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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

SICANLARDA D-GALAKTOZAMIN ILE OLUSTURULAN BEYIN HASARINDA U
VITAMINININ ROLU

Dastagul MAHMARZAYEVA
Istanbul Universitesi-Cerrahpasa

Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal
Biyokimya Program

Damsman : Dr. Ogr. Uyesi Bertan Boran BAYRAK
II. Damisman : Prof. Dr. Ozlem SACAN

Toksik maddeