 kDa agirliginda bir
molibdohemoprotein olup, SO;?’'nin zararsiz bir bilesik olan inorganik siilfata
dontistimiini katalizler (Sekil 2.7) (2). Mitokondrinin membran arasi boslugunda
lokalize, dimerik bir yapiya sahip olan SOX kofaktor olarak Mo (Molibdenyum)
kullanir. Hem iceren N-terminal sitokrin bs bolgesi ve yapisinda Mo ihtiva eden C
terminaline sahiptir.

{;Ytgchromec Mo {UI} Fe [I”}

(reduced) S0;” + H.0
cytochrom = +
yl:tcfid?;ad? g S04~ #+2H
Mo (V1) Fe (I1) Mo (IV) Fe (Il1)

Mo (V) Fe (1) Mo (V) Fe (I}
cytoch r{JMhm me C
(reduced) (oxidized)

Sekil.2.6. Siilfit oksidazin siilfiti siilfata oksitlemesi

Bu enzim, SO;%den 2 ¢ alarak enzimin Mo-VI bolgesine, oradan sitokrom
bs ve son olarak da solunum zincirindeki ferrisitokrom c’ye transfer eder. Bu
sirada, okside olan 1 mol SO3? basina bir mol ATP iiretilir (8).

siilfit oksidaz

SO;? —————— % SO;+2¢
SO; + H,O ———— » SO, 2+ 2H"

Idrarla atilan siilfatin %90°1 SOX enzimi tarafindan olusturulur (8). Normal
fizyolojik metabolizma da siilfitin, SOX tarafindan etkili bir bigimde okside
edilebilmesi, dokularda SOs;™’nin ¢ok diisik konsantrasyonlarda tutulmasini
saglayan etkili bir mekanizmadir (8). Siilfit oksidaz enziminin eksikliginde veya
cok fazla SO5’ye maruz kalindiginda, SO5~, sistein GSSG gibi diisiik molekiiler
agirhiktaki tiyollerin veya protein gibi makro molekiillerin disiilfid baglariyla
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stilfitoliziz denen reaksiyona girerek S-siilfonatlar1 olusturur. (187). Glutatyon
distilfidin siilfitolizisinin thiol transferaz enzimi ile katalize edildigini ve olusan S-
sulfoglutatyonun, transhidrojenaz enzimi yardimiyla indirgenmis glutatyonla
reaksiyona girerek SO; ve okside GSSG olusturdugu bilinmektedir (85).

Siilfitin S-stilfosisteine doniismesi Sekil 2.8’de 6zetlenmistir.

Tiol
S0O;2 + GSSG GSH-SO; + GS
Glu Gl Glu
TT | GT DP
Cyi— &S0y + HE30y ———» Cy380; ———— Cy350; —» Cy350;
Gly  Gly Glu Gly
—— —_—— —_— —_—
GERG m-silfoglutatyon m-silfosisteinil  3-sllfosistein
glizin

TT: Tiol transferaz
GT: y-glutamil transpeptidaz
DP: Dipeptidaz

Sekil 2.7. Glutatyonun S-siilfosisteine doniisiimii

Siilfitin diger bir metaboliti ise idrarla diisiik miktarda atilan thiosiilfattir
(32£13 pmol/gin). Thiosiilfat, siilfidin thiosistein veya 3-merkaptopiruvat
(sisteinin bir iiriinii) ile reaksiyonu sonucu olusur (8).

2.3.4. Siilfit radikallerinin olusumu

Siilfitin stilfata oksidasyonu non-enzimatik serbest radikal mekanizmalar ile
de gergeklesir. Yiiksek SO;” konsantrasyonu ve diisiik SOX aktivitesinde SOs”
“nin oksidasyonu peroksidazlar tarafindan katalizlenir. Siilfitin bu enzimler
tarafindan katalizlenen oksidasyonu sonucunda siilfiir merkezli bir radikal olan
stilfiir trioksit anyon ("SOj") radikali olusur (9).

SO, HRP 5 *s0y +¢
H,0,

Siilfiir trioksit anyon radikali olustuktan sonraki zincir reaksiyonlari, otokatalitik
olarak iki asamada gergeklesir Olusan "SO;, molekiiler oksijenle reaksiyona
girerek O, veya "O3SOO" olusturur, fakat bu reaksiyonda daha ¢ok "O3;SOO’
meydana gelmektedir. (9).
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‘SO;7+0; ———— »  SO;+0,”
SO +0, —*  0;S00°
Peroksil ile SO5’nin reaksiyonu sonucu SO4~ olusur (9).

"0;S00° + S0;? » SO, +S0,7

Siilfat anyon radikali ayrica hizli bir sekilde SO;*’yi okside eder ve sonugta "SO3
’yi olusturur (9).
SO4" + 8057 > 8047 +°SOy

Olusumu oksijene bagimli olan SO4 ’nin, ‘OH kadar reaktif olmasi nedeniyle
karsinojenik etkilerinin oldugu 6ne siiriilmektedir. Ayrica, SO4~ diger molekiillerle
kolayca c¢ift bag olusturabilir. Yiksek reaktivitesinden dolayi, methionin ve
triptofanin oksidasyonundan, klorofil ve [-karotenin tahrip olmasindan, lipid
peroksidasyonundan ve membran hasarlarindan kismen sorumlu oldugu
diistintilmektedir (9).

Siilfitin peroksil radikali ile olan reaksiyonu yani sira iki 6nemli reaksiyonu
daha bulunmaktadir. Bisiilfitin peroksil ile olan reaksiyonu sonucunda, ‘SO;™ ve
*OH ortaya ¢ikar.

"03;SO0" + HSO3 — "03SOO0H + "SO5’
- . - H2O D e +
0;SO0" + HSO3™ — > 28047+ OH +2H

Ayrica SO4”" nin su ile reaksiyona girmesiyle de "OH olusabilir. Ancak bu
reaksiyon, zincir reaksiyonlarmin ilerlemesinde 6nemli bir reaksiyon degildir,
¢linkii SO, bu reaksiyonlarin yerine daha ¢ok SO5 olusturmayi tercih eder (9).

SO," +H,0 — HSO4 +°OH

Siilfitin serbest radikal olusturma mekanizmasi igerisinde 6ne siiriillen en énemli
etkilerinden biri de GSH deplesyonuna neden olmasidir. GSH bilindigi gibi,
serbest radikallere karsi antioksidan savunma sisteminin Onemli bir Ogesidir.
Siiperoksit anyon radikalinin SOD ile enzimatik yikimi sonucu olusan H,O,’ nin
suya cevrilmesini ve detoksifiye edilmesini GPx ve CAT enzimleri gergeklestirir
(86).

SOD
Oz._ > HzOz
GP:/ NAAT
2H20 H2O + 02
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Glutatyon peroksidaz bu islevini yaparken GSH, GSSG’a doner. Rediikte
glutatyon ise, GR ile tekrar GSH’a déniistiiriiliir (86). Bu siklusun SO;? iyonlar
tarafindan bozulabilecegi gosterilmistir. Siilfit iyonu GSSG ile reaksiyona girerek
GSSO;3 olusumuna neden olur. Bu molekiil ise GR tarafindan tekrar GSH’a
doniistiiriilemediginden transpeptidazlar ile pargalanarak tiostilfat haline ¢evrilir
(87). Olusan tiosiilfat da idrarla atilmaktadir. GSH’ nin bu mekanizma ile
tiikketilmesi noronlar1 radikallerin hasarina karsi savunmasiz birakmaktadir. (87).

Siilfitin Peroksinitrit ile Olan Reaksiyonu

Nitrik oksit ile O, arasindaki reaksiyon sonucu olusan peroksinitrit(tONOQ),
HSO:s ile reaksiyona girerek “SOj;” olusturur (10).

ONOO™ + HSOs » 'SO; +NO;" + HO
Siilfit radikali ve oksijenin reaksiyonu ile OOSOs” olusur (10).
'SO; +0;, ——» "00SO5

Bu reaksiyonu takip eden diger reaksiyonlar ve radikal olusumlar1 asagida
Ozetlenmistir.

_03800. +HSO; —— ‘O5;SOO0H + ‘SO3_
"‘0;800" + SO;? ————» SO, + S0,

SO, + SO5~2 » SO+ SOy

Ayrica peroksinitrit ile tioller (glutatyon) arasindaki reaksiyonlar bir dizi
thiyl radikallerinin olusumunu saglar (sekil 2.8).

Peroksinitrit GSH’ 1n oksidasyonunu saglayarak glutathionyl radikalini
(GS") olusturur. Glutathionyl radikalinin molekiiler oksijenle reaksiyonu sonucu
glutatyon thiylperoksil radikali (GSOO"), GS ile reaksiyonu sonucu glutatyon
disiilfid anyon radikali (GSSG™) meydana gelir. Glutatyon disiilfit anyon
radikalinin, molekiiler oksijenle reaksiyonu sonucu ise O, ve GSSG ortaya ¢ikar

(10).
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GS5G

Sekil 2.8. Glutatyonun zincir reaksiyonlari, GSNO: S-nitrosoglutatyon, GSSG: glutatyon disiilfid,
GSOOH: glutatyon siilfenil hidroperoksit

2.3.5. Siilfit Toksisitesi

Siilfit i¢eren ilaglar ya da yiyecekler alindiginda agizda ve midede SO, gazi
olusur. Midede yiiksek miktarlarda SO, olusmasi ile ortaya ¢ikan siskinlik, vagal
uyar1 ve gastrin salinimina neden olur. Vagal uyar kolinerjik trtiker, bradikardi,
hipotansiyon ve bronkokonstriiksiyonun yanisira abdominal agr1, siskinlik, kramp
ve ishal gibi gastrointestinal sikayetlere de yol acar. Gastrin salinimi ise
bazofillerden histamin salinimina neden olarak allerjik reaksiyonlara aracilik eder
(21). Solunum sisteminde basta bronkokonstriikksiyon olmak {izere, alveol
kalinlagmasi, alveol hiperplazisi, akciger 6demi, akciger kanserine yatkinlik gibi
pek cok direkt etkisi gosterilmistir (88).

Oldukca reaktif bir molekiil olan SO5’nin solunum sistemi disinda, in vitro
ve in vivo olarak basta niikleik asitler olmak iizere ¢esitli biyolojik molekiillerle
reaksiyona girerek toksik etki yarattigt gosterilmistir. Rencilizogullar1 ve
arkadaslar tarafindan yapilan calismada SO, tiirevlerinin, insan lenfositlerinde
kromozomal aberasyonlar, kardes kromatid degistokusu ve mikrocekirdek
olusumuna neden olurken (11) , farelere verilmesi durumunda ¢esitli organlarda
(beyin, akciger, kalp, dalak, bobrek, kemik iligi) DNA hasarina yol acabildigi
gosterilmistir (89). Ayrica, in vitro ¢alismalarda, SO;>’in DNA’daki sitozin ve
RNA’daki urasil ile reaksiyona girdigi, serbest radikal mekanizmalariyla DNA ve
RNA zincirlerine zarar verdigi ve siilfiir iceren proteinlerin disiilfid baglarinin
parcalanmasina sebep oldugu saptanmistir (90). Bunun yaninda, SO,
inhalasyonunun sigan ve farelerin akciger, kalp ve beyinlerinde oksidasyona bagl
hasarin yanisira, DNA hasarina da yol acabilecegi ileri siiriilmiistiir (91).
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Silfitin birgok dokuda oldugu gibi noronlar {lizerine de toksik etkileri soz
konusudur. Genetik olarak SOX eksikligi olan hastalarda yapilan ¢aligmalarda,
endojen SOs;*’ye maruz kalma sonucu siddetli norolojik disfonksiyon ve erken
olimle karakterize vakalar bildirilmistir (92). Ayrica, SO, tiirevleri olan SO3™ ve
metabisiilfitin sican hippokampal CA1 noronlar1 ve dorsal kok gangliyonlarinin
sodyum ve potasyum akimlarin1 degistirdigi de tespit edilmistir (93). Bu bulgular,
SO;’nin yalnizca solunum sistemini etkilemedigini, sistemik bir toksik ajan
oldugunu gostermektedir.

2.4. Apoptozis

Apoptozis, gelismis organizmalarda gereksinim  duyulmayan ve
fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin, ¢evredeki diger hiicrelere zarar vermeden
programli olarak oldiiriilmesidir. Bu siire¢ enerji kullanilarak, hiicresel yaralanma
ve inflamasyon olmaksizin gergeklesir (94, 95). Apoptozis embriyonik donemden
baslayarak, yaslanmaya dek siiren gelisim siirecinde homeostazise katkida bulunur
(95).

Hiicre oliimiiyle ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 151k mikroskobunun ve yeni
boya yontemlerinin kesfiyle baslamis ve ilk olarak ¢evredeki diger hiicrelerde
inflamasyon olugturan hiicre O6liimii “nekrozis” olarak tanimlanmistir. 1972
yilinda, iskemiye maruz kalan dokunun etrafinda nekrozisden daha farkli bir hiicre
Olimii gosterilmis ve buna Yunancada apo (= ayr1) ve ptozis (= diisen)
kelimelerinin birlestirilmesi ile olusmus, sonbaharda yaprak dokiimii anlamina
gelen “apoptozis” ad1 verilmistir ( 94).

2.4.1. Apoptozis Morfolojisi

Oliimciil bir uyaridan sonra apoptozisin baslama siiresi, hiicre tipine gore
degisiklik gosterir. Ancak, biitiin hiicre tiplerinde, apoptozise ait morfolojik
degisiklikler benzerdir ve ¢ekirdek, sitoplazma ve hiicre yiizeyinde meydana gelen
degisimler birbiri ile uyumludur. Bu degisiklikler ii¢ evrede gergeklesir;

I. evre: Hiicre biiziismesi ve ¢ekirdek yogunlagsmast,

II. evre: Hiicre tomurcuklanmasini takiben “apoptotik -cisimciklerin”
olusumu ,

III. evre: Apoptotik cisimciklerin fagositozisidir (96).

Birinci evrede apoptozise gidecek olan hiicreler komsu hiicrelerden ayrilir
ve membran yapist bozulur. Cekirdekte ise endoniikleaz enzimlerinin aktive
olmasityla DNA 180-200 baz cifti uzunlugunda kirilmaya baglar ve ¢ekirdek
kromatini dagilir. Cekirdek kromatini, ¢ekirdek zarindaki porlar1 kapatacak sekilde
cekirdek zarinin altinda yogunlasarak farkli boyutlarda ve sekillerde ¢ekirdegin i¢
ylizeyine yapisir (96). Bundan dolay1 cekirdek zari boliinerek parcalara ayrilir.
Sitoplazmik proteinlerin yogunlagmasi ve hacmin azalmasina bagl olarak hiicrede
biiziilme ortaya ¢ikar. Bu goriiniim, muhtemelen plazma membraninda bulunan
iyon kanallar1 ve pompalarimin aktivasyonunun bozulmasima baglidir (94).
Dolayisiyla apoptotik hiicreler saglikli hiicrelerden daha kiigiik gdzlenir. Daha
sonra hiicre zarlarinda ¢ikintilar ve kivrimlar olusurken, endoplazmik retikulum
(ER) genisgler ve hiicre zar ile birleserek yilizeyde kraterler olusturur fakat bu
stirecte mitokondrilerin yapisinda 6nemli bir degisiklik goriilmez (96).

Ikinci evrede hiicre zarinda biiziismenin artmasiyla bleblerin olusumu
gbzlenir. Bunun devaminda hiicre, sitoplazma, organel ve ¢ekirdek pargalari igeren
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zarla ¢evrili apoptotik cisim olarak adlandirilan pargalara ayrilir. Apoptotik
cisimlerin bir kismi yogun olarak hiicre organellerini igerirken, bir kisminda
cekirdek kalintilar1 mevcuttur (94).

Uciincii evrede ise apoptotik cisimler bulunduklar1 hiicreler aras1 alanlarda
makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan hizlica fagosite edilirler (94).

Apoptozis sirasinda hiicrede gozlenen morfolojik degisiklikler sekil 2.9.” da
gosterilmistir.

Apoptozis sirasinda hiicre i¢i makromolekiiller disar1 ¢ikmadigindan
herhangi bir inflamatuar cevaba neden olmaz ve komsu hiicrelerde zarar
olusturmaz (97). Bu evreler sirasinda apoptozisin deneysel olarak saptanmasi
ancak 2. ve 3. evrelerde miimkiindiir (98, 99, 100).

Apoptotic
body

Phagocytic

Copyright @ 2009 Pearson Education, Inc.

Sekil 2.9. Apoptozisin hiicresel morfolojisi

2.4.2.Apoptozis ve Nekrozis farki

Apoptozis, nekrozdan oldukc¢a farkli bir hiicre 6liim mekanizmasidir.
Nekrozis, kontrolsiiz ve pasif bir siiregtir, fizyolojik bir olay degildir (patolojik) ve
genelde genis alanlar, hiicreleri etkiler. Aksine apoptozis kontrollii, enerji bagimli
bir siirectir, hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilir ve
tek bir hiicreyi veya hiicre grubunu etkiler. Nekrozis de ise hiicrede enerji destegi
kesilir ve direkt hiicre zarimin hasara ugradigi gozlenir (101). Bu hasara bagh
olarak hiicre igine asir1 sivi girmesi sonucu hiicre siserken “cell swelling”,
apoptotik hiicre tam tersine kiiciiliir “cell shrinkage” (101). Apoptotik ve nekrotik
hiicreler sekil 2.10.” da gosterilmistir. Apoptozis nekrozis farki tablo 2.1. de
ayrintili olarak 6zetlenmistir.
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OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
Hiicre zar biitiinligiiniin kayb1 Intakt hiicre zar1 fakat zarda bleblerin
Kromatin flokiilasyonu olusumu
Hiicre sismesi Kromatinin niikleer zar civarinda
Organellerin disintegrasonu toplanmasi ve yogunlagmasi
Morfolojik dzellikler Endoplazmik retikulumun dilatasyonu Hiicre kiigiilmesi

Biiyiik vakuollerin olusumu
Hiicren lizisi

Organellerde disintegrasyon yok
Hiicrenin mitokondri, ribozom, niikleus
parcalar1 ve diger organelleri iceren
zarla ¢evrili apoptotik cisimlere
pargalanmasi

Biyokimyasal 6zellikler

Bozulmus iyon homeostazisi

ATP gerekmez (pasif siirec)

DNA rastgele pargalanir

Postlitik DNA fragmentasyonu (6liimiin
geg safhasinda)

Kontrollu, bazi aktivasyonlarin ve
enzimatik basamaklarin olmasi

ATP gereklidir (aktif siireg)

DNA interniikleozomal alanlarda 180 kb
¢iftinin katlart olacak sekilde kirilir
DNA fragmentasyonu

Diger 6zellikler

Hiicreler gruplar halinde 6liir
Fizyolojikolmayan (patolojik) etkiler
sonucu gergekler

Lizozomal enzimler salinir
Inflamasyona neden olur

Hiicreler tek tek veya birkaci bir arada
olir

Fizyolojik sartlarda da gergeklesebilir
Komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler
Inflamasyon gériilmez

Tablo 2.1. Apoptozis ve nekrozis farki
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Sekil 2.10. Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin immiinohistokimyasal goriintiileri
(A) saglikli hiicre, (B) apoptotik hiicre, (C) apoptozisin ge¢ evresindeki hiicre, (D)
nekrotik hiicre

2.4.3.Apoptozis yolag1
Birgok fizyolojik ve patolojik durum veya faktor apoptozise neden olabilir.
Fakat her hiicre ayni1 faktore apoptozisle cevap vermez (101) . Apoptozise yol acan
nedenler; biiylime faktorii eksikligi, hiicre yaslanmasi, viral enfeksiyonlar,
kanser ilaglari, radyasyon, yiiksek doz glukokortikoid, Fas veya tiimor nekrozis
faktor reseptorii-1 (TNFR-1) reseptorlerinin aktivasyonu, sitotoksik T lenfositler,
DNA hasar1 nedeniyle bir tiimdr supresor gen olan p53° iin aktive olmasi, hiicre ici
Ca'? miktarindaki art1s ve oksidatif stres olarak siralanabilir (101).
Apoptozis arastirmalarinda birbirini etkileyebilen iki ana yolak oldugu
gosterilmistir:
1) Ekstrensek veya 6liim reseptor yolagi
2) intrensek veya mitokondriyal yolak
Ekstrensek ve intrensek yolaklar ayni son noktada yani infaz yolaginda
birlesirler. Bu yolak kaspaz-3 ayrimiyla baslar ve DNA parcalanmasi, hiicre
iskeletinin ve ¢ekirdek proteinlerinin yikilmasi, proteinlerin ¢apraz baglanmasi,
apoptotik cisimlerin olugmasi, fagositik hiicre reseptorleri icin ligandlarin
ekspresyonu ve son olarak da hiicrenin fagositozu ile sonuglanir (102).

Ekstrensek veya oliim reseptor yolag:

Ekstrensek yolak, transmembran reseptor-aracil etkilesimler ile baglar ve bu
reseptorler TNF reseptor ailesinin liyeleri olan “6liim reseptorleri” dir (103). TNF
reseptor ailesi liyeleri, sistinden zengin hiicre dig1 baglanma bolgeleri (domain) ve
yaklagik 80 aminoasitten olusan hiicre i¢i “6liim baglant1 bolgesi” (death domain)
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ad1 verilen baglama bolgelerinden meydana gelir (104). Bu 6liim domaini
apoptotik sinyali hiicrenin dis ylizeyinden hiicre i¢i sinyal yolagina iletmekle
gorevlidir. Giinlimiizde en iyi tanimlanan ligand ve reseptorler; FasL/ FasR, TNF-
o/ TNFR1, APO-3L/ DR-3, APO-2L/ DR-4, APO-2L/ DR-4"dir (104, 105, 106).

Apoptozisin ekstrensek yolaginda meydana gelen olaylar dizisi en iyi
FasL/FasR ve TNF-o/TNFR1 modelleri ile tanimlanmistir. Bu modellerde reseptor
ve bunlara baglanan ligandlarin etkilesimi ve sonrasindaki olaylar bir dizi halinde
meydana gelir. Fas ligandinin Fas reseptoriine baglanmasiyla FADD (Fas
associated death domain), TNF ligandinin TNF reseptoriine baglanmasiyla
TRADD (TNFRI1 associated death domain) adi verilen sitoplazmik adaptor
proteinleri, bu reseptdrlerin membran i¢ ylizeylerine baglanirlar (107). Bunu
takiben 6liim efektor baglant1 bolgesinin dimerizasyonu sonucunda prokaspaz-8 ile
etkilesime girerek, prokaspaz-8’in oto-katalitik aktivasyonu ile sonuglanan bir
O0lim baglatict sinyal kompleksi (death inducing signaling complex (DISC))
olustururlar (108).

Intrensek veya mitokondriyal yolak

Intrensek yolak dogrudan hiicre ici hedeflere etki eden reseptdrden bagimsiz,
mitokondriyal baglangi¢lt olaylar zinciridir. Hiicre igindeki biiylime faktorlerinin,
sitokinlerin ve hormonlarin eksikligi, radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi,
viral enfeksiyonlar ve serbest radikaller intrensek yolagi baslatabilir (101). Tiim bu
uyarilar, mitokondriyal membran gegirgenliginin degismesine, mitokondriyal
transmembran potansiyelinde bozukluga ve sit-c, Smac/DIABLO (Second
mitochondrial activator of caspases/direct IAP binding protein with low PI), serin
proteaz HtrA2/Omi (High-temperature requirement) adi verilen pro-apoptotik
proteinlerin intermembran bosluklardan sitozole salinmalarina neden olurlar (109).
Bu proteinler kaspaz aracili mitokondriyal yolagi aktive ederler. Sitokrom-c,
prokaspaz-9’ a ve Apaf-1’ e baglanararak “apoptozom” olusumunu saglar (110,
111). Bu molekiiliin asil olugsma nedeni kaspaz-9°’u aktive etmektir.

Diger pro-apoptotik proteinler olan kaspazla aktive edilen DNAaz (CAD =
Caspase- Activated DNAse) apoptozis siiresince mitokondriden salmir, fakat
Apoptozisi indiikleyen faktér (AIF) hiicre 6liime teslim olduktan sonra salinir.
Apoptozisi indiikleyen faktor, DNA’ nin pargalara ayrilmasina ve periferal niikleer
kromatinin yogunlasmasina neden olur (112). Kaspazla aktive edilen DNAaz,
kaspaz-9 ile etkilesime girerek oligoniikleozomal DNA parcalanmasina ve
ilerlemis kromatin yogunlasmasina neden olur (113).

Mitokondriyal apoptotik yolaklarin kontrolii ve regiilasyonu Bcl-2 protein
ailesi tiyeleri tarafindan yapilir (114). Tiimdr baskilayici protein p53, Bcel-2 ailesi
proteinlerinin diizenlenmesinde ©Onemlidir. Bcl-2 protein ailesi mitokondriyal
membran gecirgenligini degistirir ve sit-c salinmasi i¢in diizenleyici rol oynar.
(115). Bu proteinlerin mitokondri membranina etkisi, hiicrenin apoptozise
gideceginin ya da apoptozis siirecinin bozulacaginin belirlenmesi yoniinden 6zel
oneme sahiptir (115).
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Infaz yolag

Ekstrensek ve intrensek yolaklarinin ikisi de apoptozisin son yolagi olarak
diisiiniilen infaz (execution) fazinda sonlanirlar. Bu faz, efektor kaspazlar olarak
adlandirilan kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’nin aktivasyonu sonucu baslar.
Efektor kaspazlar, proteazlar1 aktive ederek niikleer ve sitoplazmik hiicre iskelet
proteinlerini parcalarlar. Dolayisiyla hiicrede apoptozise ait morfolojik ve
biyokimyasal degisikliklere neden olurlar (116). Kaspaz-3 en Onemli efektor
kaspazlardan biridir ve baslatic1 kaspazla (kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-10) aktive
olarak proteolitik kaskadin baglamasina neden olur. Kaspaz-3 aktivasyonu,
kaspazla aktive edilen DNAaz inhibitérii (ICAD=Inhibitor of Caspase-Activated
DNAse) ile birlesik halde bulunan endoniikleaz CAD’1 inhibitoriinden ayirarak
aktive eder. Takiben CAD c¢ekirdekteki kromozomal DNA’ y1 pargalar ve
kromatin yogunlagsmasina neden olur (117).

Apoptotik hiicrelerin fagositozisi apoptozisin son basamagidir. Bu hiicrelerin
yilizeyinde fosfolipid asimetrisi ve fosfatidilserinin membran i¢ yilizeyinden dis
ylizeyine ¢ikmasi, diger hiicrelerin fagositozis i¢in uyarilmasini saglar ve non-
inflamatuar fagositik tanima kolaylasarak hiicreler erkenden ortadan kaldirilirlar
(118). Apoptozis yolaklar1 sekil 2.11. ‘de gdsterilmistir.

Ekstrensek yolak intrensek yolak

radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi,
viral enfeksiyonlar,serbest radikaller

f

olam ligand
Blim reseptdril ~y

/

adaptor proteinler

mitokondrial degigiklikler

DISC olusumu apoptozom olusumu

\ f

kaspaz-8 aktivasyonu \ kaspaz-9 aktivasyonu

kaspaz-3 aktivasyonu
(infaz yolagi)

'

endoniikleaz aktivasyonu
niikleer ve sitoiskelet proteinlerinin degradasyonu

sitomorfolojik degisiklikler:
kromatin ve sitoplazmik kondensasyon, niikleer fragmantasyon

.

apoptotik cisimklerin olusumu

Sekil 2.11. Apoptozis yolaklar
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2.4.4. Apoptozisde gorev alan aracilar

p53: Hiicrede i¢ veya dis nedenlerle DNA hasar1 olustugunda aktive olan
bazi genler, apoptozise neden olabilmektedir. Bu genlerden en oOnemlisi p53
genidir. Bir timdr supresér geni olan p53 proteini niikleusta lokalizedir ve
harekete gectiginde esas fonksiyonu, pek cok diger genin transkripsiyonunu
kontrol ederek DNA tamiri yapan proteinlerin transkripsiyonunu indiiklemektir
(119). Bu nedenle p53° iin mutasyonu veya homozigot kaybi sonucu DNA
hasarlanmasi tamir edilemez (120). Normalde inaktif durumda bulunan p53 geni,
apoptotik sinyal sonucu aktif hale geldiginde ve DNA hasarini1 tamir edebilecek
diizeydeyse, hiicrenin ge¢ G1 fazinda kalarak, S fazina ge¢cmesine engel olmakta
ve hiicreye DNA’y1 tamir etmek i¢in zaman kazandirmaktadir. Eger, DNA hasar1
tamir edilemeyecek diizeydeyse, hiicre siklusundaki blok ortadan kalkar ve hiicre
hasarinin tamiri basarili olmaz. Bunu takiben p53 geni bcl-2 grubu proteinlerden
bax proteinini aktive ederek mitokondri araciligi ile hiicrenin apoptozise giderek
Olmesini saglar (119).

Bcl-2 protein ailesi: Mitokondriyal yolakta islev goren ve apoptoziste ¢cok
onemli rol oynayan molekiillerdendir. Apoptozisteki regiilasyonu biiyiik 6lciide
mitokondriyal fonksiyonun diizenlenmesi ile meydana gelir (121). Bcl-2 ailesi,
birbirine zit etkileri olan iki gruptan olusur: iyelerinin bir kismi apoptozisi
indiiklerken (Pro-apoptotik iyeler: Bax, Bad, Bid, Bel-X), diger bir kismu ise
apoptozisi inhibe eder (Anti-apoptotik tyeler: Bel-2, Bel-X)). Hiicrenin hayatta
kalmasi, pro-apoptotik ve anti-apoptotik molekiillerin rélatif oranina baghdir.
Dolayisiyla oranin artmasit ya da azalmasi apoptozisin inhibisyonu veya
aktivasyonu ile sonuglanir.

Pro-apoptotik Bcel-2 ailesi iiyeleri (Bax, Bad, Bid, Bcl-X), sitozolde bulunur

ve apoptotik uyar1 alinmasi halinde mitokondri membranina baglanir, burada por
olusumunu indiikler, boylece selektif iyon permeabilitesi kaybolur, sit-c ve AIF’ in
mitokondriden sitozole ¢ikmasini saglayarak apoptozisi indiikler (122).

Anti-apoptotik Bel-2 gen ailesi (Bel-2, Bel-X)), pek ¢ok proteinin sitozolden
intraselliiler membrana dagilimini diizenleyen adaptoér bir protein olarak etki
gostererek kaspazlarin aktivasyonuna yardim eden sit-c’ nin ve AIF’in
mitokondriden ¢ikisini engeller ve bdylece apoptozisi inhibe eder (122).

Kaspazlar: Apoptotik hiicre 6liimii esnasinda énemli rol oynayan ve aktif
merkezinde sistein bulundugundan “sistein proteazlar” olarak adlandirilan
enzimlerdir. Aspartik asitten sonraki peptid bagini kirmakla gorevlidirler (123).
Hiicrede inaktif proenzim olarak sentezlenirler. Aktivasyonlar1 sirasinda aspartat
baginin ayrilmasiyla proenzimden, subiinitler iceren aktif enzim olusur ve
birbirlerini aktiflestirerek proteolitik kaskada neden olurlar (124). Bu enzimlerin,
apoptozis siirecinde genomik DNA’nin 50-200 kb parcalar halinde kirilmasi,
proteinlerin pargalanmasi, fosfotidilserinin hiicre zar1 i¢ yiizeyinden dis yiizeyine
¢ikmasi gibi farkli evrelerde rol aldig1 gozlemlenmistir (125, 126).

Kaspazlarin tiim alt tiplerinin, proteolitik kisimlar1 yiiksek oranda homoloji
gostererek 20 kDa (p20) ve 10 kDa (pl0) agirligindaki iki alt boliimden

27



olusmaktadir. Bazi prokaspazlarin yapisinda iki alt {initeyi birbirinden ayiran 10
aminoasitlik baglayici bolge mevcuttur (125, 126).

Kaspazlar fonksiyonlarina gore ti¢ gruba ayrilirlar:

1. Baslatic1 Kaspazlar: Bu grup kaspaz 2, 8, 9 ve 10’u igerir ve bu kaspazlar
pro-apoptotik sinyali alarak, yolagin devamindaki diger kaspaz iiyelerinin aktive
olmasmi saglarlar. Her biri 100 aminoasitten olusan baslatict kaspazlar,
transmembran reseptOrleri veya sitotoksik molekiiller ile etkileserek aktif hale
gecerler. Daha sonra effektor kaspazlar aktiflestirirler ve apoptotik mekanizmanin
hiicre icerisinde farkli yolaklarda devam etmesine neden olurlar (127).

2. Efektor Kaspazlar: Bu gruba kaspaz 3, 6 ve 7 dahildir. Bu kaspazlar
cesitli hiicre i¢i proteinleri parcalayarak ve apoptotik hiicre morfolojisinin
meydana gelmesine neden olurlar (128).

3. Sitokinleri Aktive Eden Kaspazlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14’ den
olusan bu grup ise hiicre sinyal iletiminde 6nemli role sahip sitokinlerin
aktivasyonlar1 i¢in gereklidir. Bu gruba dahil olan Kaspaz 1, interlokin-1B3
dontstiiriicii enzim (ICE) olarak bilinmekte ve onciil interlokin-1 B’nin aktif hale
gecmesine neden olmaktadir (129).

2.4.5. Apoptozis ve oksidatif stres

Organizmada ROS’un olugum hizi ile bunlarin intraselliiler ve ekstraselliiler
ortamdan kaldirilma hizi bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge
olarak tanimlanir. Bu dengenin bozulmasi sonucu oksidatif stres meydana gelir.
ROS’ lar hiicrelerin lipid, protein, DNA ve karbonhidratlar gibi tiim 6nemli
bilesenlerinin yapilarinin bozulmalarina neden olurlar (130).

Bir¢ok hiicrede ROS’un primer kaynagi mitokondridir (131). Mitokondriyal
ROS’un asin iiretimi ve/ veya mitokondrial redoks homeostazisinin bozulmasi
mitokondrial membran gegirgenligi (mitokondrial membran permeabilizasyonu
=MMP)’nin bozulmasina yol agar. Buna bagli olarak intraselliiler su homeostazisi
bozularak mitokondrial matriksin ozmotik olarak sismesine neden olur (132).

Anormal ROS iiretimi, Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik iiyelerinde (Bax, Bid
vb.) konformasyonel degisiklik meydana getirir. Bu degisiklik sonucu, MMP
bozulur ve apoptozis indiiklenir (133, 134). Apoptozis siirecinde olusan
mitokondrial disfonksiyon, asirt ROS {iretimini tetikler ve Bcl-2 ailesi iiyelerinde
redoks-aracili degisiklikler meydana getirerek, hiicredeki diger mitokondrilerle
etkilesime girer ve bu mitokondrilerin MMP’ sini degistirerek apoptozisi
alevlendirilir (135).

Ayni zamanda ROS iiretimi ve buna bagl olarak olusan oksidatif stres,
redoks-aracili olarak ER’den sitoplazmaya Ca™ salinimina neden olur. Boylece
hiicre ici serbest Ca™’un artis, Ca™ - bagimli enzimlerin (endoniikleazlar ve
fosfolipazlar) aktivasyonunu degistirerek bir¢ok farkli mekanizma ile apoptotik
hiicre oOliimiine katkida bulunur. Bununla beraber, intraselliiler Ca™
homeostazisindeki bozukluk, sitokinleri aktive eden kaspaz olan kaspaz-12’nin
aktivasyonunu indiikler. Kaspaz-12, kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9’u aktive
ederek proteolitik kaspaz kaskadinin baglamasina neden olur (136).
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ROS iiretimindeki artis, Ca™’un hiicre icine girigini arttirmasinin yani sira,
fosfotidilserinin (PS) oksidasyonuna ve plazma membraninin dis yiizeyine
translokasyonuna neden olarak hiicreyi fagositik yolaga sokar. Dolayisiyla
ROS’un fagositik yolakta da gorev aldigi ve apoptozisi indiikledigi gézlenmistir
(137).

Sitoplazmik Ca+2 artisini ve PS translokasyonunu indiikleyen diger bir
faktor seramid sentezinin artmasidir (138). Seramid hiicre membraninda bol
miktarda bulunan bir fosfolipid olan sfingomiyelinden sfingomiyelinaz enzimi
araciligiyla olusur ve oksidatif stres, Fas ve TNF-a gibi inflamatuar sitokinlere
yanit olarak apoptozis aracist olarak gorev yapar (139, 140). Aym1 zamanda
seramid artig1, Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik {iyelerini aktive ederek apoptozisi
kaspaz-bagimsiz olarak arttirir (138). Bununla birlikte ROS’un artmasi,
sfingomiyelinaz enzimini aktive ederek seramid olusumunu dolayisiyla apoptozis
olusumunu indiikler (141).

2.5. Fosfolipaz A2 (PLA;)

Fosfolipaz A, (PLA;), membran gliserofosfolipidlerinden, serbest yag asidi
ve lizofosfolipid iiretmek icin gliseroliin sn-2 pozisyonundaki agil ester bagini
hidrolize eden esteraz enzim ailesinin bir iyesidir (142). Beyin dokusunda
PLA;’nin aktivitesi 1970’lerde tamimlanmistir. Fakat PLA, gruplarinin
aktivitelerinin belirlenmesi 1990’larda gergeklesmistir (143).  Fosfolipaz A,
aktivitesi hiicrenin alt fraksiyonlarinda 6zellikle mitokondriyal ve sinaptosomal
fraksiyonlarda gozlenmistir (144). Fosfolipaz A;’nin aktivasyonu membran
fosfolipidlerini hidrolize ederek arasidonik asit (AA) salinmasina eden olur ve
inflamatuar mediatorlere (prostoglandin, lokotrien ve tromboksan) doniigserek
hiicre membraninin polarizasyonu, membran akigskanliginin degisimi, protein kinaz
C (PKC) aktivasyonu, Ca™ salmimmnin stimulasyonu, gen transkripsiyonu ve
birgok enzim aktivitesinin regiilasyonu gibi farkli mekanizmalarla ndronal hiicre
fonksiyonlarint modiile eder (145). Fosfolipaz A2’nin katalizledigi reaksiyon
tirtinlerinden lizofosfolipidlerin biiylik bir kism1 beyin gliserofosfolipidleri olarak
tekrar yapilandirilirlar, bir diger kismi ise bir bagka inflamatuar mediatér olan
PAF’1in sentezini saglayarak inflamasyonu tetiklerler. Aynmi zamanda PLA,
tarafindan sentezlenen serbest yag asitleri serbest radikallerin olusumuyla oksidatif
stresi indiikler. Salinan serbest yag asitleri, beynin normal fonksiyonlarin1 devam
ettirebilmesi i¢in deagilasyon ve reacilasyon ile gliserofosfolipidlere geri
doniistiiriilir. Fakat PLA, enziminin Kkontrolsliz —aktivasyonu, esansiyel
gliserofosfolipidlerin ~ kaybi, iyon homeostazisinin, ndronal membran
permeabilitesinin ve akigkanliginin bozulmasi, serbest yag asitlerinin artmasiyla
lipid peroksidasyonunda artisa neden olur (146). Beyinde serbest radikallerin
yiiksek seviyede olmasi oksidatif stres yaratir ve buna bagli olarak enerji
metabolizmasinin bozulmasiyla nérodejenerasyon gozlenir (147) (Sekil 2.14.).

2.5.1. Beyin dokusunda PLA,; cesitliligi

Fosfolipaz A, enzimi yapisina, enzimatik 6zelligine, subselliiler yerlesimine
ve hiicresel fonksiyonlarina gore sekretuar fosfolipaz A2 (sPLA)), sitozolik
fosfolipaz A, (cPLA,), Ca™-bagimsiz fosfolipaz A, (iPLA,) ve plazmalojen-
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selektif fosfolipaz A, (Pls-EtnPLA;) olmak {izere 4 gruba ayrilmaktadir (148)
(Sekil 2.12.).

2.5.1.1. Sekretuar fosfolipaz A2 (sPLA;)

Sekretuar fosfolipaz A2 14-18 kDa agirliginda aktif ve intraselliiler olarak
sentezlenir. Bu enzim hiicre digina sekrete edilir ve reseptoriine baglanarak
membran fosfolipidlerinden, ekstraselliiler bilesenlere etki eden AA’ i olusturur.

Memelilerde iki ¢esit ylizey reseptorii vardir:

N-tipi hiicre yiizey reseptorii noronlarda bulunan sPLA, reseptori,
M-tipi hiicre yilizey reseptorii ise iskelet kasinda bulunan sPLA;
reseptoridiir (149, 150, 151).

Memelilerde tanimlanan 14 alttipi vardir. sPLA, aktivitesi i¢cin mM
diizeyinde Ca™ konsantrasyonuna ihtiya¢ vardir. sSPLA, nin yag asidi spesifitesi
yoktur. Bu enzim memeli beyninin biitiin bolgelerinde bulunur fakat aktiviteleri,
bulundugu bolgelere gore degisir. Medulla oblongata, pons, hipokampus, talamus,
hipotalamus ve serebral kortekste yiiksek aktivite gosterirken, serebellum ve
olfaktor bulbusta daha diisiik aktivite gosterir (152).
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Sekil 2.12. Fosfolipaz A2 mekanizmasi. Sekretuar fosfolipaz A, (sPLA,), sitozolik fosfolipaz A,
(cPLA,), Ca**-bagimsiz fosfolipaz A, (iPLA,) ve plazmalojen-selektif fosfolipaz A2
(Pls-EtnPLA,), A1, A2, A3 farkli agonistler; R1, R2, R3 farkli reseptorler; sPLA,-R,
sekretuar PLA, reseptorii; PtdCho, fosfotidilkolin; PlsEtn, ethonolamin plazmalojen;
Lyso-PtdCho, lizofosfotidilkolin; AA, aragidonik asit; DHA, dokoheksaenoik asit;PAF,
platelet aktive edici faktor; 4-HNE; 4-hidroksi-2-nonenal
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Hiicre ici Ca™ konsantrasyonu artmasi sPLA, aktivitesini stimiile ederek
apoptozisi indiikler (144) (sekil 2.12.). Ayrica beyinde bircok sebeple glutamat
seviyesinin artmast voltaja bagli Ca™ kanallarmin agilmasma ve hiicrede Ca"
bagiml olarak calisan sPLA, aktivitesinin zamana ve doza bagli olarak stimiile
olmasia sebep olur. Ayni zamanda mekanizmasi heniiz bilinmemekle birlikte,
sPLA; de glutaminerjik sinaptik aktiviteyi modiile ederek glutamat
norotoksisitesinde gorev alir (153, 154). Bir¢ok mekanizmayla hiicre digina salinan
glutamat, hiicre ici Ca™ inflaksini arttirarak, sPLA, aktivitesini doza ve zamana
bagl olarak stimiile eder (144). Bununla beraber kortikal noronlarda sPLA;
glutamat salinimini aktive ederek glutaminerjik sinaptik aktiviteyi modiile eder
(155).

Sekretuar fosfolipaz A2 aktivasyonuyla baslayan yolakta iiretilen ROS ve
inflamatuar mediatorler hedef genlere etki ederek sitokin salinimini stimule eder
ve apoptozisi indiikler (156).

Sekretuar fosfolipaz A2, norotoksisitede de gorev alir. Salinan sPLA;
presinaptik membrana baglanir ve vezikiilin geri alinmasi esnasinda sinaptik
vezikiil liimenine girer ve sinaptik vezikiiliin i¢ kismindaki gliserofosfolipitleri
hidrolize ederek vezikiiliin fosfolipid bilesenini degistirir. Boylelikle endositozu
bloke eder ve presinaptik transmisyonda onemli role sahip vezikiil agregasyonunu
inhibe eder (157). Ayrica, sPLA,’ nin reseptoriine baglanmasiyla olusan
lizofosfotidilkolin ndronal biliyiimeyi indiikler. Yapilan caligmalarda mutasyonla
sPLA, aktivitesinin inhibe edilmesi sonucu, ndronal biiylimede azalma oldugu
gozlenmistir. Boylece sPLA’nin merkezi sinir sisteminde dolayli olarak norotrofin
gibi gorev yaptig1 gosterilmistir (158).

Sekretuar  fosfolipaz A2, membrandaki yag asitlerine segicilik
gostermemesine ragmen seramid, sPLA;’yi aragidonil grubuna spesifik hale
getirerek membran fosfolipitlerindeki substrat tercihini degistirir. Ayni1 zamanda
seramidin bu enzimin aktivitesini de arttirdig1 gdsterilmistir (159).

Serebral hasarda inflamasyon siirecinde meydana gelen interlokin-1f (IL-1p)
ve TNF-a gibi inflamatuar faktorlerin astrositlerde PLA, sekresyonunu arttirdigi
gozlenmistir (160) (Sekil 2.13.).

2.5.1.2. Sitozolik fosfolipaz A2 (cPLA;)

Hiicre i¢i bir enzimdir. Dinlenim durumunda sitozolde bulunur fakat hiicre
ici Ca™ konsantrasyonunun artmasiyla cPLA, membrana baglanir ve aktive olur
(161). Sican ve insan beyin dokusunda yaygin olarak bulunur ve serebral kortekste
aktivitesinin fazla oldugu gézlenmistir.

Molekiil agirligina gore cPLA,-H ve cPLA,-L olmak iizere iki subtipi
tanimlanmistir. ¢cPLA—H’nin molekiiler agirligi 200- 500 kDa arasindadir ve
aktivitesi Ca™ tarafindan inhibe edilir. cPLA,~L’nin molekiil agirligi 100 kDa’dur
ve membrana baglanmak i¢in mM diizeyde Ca™’a ihtiya¢ duymasina ragmen,
kataliz i¢in Ca™ kullanmaz (162, 163, 164). N-terminalinde Ca"*-bagimli
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fosfolipid baglayici bir alanin varliindan dolay1 cPLA,; sitozolden niikleer veya
diger hiicresel membranlara Ca™ bagimli bir bi¢imde tasinir. Bu da cPLA; nin
membran lizerindeki fosfolipid substratina ulagsmasini saglar. Ancak, cPLA; nin
ekstraselliiler uyaran tarafindan nasil aktive edildigi ve bu aktivasyonun spesifik
bolgelerde mi oldugu heniiz bilinmemektedir.
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Sekil 2.13. Fosfolipaz A, yolagi,PLA,, Fosfolipaz A,; AA, Arasidonik asit; Ca™?, Kalsiyum; COX,
Siklooksijenaz; ROS, Reaktif oksijen tiirleri; IL-1p, Interlokin-1p; TNF-a, Tiimér
nekrozis faktor-o.

Beyinde ve diger néronal dokularda, cPLA,’nin cPLAj-a, cPLA,[ ve
cPLA,-y olmak iizere ii¢ paralogu bulunur:

cPLA;-a’ nin molekiiler agirligi 85 kDa’dur. Sn-2 pozisyonundaki agil ester
bagim1 hidrolize eder. Purkinje hiicrelerinin soma ve dendritlerinde lokalize
olmuslardir. cPLA-a, ikinci habercilerin iiretiminde, uzun stireli gliclenmede
(Long-term potentiation=LTP)’da hafiza bellek mekanizmasinda gorev alir (165).

cPLA, ’nin molekiil agirligt 114 kDa’dur. Serebellumda bulunur ve
aminoasit dizilimi bakimindan cPLA,.a ile benzerdir. Sn-1 pozisyonundaki agil
ester bagina etki eder. Diger cPLA, subtiplerine gore, fosfotidilkoline daha diisiik
aktivite gosterir (166).
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Sekil 2.14. Hiicre i¢i fosfolipaz A, yolagt. PtdCho, Fosfotidilkolin; PtdIns, Fosfotidilinozitol,
LysoPtdCho, Lizofosfotidilkolin; PAF, Platelet aktive edici faktdr; AA, Arasidonik
asit; PLD, Fosfolipaz D; PKC, Protein kinaz C; PLCB1, Fosfolipaz C; InsP;, Inositol
3-fosfat; DAG, Diagil gliserol; Ca+2, Kalsiyum; PtdOH, Fosfatidik asit

cPLA»-y’nin molekiil agirligi 61 kDa’dur. C-2 domaini yoktur. Lipid ¢apasi
gbrevi yapan ve prenil baglayarak membrana baglanmay1 saglayan parcasi vardir.
Fosfotidilkolinden, AA  salimmmi saglar. c¢PLAj-a’dan farkli olarak,
gliserofosfolipitlerin sn-2 ve sn-1 pozisyonundaki agil ester bagina etki eder (167).

Sitozolik fosfolipaz A2 paraloglarindan daha sonra kesfedilen cPLA,.6’nin
molekiil agirligi 109 kDa’dur ve diger cPLA; subtiplerinin tersine cPLA».5, AA
yerine linoleik asit salinimini saglar (168).

cPLA; izoenzimlerinin stimulus aracili AA salinimindan sorumlu oldugu
diisiiniilmesine ragmen, bir¢ok c¢alismada sPLA, aktivasyonunu da indiikledigi
gosterilmistir (168).

2.5.1.3.Plazmalojen-selektif PLA; (Pls-EtnPLA;)

Molekiiler agirligi 39 kDa olan plazmalojen-selektif PLA,, beyin total yag
asidi miktarmin % 17’sinden fazlasini olusturan (169) membran fosfolipidlerinden
plazmalojeni sn-2 pozisyonundan hidrolize ederek dokosaheksaenoik asit (DHA)
ve AA sentezler. Ik olarak sigir beyni sitozoliinde tanimlanmustir. cAMP ve Ca™
bu enzimi regiile eder ama katalizi icin Ca'™ ihtiyaci yoktur. Hiicresel diizeyde
transkripsiyonu ndron ve astrositlerde bulunur (170). Plazmalojen-selektif PLA,
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aktivitesi 2 mM ATP ve fazlasi ile inhibe edilir. Dolayisiyla doza bagli inhibisyon
gerceklesir. Ayni zamanda sitrat> siilfat> fosfat gibi ¢esitli polivalent anyonlar ve
Ag" (giimiis), Hg ™ (civa), Fe™ gibi metal iyonlar: tarafindan da doza bagli olarak
inhibe edilir (171). Fas, TNF-o gibi inflamatuar sitokinlerin cevabinda apoptozis
aracis1 olarak meydana gelen seramid bu enzimin seviyesini azaltir. Ancak doza
bagli olarak aktivitesini inhibe eder (172).

2.5.14. Ca+2-baglms1z fosfolipaz A2 (iPLA;)

Noronlarin sitozoliinde bulunan ve 80 kDa agirliginda olan bu enzim aktive
olmak igin Ca™a ihtiya¢ duymaz (145). iPLA,’ nin bes izoformu bulunmaktadir
(173). Yapisinda bulundurdugu eksonlara gore iPLA,-1, iPLA;-2, iPLA,-3, iPLA,-
ankrin-1, iPLA;-ankrin-2 olarak siniflandirilir. Eksonlar, hidrofobik aminoasitleri
kodlarlar bu nedenle baglanma bdlgelerini belirlerler (165, 173). Substrat olarak
fosfotidilkolini sn-2 pozisyonundan hidrolize ederek linoleoyl > palmitoyl > oleoyl
> AA meydana getirir. iPLA; sitriatum, hipotalamus, ve hipokampusta en yiiksek
aktiviteye sahip olmak {lizere tiim beyin bolgelerinde mevcuttur (145). Ca+2-
bagimsiz fosfolipaz A2 (iPLA;) 6grenmede, hafizada, noronal proliferasyonda ve
apoptoziste gorev alir (174, 175).
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GERECLER VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik, Biyokimya, Histoloji ve
Deney Hayvanlar1 Unitesinde gerceklestirilen ¢alismamizda 40 adet 3 aylik,
ortalama 250-300 gr agirliginda, erkek Wistar sican kullanilmistir.

3.1. Gruplandirma

Deney Hayvanlar1 Unitesinden iicer giin ara ile rastgele alinan toplam 40
adet sican her grupta 10 hayvan olacak sekilde dort grup olusturulmustur.
Grup 1: Kontrol grubu (K)

Grup 2: Siilfit grubu (S)

Grup 3: Quinacrine grubu (Q)

Grup 4: Quinacrine-Siilfit grubu (QS)
3.2. Deney protokolii

35 giinliik deney siiresi boyunca, hayvanlar her kafeste 5 hayvan olacak
sekilde, 12 saatlik karanlik/aydinlik siklusunda tutulmuslardir. Bu siire i¢inde
hayvanlar, ticari sican yemi ve musluk suyu ile beslenmistir.

Deney siiresince;

1) K grubuna musluk suyu gavajla ve serum fizyolojik intraperitonel
enjeksiyon ile

1) S grubuna 100 mg/kg/giin Na,S,0s gavajla ve serum fizyolojik
intraperitonel enjeksiyon ile

1i1) Q grubuna 10 mg/kg/gilin Quinacrine intraperitonel enjeksiyonla ve musluk
suyu gavajla

1v) QS grubuna 100 mg/kg/giin Na,S,0s gavajla ve 10 mg/kg/gilin Quinacrine
intraperitonel enjeksiyon ile verilmistir.

3.3. Somatosensoriyel Uyarilma Potansiyellerinin Kaydedilmesi:

35 giinliik deney siiresinin bitiminde (36. giin) somatosensoriyal uyarilma
potansiyelleri, sicanlar eter anestezisi altindayken kafalarma yerlestirilen igne
elektrotlar1 (NE-223S, 5 mm Nihon Kohden) ile Biopac MP 100 Data Acquisition
cihazinda kaydedilmistir. Elektrotlar aktif elektrot serebral korteksin sol
somatosensoryal alaninin {izerinde (bregmanin 0.4 cm soluna) , referans elektrot
orta hatta bregmanin lcm Oniinde, toprak elektrodu hayvanin kuyrugunda olacak
sekilde yerlestirilerek, SEP kaydi i¢in si¢anin ayak bileginden, sag posterior tibial
sinire transkutandz yolla 3/sn kez sabit voltajli kare dalga seklinde elektriksel uyari
verilmigtir. Uyar1 zaman1 0,5 ms, analiz zamani 150 ms, 6rnekleme hiz1 1 kHz,
yiikseltecin bant genisligi 1-3000 Hz, kazang 50000 se¢ilmis ve kayit sirasinda
siganlarin viicut sicakliklar1 37 - 37,5°C’de sabit tutulmustur. SEP kaydi sirasinda
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200 cevabin ortalamasi alinip cevabin tekrar olusabilirli§inden emin olmak i¢in en
az iki kez tekrarlanmistir (13).

3.4. Biyokimyasal Yontemler

Gruplarin SEP’ leri kayit edildikten bir glin sonra hayvanlara {iretan
anestezisi uygulanmis ve abdominal aorttan heparinize kan 6rnekleri alinmistir. Bu
islemi takiben heparinli izotonik kullanilarak kardiak perflizyon ile beyin dokulari
kandan armdirilmis ve ¢ikarilan beyin dokular1 sivi nitrojen igerisinde
dondurularak -80 °C’de saklanmstir.

3.4.1. Plazma-S-Siilfonat tayini

Plazma-S-Siilfonat 06l¢iimii Gunnison ve Palmes’in yOntemi modifiye
edilerek Ol¢lilmistiir (85). Yontem alkali ortamda potasyum siyaniiriin (KCN)
plazma proteini+SO;~ kompleksi olan S-sulfonattan SO52’i koparmast bu SOs2’in
de parorasanil reaktifiyle birlesip 560 nm’de absorbans artisina sebep olmasi
esasina dayanmaktadir.

Kullanilan Malzemeler:

1- 0.125 mmol potasyum siyaniir ( KCN )

2- Glisin — NaOH tamponu ( 0.01 M, pH=10.2)
3- HCI (0.15 N)

4- Sodyum tetrakloromerkiirat soliisyonu (0.18 M)
5- Parorasanil reaktifi

6- Formaldehit reaktifi

Daha 6ncede belirtildigi gibi hayvanlara deney sonunda iiretan anestezisi
uygulanmis ve abdominal aortlarindan kanlar1 alinmigtir. Alinan heparinize kanlar
1400xg’de 6 dakika santrifiij edilerek plazmalar1 elde edilmistir. Plazmadan 1 ml
alinarak, 200 ul KCN ile karistirilmig ve 36 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Bu
siirenin sonunda karistmin 1ml’si dializat torbasma aktarilmis ve 5 ml glisin-
NaOH tamponu igerisinde 4 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra
dializat torbasinin disindaki soliisyondan 1.4 ml bir tiipe aktarilarak {izerine sirasi
ile asagidaki reaktifler ilave edilmistir.

1- 0.15 N HCI (200 pl)

2- Sodyum tetramerkiirat soliisyonu (200 pl)
3- Distile su (200 pl)

4- Formaldehit reaktifi (200 ul)

5- Parorasanil reaktifi ( 200 pl )

Islemleri takiben karisim vortekslenmis ve 20 dakika inkiibasyona

birakilmistir.  Inkiibasyon siiresinin sonunda spektrofotometrede 560 nm’de
absorbans okunarak kaydedilmistir.
Plazma-S-Siilfonat Miktarlarimn Hesaplanmasi: Deney gruplarina verilen
stlfit miktarlar1 baz alinarak standart grafigi olusturulmustur. Plazmadaki S-
Siilfonat diizeyleri bu grafik yardimiyla hesaplanmis ve sonuglar umol siilfit/ml
olarak verilmistir.
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3.4.2. Doku Tiobarbiitirik Asit Reaktif Uriinlerinin (TBARS) Ol¢iimleri

Beyin dokularinda TBARS olgiimleri, Wasowicz ve arkadaslarinin
yontemine goére yapilmistir (177). Bu metodun temel prensibi, lipid
peroksidasyonun son iiriinii olan MDA’nin, 2-tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
reaksiyona girmesi ve olusan bilesigin butanol fazina ekstrakte edilerek 525 nm
eksitasyon ve 547 nm emisyon dalga boyunda spektroflorometrik olarak okunmasi
esasina dayanir.

Kullanilan Malzemeler:

1- 29 mM tiobarbitiirik asit (Sigma-T5500): 0.418 g TBA, 50 ml distile su ve 50
ml  glasial asetik asit( Acetic acid glasial extra pure, Merck-56 ) icinde
¢Oziilmiistiir.

2- 5 M HCI ( Hydrocholoric acid, Merck-314 )

3- n-biitanol ( n-Butanol, Merck-329 )

4- Standart soliisyonu: Tetraetoksipropan (1,1,3,3-tetracthoxy-propane, Sigma-
T9889 ) stok soliisyonundan distile su ile sulandirilarak hazirlanmistir.

Perfiize edilerek ¢ikarilan ve -80 °C’ de saklanan beyin dokularmm bir
hemisferi randomize olarak TBARS o6lclimleri i¢in ayrilmis ve ayrilan beyin
dokular1 1 mM EDTA igeren 50 mM soguk K,HPO, (pH= 7) tamponunda, buz
tizerinde (Biofugel5R, Heroeus, Germany) homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenatlar 4 °C’de, 10000 x g’de, 15 dakika, santrifiij edilerek siipernatantlar
elde edilmistir.

Bir ml distile su iceren tiipe 50 pl doku siipernatanti konulduktan sonra, 1 ml
TBA (29 mmol/L) eklenmistir. Tiip iyice karistirildiktan sonra, 1 saat siireyle 95-
100 derece arasinda kaynatilmistir. Numuneler sogutulduktan sonra 25 pl HCI (5
mol/L) ve 3.5 ml n-biitanol eklenerek vortekslenmis ve bu islemi takiben
3000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek, biitanol fazi ayrilmistir. Biitanol
ekstraktinin floresansi, eksitasyon dalga boyu 525 nm, emisyon dalga boyu 547
nm olarak spektroflourometrede okunmustur.

TBARS miktarimin hesaplanmasi: 1,1,3,3,-tetra-metoksi-propan standardi
numune gibi caligsilarak standard grafigi olusturulmustur. Dokularin TBARS
miktar1 bu grafik yardimiyla hesaplandiktan sonra nmol/g protein olarak
saptanmuistir.

3.4.3. sPLA; diizeyinin tayini

Western Blot analizi i¢in beyin homojenatlarindan elde edilen proteinler
sekonder antikor ilave edilerek immiinoreaktif bantlar kemiliiminesans yontemle
gozlenmistir.

Islemler: Beyin doku orneklerinin iizerine 200 mg doku basma, iginde 10 pl
proteaz inhibitér kokteyli ( Sigma, P2714) bulunan 600 pl lizis tamponu
(Invitrogen, FNNOO11) eklenmis ve buz icinde sonike edilmistir. Sonikasyon
isleminden sonra numuneler 14000 rpm’de 4°C’de 20 dakika santrifiij edilmistir.
Siipernatantlar1 ayrilarak yeni bir tiipe aktarilmistir ve western blot analizi yapilana
kadar -20°C’de saklanmugtir.
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Stipernatantlardaki protein miktarlari, modifiye Bradfrod yontemine dayanan
kit ile l¢iilmiistiir.

Esit konsantrasyonlarda doku lizatlari, yiikleme tamponu (Laemmli tamponu,
Sample Buffer 2X, Sigma, S3401) ile karistirilip 95°C’de 10 dakika kaynatilmig
ve sPLA;’nin molekiil agirligima uygun konsantrasyonda olacak sekilde %15°lik
SDS-poliakrilamid jellere yiiklenip elektroforeze tabi tutulmustur. Elektroforezde
numuneler ilk 6nce 100 V 30 mA’de 15 dakika, sonrasinda ise 80 V 30 mA’de
jelin  sonuna kadar yiriitiilmiistiir. Elektroforez sonrasi jel plakalardan
uzaklagtirllmig ve transfer sistemine alinarak nitroseliiloz membrana transfer
edilmistir. Transfer islemi 100 V, 350 mA ve 4°C’de 1 saat olarak
gergeklestirilmistir. Proteinlerin nitroselilloz membrana transferinden sonra,
Ponceau S (Ponceau S Solution, Sigma P7170) boyamas1 yapilarak proteinlerin
membrana transfer olup olmadigi kontrol edilmistir. Ponceau membrandan
uzaklasincaya kadar pH’s1 7.4 olan, % 0.1 Tween-20 ilaveli Tris Buffer Soliisyonu
(TBS-T ) ile yikama yapilmistir. Ardindan membran 30 dakika siire ile oda
1sisinda TBS-T ile hazirlanan % 5’lik yagsiz siit tozu ile bloklanmistir. Bloklama
asamasindan sonra membran, 1:100 oraninda diliie edilmis sPLA, antikoru ile
+4°C’de gece boyu karistirict tizerinde inkiibe edilmistir. Primer antikor asamasini
takiben membran, TBS-T ile 3 kez 10 dakika yikanmistir. Boylece ortamdaki zayif
baglanan veya baglanmamis antikorlar uzaklagtirllmigtir. Yikama asamalarindan
sonra membran, sekonder antikor ile oda sicakliginda karistirict iizerinde 2 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3 kez 10 dakika yikanmistir.
Ardindan  SuperSignal ~ Chemiluminisans  (SuperSignal®  West  Pico
Chemiluminescent Substrate, Pierce, 34079) ile 5 dakika karanlikta inkiibe edilip
karanlik odada membrandaki protein bandlar1 hiperfilme aktarilmistir. Film
developer (Developer, ILFORD Multigrade, 757855) ve fiksatiften (Rapid Fixer,
ILFORD Hypam, 1758285) gecirilmis, distile su ile yikanmis ve ardindan
kurutulmustur. Elde edilen bantlar dansitometre ile okunarak protein miktarlari
belirlenmistir. Internal standart olarak beta-aktin kullanilmustir.

3.4.4. Protein Tayini:
Beyin dokularinda protein tayini modifiye Bradford yontemine dayanan bir
kit ile yapilmistir (178).

Kullanilan Malzemeler:

1- Standart soliisyon: 2 pg/ ul bovin serum albiimin (Alblimin Bovina, Sigma, A-
8022)

2- CPPA reaktifi (Coomassie Plus Protein Assay Reagent, Pierce-1856210 )

1 pl doku siipernatanti 999 pl distile su ile sulandirildiktan (1:1000) sonra
tizerine 1 ml CPPA reaktifi eklenmis ve 595 nm’de spektrofotometrik olarak
absorbans okunmustur. Standart c¢alismasi ise, numune yerine artan
konsantrasyonlarda 1:1000 sulandirmaya sahip BSA kullanilarak yapilmistir.

Protein Miktarimn Hesaplanmasi: Dokulardaki protein miktari, bovin serum
albumin ile olusturulan standart grafigi kullanilarak hesaplanmstir.
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3.5. Histolojik Parametreler

3.5.1. Doku Takibi

Cikarilan beyin dokulari immiinohistokimya ve TUNEL yoOntemlerinde
kullanilmak iizere %10 formalin soliisyonunda yaklagik 1 giin siireyle
bekletilmistir. Ertesi giin 4 saat akan su altinda yikanarak formalinin fazlasinin
uzaklagsmas1 saglandiktan sonra yiikselen alkol serilerine yarim giin maruz
birakilmistir (%70, %80, %90, %100). Dort saat %100°liik alkolde bekletildikten
sonra ksilol de seffaflagtirilmis ve dokular parafine gomiiliip, 5’er mikronluk
kesitler alinarak onceden hazirlanmig poly-L-Lizinli lamlara yapistiritlmistir. Hem
kaspaz-3 hemde TUNEL reaksiyonlarina baglamadan 1 gece once slaytlar 45
derecelik etiivde bekletilerek dokunun lamlara iyice yapismasi saglanmaistir.

3.5.2. Kaspaz 3 Immiinofloresan Boyama Yéntemi
Kaspaz 3 ekspresyonunun bulundugu yerleri floresan boyama ile dogrulamak
icin kullanilan bir yontemdir.

Kullanilan Malzemeler:

1- Bloklama Soliisyonu: Ultra V Block (TA-1250UB; LabVision)

2- Primer Antikor: Anti-tavsan aktif kaspaz 3 antikoru (Cell signalling)

3- Sekonder Antikor: At-anti tavsan Aleksa 488 sekonder antikor (Invitrogen)
4- Slayt Kapatma Soltisyonu: DAPI’li kapatma soliisyonu (Vector Lab. H-1200)

Normal immiinohistokimya yapilir gibi Spm kalinliginda kesitler alinmis ve
deparafinize edilmistir. Kesitler tek tek degerlendirilerek somatosensoryel alana
denk gelen kisma ait olan slaytlar immiin boyamalar i¢in kullanilmistir. Segilen
slaytlara sitrik asit uygulanarak fiksatifin olusturdugu siki aldehit baglari
kopartilmigtir.  Ardindan UV blok kullanilarak, non-spesifik reaksiyonlar
baskilanmistir. 1/250 diliisyon oraninda anti-kaspaz 3 antikoru damlatilan slaytlar
gece boyu +4°C’de inkiibe edilmistir. Ertesi giin PBS ile yikamalarm ardindan
floresan isaretli sekonder antikor (At-anti tavsan Aleksa 488 sekonder antikor
(Invitrogen)) ile muamele edilen kesitler 1 saat oda 1sisinda inkiibe edilmis,
devaminda PBS ile yikanan kesitlerin iizerine DAPI’li kapatma soliisyonu
damlatilarak  kapatilmis ve floresan ~ mikroskobunda  boyanmalar
degerlendirilmistir.

3.5.3. TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick
and labelling) Metodu

In vitro ortamda apoptozise giren hiicrelerin miktarmi belirlemek igin
kullanilmastir.

Kullanilan Malzemeler:

1- Tunel kit (Roche#11684795910)

2- PBS

3- Permeabilizasyon Soliisyonu: 10 ml. 1x PBS igerisine 200 pl. Triton-X 100
ilave edilmis ve oda 1si1sinda saklanmastir.

4- Floresan boyanmaya spesifik DAPI’li kapatma soliisyonu (Vector lab # H1200)
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In vitro kosullarda apoptozisi gdstermek amaciyla TUNEL kiti kullanilmistir.
Kit, hiicre popiilasyonunda apoptozise ugrayan ve apoptozis i¢in 6zgiil olan DNA
kiriklarinin 3-OH ucuna, terminal deoksiniikleotid transferaz (TdT) enziminin
floresan isaretli 12-dUTP’nin katilim1 ile apoptotik hiicrelerin floresan mikroskobu
altinda tespit edilmesine imkan tanimaktadir.

Seri kesitler, 5-7um kalinliginda Poli-L lizin kapli lamlara alinip, 24 saat ya
da daha uzun siireyle oda 1sisinda kurutma yapilmistir. Boyanmanin uygulanacagi
giinden 1 gece once, kesitler 45°C’lik etiivde gece boyu ve uygulamadan 1 saat
once de 60°C’lik etlivde bekletilmistir. Deparafinizasyonun (2 kez, 5’er dakika
ksilol soliisyonunda) ardindan, rehidratasyon islemi (Alcalan alkol derecelerinde
(%100, %90, %80, %70) 5’er dakika siirelerle) uygulanmistir. Devaminda PBS
soliisyonunda 2 kez 5’er dakika yikanan kesitler, 100 ml distile su +100 ul Triton-
X hazirlandiktan sonra, i¢inde 0.1 gr sodyum sitrat ¢oziilerek hazirlanan
permeabilizasyon soliisyonunda +4°C’de (buzdolabinda ya da oda 1sisinda buz
tizerinde) 8 dakika bekletilmistir. Tekrar PBS soliisyonunda 2 kez 5’er dakika
yikama yapilmis kesitlere 50ul enzim soliisyonu+ 450 ul isaretleme soliisyonu+
500 pul TUNEL diliisyon tamponu (pozitif sinyaller i¢in) eklenerek hazirlanan
TUNEL (reagent) soliisyonu damlatilarak 37°C’de, karanlik ve nemli ortamda
(humidified chamber), 1 saat inkiibasyona birakilmistir.

PBS soliisyonunda 2 kez 5’er dakika yikama yapilmis ve DAPI’li kapatma
soliisyonu ile kapatilip floresan mikroskobunda incelenmistir.

3.6. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Istatistiksel degerlendirme SPSS paket programi kullanilarak yapilmistir.
Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Her degisken i¢in normallik
testi uygulanmigtir. Normal dagilima uymayan veriler i¢in nonparametrik olan
Kruskal Wallis Varyans Analizi ve onu takiben Mann-Whitney U Testi
kullanilmistir. P<0.05°1 saglayan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.
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BULGULAR

4.1. Genel Goriiniim

Deney siiresince hayvanlarin genel goriiniim ve davraniglarinda herhangi bir
degisiklik goriilmemistir.

4.2. Plazma-S-Siilfonat Aktivite Sonuclari

Kontrol ve deney gruplarinin Plazma-S-Siilfonat diizeyleri Sekil 4.3° de
sunulmustur. K grubu ile karsilastirildiginda S ve QS gruplarinin plazma-S-
Siilfonat diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artisin oldugu saptanmustir.
Ayrica Q grubu ile S ve QS gruplarinin plazma-S-Siilfonat diizeyleri

karsilastirildiginda her iki grubun degerlerinde de yine anlamli bir artisin oldugu
dikkat ¢cekmistir.

- # " "
0+ s : :
K S Q Qs

Sekil 4.1. Plazma-S-Siilfonat diizeyleri
*: p<0.05 K grubundan fark, #: p< 0.05 Q gruplarindan fark

& B OB

-y
=

Plazma-S-sillfonat
{urnal sdfitdnl)

4.3. SEP Sonuclan

Deney gruplarindan elde edilen SEP’ lere ait Ornekler Sekil 4.2° de
sunulmustur.

SEP’ lerin latens ve genliklerinin ortalama degerleri, standart sapma
sonuglar1 Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de goriilmektedir. Kontrol grubuyla S grubunun
SEP latensleri karsilastirildiginda S grubunun tiim SEP bilesenlerinin latenslerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu, fakat kontrol grubuyla Q grubu
latensleri karsilastirildiginda latenslerin degismedigi saptanmistir. K grubuyla
karsilastirilan QS grubu SEP latensleri bilesenlerinden P1 ve N1 in kontrol grubu
latenslerine gore uzadigi goriilmiistiir. S grubu ile QS grubu karsilastirildiginda
N1, P2 ve N2 bilesenlerinin S grubuna gore azaldigi, Q grubu ile QS grubu
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latensleri karsilastirildiginda ise QS grubu latenslerinin P1 ve N1 bilesenlerinin
latenslerinde Q grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
bulunmustur.

Tepeden tepeye genlik degerleri incelendiginde, QS grubu ile K, S ve Q
grubunun karsilagtirtlmasi sonucunda genliklerinin N1P2 bileseninde istatistiksel
olarak anlamli azalma gézlenmistir (Tablo 4.2).

N,

P1 P2

N,

N2 Nl
N,

P
P,

QS

IZuV

.

30 ms

Sekil 4.2. Kontrol ve deney grubu hayvanlarindan kaydedilen SEP’ler ve bilesenleri
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Gruplar P (ms) N (ms) P, (ms) N, (ms)
K 21.9£1.44 41.9+1.91 62.843.48 81.09+4.1
S 27.7x1.7 53.6%£3.68 81.1£9.79 99.7£8.01
K* K* K* K*
Q 23.5£3.62 | 39.66+3.84 | 61.77£4.65 | 78.11£1.36
27.77£3.27 45'77,,12'48 59.77+2.94
S K K g 79.77+3.03
Q**
Q**

Tablo 4.1. Kontrol ve Deney grubu hayvanlarindan kaydedilen SEP latensleri (ms)
* p<0.001, **:p<0.01

Gruplar PiN; (LV) NP, (UV) PoN; (V)

K 2.62%0.66 4.36x1.44 2.13£0.59

S 2.92+0.47 3.69+0.87 2.4+0.37

Q 3+0.43 3.75%£1.31 2.27+0.38

2.34+0.48
K**
QS 2.57+0.54 G 2.140.5

Q**

Tablo 4.2. Kontrol ve deney grubu hayvanlarindan kaydedilen genlikler (uV)

**:p<0.01
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4.4. Doku Tiobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri (TBARS) Sonuclar

Beyin TBARS sonuglar1 Tablo 4.3 de gosterilmistir. K grubu ile
karsilastirildiginda tiim deney gruplarinin beyin TBARS degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artisin oldugu gozlenmistir. Ancak diger deney gruplarmin
birbirleriyle karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi

tespit edilmistir.
GRUPLAR BEYIN TBAl.{S
nmol/g protein
Kontrol 0.09 + 0.02
Silfit
o 0,14 +0,02
(100 mg/kg/giin) o
Quinacrine
i 0,13 +£0,02
(10 mg/kg/giin) o
Quinacrine-Siilfit 0,13i< i 3,01

Tablo 4.3. Kontrol ve deney grubu hayvanlarinin beyin TBARS degerleri
*: p<0.001, **:p<0.01

4.5. sPLA;, Miktar1 Sonuclari

Kontrol ve deney gruplarinin beyin dokularinda gergeklestirilen sPLA, miktar1
western blot ve dansitometrik analizleri Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.’te verilmistir.

K s a as

— —> 43KkDa

Sekil 4.3. Beyinde sPLA, Western Blot analizi
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Sekil 4.4. Beyinde sPLA, Western Blot dansitometrik analizleri
(*:p<0.05 Kontrol grubundan fark, #:p<0.05 Siilfit grubundan fark)

K grubu ile karsilastirildiginda tiim deney gruplarinin beyin sPLA, miktarinda
istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu, S grubu ile karsilastirildiginda ise Q
grubunun beyin sPLA, miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit
edilmistir.

4.6. Kaspaz 3 Immunohistokimyasal Analizi Sonuclar

Olusturulan modele ve kontrol gruplarina ait beyin dokularindan alinan seri
kesitlerde somatosensoriyel alandan gecen kesitler secilmis ve bu alanda kaspaz-3
immiinreaksiyonunu gosterebilmek i¢in immiinohistokimyasal analizler yapilmistir.
Bu immiinreaksiyonlar gruplara gore degerlendirildiginde, siilfit grubunun
somatosensoriyel alanindaki bircok noronda kaspaz 3 immiinoreaktivitesi
belirlenmistir (Sekil 4.5. Siilfit grubu, oklar).
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Sulfit Grubu

Konlrol Grubu

Negatif Kontrol

Sekil 4.5. Kontrol ve Siilfit grubuna ait somatosensoryel alandan alinan kesitlerde kaspaz-3
immiinreaktivitesi Kaspaz-3 immiinoreaktivitesi. Alexa 488 ile yesil renkte boyanmis ve
oklarla bu boyanmalar isaret edilmistir. Bu alandaki tiim hiicreleri gostermek amaciyla
da DAPI ile niikleuslar maviye boyanmustir.

Bu immiinreaksiyon, kontrol (Sekil 4.5. ), Q (Sekil: 4.6. ) ve QS (4.6. )
gruplara ait somatosensoriyel alandan alinan kesitlerde goézlenememistir. QS
gruplarina ait somatosensoriyel alandan alinan kesitlerde az da olsa kaspaz-3
imunreaksiyonuna rastlanilmasi beklenirken herhangi bir immiinreaksiyonun
olmamasi quinacrine’nin etkisinden kaynaklaniyor olabilir. Ayrica siilfit gruplarinda
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¢ok yogun immiinboyanmanin olmamasi da bu alanda ¢ok yogun bir hasarin
meydana gelmediginin bir gostergesi de olabilir.

Quinacrine Grubu

Quinacrine + Sulfit Grubu

Sekil 4.6. Quinacrine ve Quinacrine-Siilfit grubuna ait somatosensoryel alandan alinan kesitlerde
kaspaz-3 immiinreaktivitesi. Somatosensoryel alandan alinan kesitlerde bu alandaki
ndronlarda herhangi bir kaspaz-3 immiinreaktivitesine rastlanilmamistir. DAPI ile yapilan
niikleus boyanmasi da bu alandaki néronlar1 belirlemek i¢in kullanilmustir.

4.7. TUNEL Analizi Sonuclar

Kaspaz 3 immiinohistokimyasina ek olarak, 6liim yoluna girmis hiicreleri
belirleyebilmek i¢in Tunel analizi de yapilmistir. Tunel analizi sonucunda elde
edilen verilerimiz de kaspaz 3 bulgularimizla uyumlu bulunmustur. Siilfit
gruplarinda somatosensoriyel alanda Tunel pozitif hiicreler isaretli alanda (A,D)
belirlenmis ve G,L figiirlerinde de hiicreler ok ile isaretlenmistir. DAPI yapilan
nukleus boyanmalar1 ile Tunel reaksiyonlar1 birlestirildiginde niikleer
lokalizasyonun pembeye dondiigii alanlar olarak gosterilmistir (K,N). Diger
gruplarda da aymi kaspaz 3 immiinreaksiyonlarinda oldugu gibi Tunel pozitif
hiicrelere rastlanilmamugtir.
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.
Sekil 4.7. Kontrol grubu somatosensoriyel alandan alinan kesitlerde TUNEL immiinreaktivitesi

Sekil 4.8. Siilfit grubu somatosensoriyel alandan alinan kesitlerde TUNEL immiinreaktivitesi
-
Sekil 4.9. Quinacrine grubu somatosensoriyel alandan alinan kesitlerde TUNEL immiinreaktivitesi

Sekil 4.10. Quinacrine-Siilfit grubu somatosensoriyel alandan alinan kesitlerde TUNEL

immiinreaktivitesi
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TARTISMA

Silfit kimyasal, biyolojik ve endiistriyel nedenlerle havanin kirlenmesi
sonucunda atmosferde bulunmakta ve inhalasyon yoluyla viicuda alinmaktadir. Ayn1
zamanda siilfit ila¢ sanayinde ve bakteri iiremesini engellemek icin gida iiriinlerinde
kullanilmaktadir. Yaygin kullanimima karsin SO, ‘in pek ¢ok yan etkisinin oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle FDA tarafindan, yiyeceklerde kullanilan SO3* miktarinin
15 mg/glin’li gegmemesi bildirilmis, siilfitin ette kullanim1 yasaklanmais, sarapta 350
ppm ve karideste 100 ppm olarak kullanimi smirlandirilmistir. Bununla birlikte
Diinya Saglik Orgiitii Besin Katki Maddeleri Komitesince kabul edilebilir giinliik
doz 0.7 mg/kg SO;? olarak belirlenmis ve bu dozun iizeri toksik olarak kabul
edilmistir (19). Bu doz Til ve arkadaslarinin (18) si¢anlarda yaptigi calismada
kullandiklar1 ve herhangi bir zararh etki bulamadiklari 72 mg/kg SO;* alimina
karsilik gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitiiniin ilgili komitesi buna 100 katlik bir
giivenlik faktoriinii de ekleyerek 0.7 mg/kg SO;? almnm zararh etkisinin
olmayacagmi bildirmistir. Daha Onceki arastirmada besinlerle alinan farkh
dozlardaki (10, 100, 260 mg/kg/giin) stlfitin etkisi incelenmis ve bu nedenle
calismamizda 100 mg/kg/giin SO5~ dozu secilmistir (179). Gavajla 100 mg/kg/giin
SO;? verdigimiz ¢alismamizda beklendigi iizere plazma-S-siilfonat diizeylerinin
stilfit verilen gruplarda arttig1 tespit edilmistir.

Siilfitin sistemik oksidan hasara bagli olarak pek c¢ok etki yarattig
gosterilmistir (180). Bu etkiler bazi kanserlerin goriilme sikliginda artis, VEP ve
SEP latenslerinde uzama, eritrositlerde lipid peroksidasyon artisi olarak siralanabilir
(13,180, 181, 182). Ekibimiz tarafindan (179) farkli dozlarda SO;*‘in VEP iizerine
etkileri calisilmis ve 100 mg/kg/giin  SO3>nin  VEP latenslerini uzattig:
bulunmustur. Bu verilerden yola ¢ikarak benzer sekilde bir uyar1 sonucunda ortaya
¢ikan SEP’ lerinde SO;*’den etkilenebilecegi diisiiniilmiistiir (13). Nitekim, daha
onceki aragtirmalarda (13, 183) inhalasyon yoluyla alman SO;?’nin SEP
bilesenlerinin latenslerinin uzamasma sebep oldugu gosterilmistir. Onceki
caligmalara paralel olarak bu arastirmada da oral yolla verilen 100 mg/kg/giin
dozundaki SOs;’in SEP latenslerini uzattig1 tespit edilmistir. Siilfitin bu etkisinin
beyinde yiiksek diizeyde bulunan ve oksidatif stres olusum siirecinde rol oynayan
sPLA, enzimi araciligiyla olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle calismamizda
sPLA; enzimini inhibe etmek ic¢in quinacrine verilmis ve bu ajanin SEP
latenslerindeki uzamay1 belirgin olarak azalttig1 tespit edilmistir. Bu gozlemlerin
1518inda siilfite bagli SEP latenslerindeki degisikliklerde oksidatif hasara aracilik
eden sPLA, enzim aktivitesinin Onemli olabilecegi kanisina varilmigtir.
Somatosensoriyel uyarilma potansiyelleri genliklerinden NI1P1 degerinin QS
grubunda azaldig1 gézlenmis ve bu durumun SEP genliklerinin degiskenligi ile ilgili
oldugu distinlilmiistiir. Clinkii yapilan arastirmada SEP genlik degerlerinin ayni
bireylerde bile degisik zamanlarda farkli ¢iktig1 rapor edilmistir (47).

Cesitli nedenlerle olusan serbest radikallerin, lipid peroksidasyondan ve

membran hasarlarindan sorumlu oldugu gosterilmistir. Bu radikallerin biyolojik
makromolekiillerde hasara ve hiicresel fonksiyonlarda kayba neden oldugu iyi
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bilinmektedir. Ozellikle hiicre membranmnin yapisindaki lipidlerin oksidasyonu,
membran yapisinda degisikliklere neden olmaktadir. Yar1 Omiirlerinin kisa,
konsantrasyonlarinin diisiik ve reaktif olmalar1 serbest radikallerin in vivo sartlarda
Ol¢iilmelerini zorlastirmaktadir. Bu ylizden, oksidan stresin olusturdugu ikincil
tirlinlerin ol¢iilmesine dayanan dolayli yontemler gelistirilmistir. Calismamizda SO5
¢ bagl serbest radikal artisimi dolayl olarak gostermek igin lipid peroksidasyon
indeksi olarak kabul edilen MDA’y1 6lgmeye dayali bir yontem olan TBARS
kullanilmistir. Bu yo6ntem, basit ve hizli olmasi nedeniyle tercih edilen bir
yontemdir.

Ekibimizin daha onceki calismasinda (179) siganlara oral yolla verilen 100,
260 mg/kg/giin SOs‘nin beyin dokusu TBARS degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artisa neden oldugu gozlenmistir. Bu calismada da benzer sekilde
sonuglar elde edilmis 100 mg/kg/giin SO;’nin gavajla verildigi deney gruplarinimn
TBARS diizeylerinde anlaml artis saptanmustir. SO5™ metabolizmasi sonucu olugan
ROS’un meydana gelmesinde sPLA, enziminin rolii oldugunu diisiindiiglimiiz
calismamizda, quinacrine’nin TBARS degerlerini arttirdigi bulunmustur. Bu artisin
nedeniyle ilgili olarak yapilan literatiir taramasinda Fabisiak ve arkadaglari’nin
(184) PLA; inhibitorii olan quinacrine’nin lipid peroksidasyon fiizerine etkisini
inceledikleri  goriilmiistir. Bu c¢alismada Fabisiak ve arkadaglarnt (184)
quinacrine’nin 10 ve 50 uM konsantrasyonunun yiiksek oldugunu, hiicreler iizerinde
toksik etki yarattigini ve buna bagl olarak lipid peroksidasyonu arttirdigin1 rapor
etmiglerdir. Bizim c¢alismamizda da kullandigimiz 10 mg/kg/giin quinacrine
miktarinin yaklagik olarak 21 pM konsantrasyona denk geldigi goz Oniinde
bulundurulursa, verilen quinacrine noronlar iizerinde koruyucu etki yerine toksik
etki yaratmig olabilir. Bu toksik etki nedeniyle quinacrine uygulamasinin TBARS
degerlerinde artisa neden oldugu kanisina varilmistir.

Fosfolipaz A;‘nin membran yag asitlerine etki ederek AA olusturdugu ve ROS
tiretimine neden oldugu daha 6nce yapilan bir¢ok caligmada gosterilmistir (35, 186).
Yagami ve arkadaslarinin (35) yaptig1 ¢alismalarda PLA; enziminin subtipi olan
sPLA,’ nin aktive olmasiyla ROS’ un olustugu ve olusan ROS’ un ise apoptozisi
indiikledigi gosterilmistir. Sekretuar fosfolipaz A, yolagi dikkate alindiginda, siilfit
metabolizmasiyla aciga ¢ikan ROS’ un olusmasinda, sPLA; enziminin rolii
olabilecegi diisiiniilmiis ve buradan yola c¢ikilarak sPLA, miktarina western blot
analizi ile bakilmistir. K grubuna gore SO;7 verilen gruplarda sPLA, miktarlarinda
artis olmas1 TBARS ile bu enzimin miktar1 arasinda iligki oldugunu gostermektedir.
Quinacrine’nin  sPLA, enzim miktarinda beklenilen etkiyi gostermemesi
quinacrine’nin bu dozda lipid peroksidasyonu arttirmasiyla iliskili olabilir. Bilindigi
tizere serbest radikal artisi sPLA, enziminin miktarini arttirmaktadir (156).
Quinacrine-siilfit grubunda ise quinacrine’nin SO3™ © in etkilerini potansiyalize edici
katkisinin olmadigi tespit edilmistir.

Organizmada cesitli sebeplerle olusan oksidatif stres sonucu meydana gelen
lipid peroksidasyon {irtinlerinden lipid peroksitlerin niikleik asit ve proteinlere etki
ederek hiicresel hasara neden oldugu bilinmektedir (67). Hipotezimize gore ROS ve
lipid peroksitlerin olusturdugu hiicresel hasara sPLA, enzimi aracilik etmekte ve
sonucta beyin dokusunda apoptozis olusmaktadir. Nitekim Yagami ve
arkadaglarinin  (186) yaptig1 c¢alismada sPLA,’ nin hiicre Olimiinii apoptozis
araciligiyla tetikledigi gosterilmis ve bu silire¢ sonunda hiicrede kiiciilme, plazma
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membraninda bleblerin olusmasi, kromatin kondensasyonu ve DNA fragmantasyonu
gibi apoptotik 6zellikler gézlenmistir.

Apoptotik hiicre oliimiinde, intrensek ve ekstrensek olmak iizere iki yolak
bulunur. Mitokondrial yolak olarak da bilinen intrensek yolakta sit-c salinimi séz
konusuyken, 6liim reseptdr yolagi olarak da bilinen ekstrensek yolakda ise TNF-a
ve Fas gibi ligandlarin reseptorlerine baglanmasi s6z konusudur (101). Bu iki yolak,
efektor kaspaz olarak bildigimiz kaspaz-3 enzimini aktive ederek apoptozisin son
yolag1 olan infaz yolaginda sonlanir. Kaspaz-3’lin aktivasyonu, niikleer yikim ve
hiicresel morfolojik degisimler ile sonuglanir (101). Calismamizda, siilfit
verilmesiyle olusan ROS’un apoptozis olusturup olusturmadigi, kaspaz-3 enziminin
immiinohistokimyasal analiziyle degerlendirilmistir.  Siilfit verilen grupta
immiinboyanmanin olmast bu alanda apoptozis meydana geldiginin bir
gostergesidir. Quinacrine-siilfit grubunda ait somatosensoriyel alandan alinan
kesitlerde az da olsa kaspaz-3 immiinreaksiyonuna rastlanilmas: beklenirken
herhangi bir immiinreaksiyonun olmamasi quinacrine’nin etkisinden kaynaklaniyor
olabilir. Quinacrine’nin lipid peroksidasyonu arttirict etkisine karsin apoptozisi
inhibe edici 6zelligi ile ilgili olarak literatiirde herhangi bir bilginin olmayisi, bu
yolagin aydinlatilmas1 i¢in daha ileri c¢aligmalara gereksinim oldugunu
gostermektedir.

Bununla beraber apoptozise ugrayan hiicreleri belirleyebilmek i¢in apoptozisin
bir karakteristigi olan DNA fragmantasyonuna Tunel analizi ile bakilmigtir. Tunel
analizi sonucunda elde edilen verilerimiz de kaspaz-3 bulgularimizla uyumlu
bulunmustur. Yapilan literatlir taramasinda bizim bulgularimizi destekleyen
caligmalar mevcuttur (35, 186). Meng ve arkadaslar1 (89) tarafindan yapilan
calismada 14, 28, 56 mg/m’ oraninda SO, inhalasyonunun apoptozisi indiikleyip
indiiklemedigini gbézlemek amaciyla, apoptozis ile ilgili p-53 geni ve proapoptotik
bir protein olan Bax miktaria bakilmistir ve SO,* nin p-53 geni mRNA miktarinda
ve Bax proteininde artisa neden oldugu gdsterilmistir. Ancak antiapoptotik bcl-2
protein miktarinda azalma oldugu ve bu veriler 1518inda SO, ° nin apoptozisi
indiikledigi saptanmistir. Ayni zamanda Ercan ve arkadaslarimin (185) mide
dokusunda yaptigi ¢alismada 10, 100, 260 mg/kg/giin SO~ uygulanan siganlarda,
apoptotik hiicrelerin 10 mg/kg/giin verdikleri sicanlarda olusmadigi fakat 100 ve
260 mg/kg/giin verilen gruplarda olustugu gozlenmistir. Bu etki arastiricilar
tarafindan lipid peroksidasyonla iliskilendirilmistir ve SO;?’ nin apoptozisi doz
bagimli olarak etkiledigi seklinde rapor edilmistir.

Fabisiak ve arkadaslar1 (184) tarafindan yapilan ¢alismada PLA, inhibitori
olan quinacrine’nin apoptozis lizerine etkisine bakilmistir. Apoptozis olusturulan
hiicrelerde kromatin kondensasyonu ve DNA fragmantasyonu gozlenmis ve
apoptotik niikleilerin varhigima rastlanmistir. Quinacrine’nin 1 ve 5 uM
konsantrasyonlarda verildigi gruplarda, quinacrine’nin apoptotik hiicrelerin
olusmasinda koruyucu etkilerinin oldugu ve DNA fragmantasyonunu azalttigi
gosterilmistir. Ayn1 zamanda quinacrine’nin 5 uM konsantrasyonu, apoptozisin son
evresinde meydana gelen PS oksidasyonunu ve takiben PS’nin hiicre membraninin
dis yiizeyine translokasyonunu azaltarak, apoptozisi bloke etmistir. Bizim
bulgularimizda da siilfit verilen grubumuzda apoptotik hiicrelerin arttig
gozlenirken, Q ve QS grubunda apoptotik hiicrelere rastlanmamistir. Bu veriler
quinacrine’nin apoptozisi inhibe ettigini gosteren diger calismalarla uyumlu
bulunmustur.
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Ozetle elde edilen veriler ginliik diyetle alman SO;? miktarmin SEP
degisikliklerine, beyin dokusunda serbest radikal artisina, apoptozise neden
olabilecegi ve saptanan bu etkilerde PLA, enziminin etkili olabilecegini
gostermistir.
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1)

2)

3)

4)

SONUCLAR

Oral yolla verilen SO3;>‘nin SEP latenslerini uzatmasi ve quinacrine’nin
uzamay1 belirgin sekilde azaltmasi SEP latenslerindeki degisikliklerde
sPLA;’nin etkisi oldugunu gosterir.

Siilfit verilen gruplarda TBARS diizeyinin artmast SOs;‘nin lipid
peroksidasyona etkisi oldugunu gosterir. Quinacrine verilen gruplarda
TBARS diizeyinin artmasi quinacrinenin doza bagli olarak toksik etki
gostermesiyle ve TBARS degerlerini arttirmasiyla iliskili olabilir.

Siilfit verilen gruplarda sPLA, diizeylerinin artmasi ROS’un meydana
gelmesinde sPLA, ‘nin etkisinin oldugunun bir gostergesidir. Quinacrine
verilen gruplarda sPLA, diizeylerinin artmasi ise quinacrine’nin oksidatif
streste gorev almasinin yaninda oksidatif stres sonucunda da pozitif geri
beslemeyle tekrar aktive olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Siilfit verilen grupta Kaspaz-3 ve DNA fragmantasyonunun meydana
gelmesi SO;%’nin  apoptozis meydana getirdigini, quinacrine verilen
gruplarda ise apoptozisin gozlenmemesi quinacrine’nin apoptozisi inhibe
ettigini isaret etmistir.
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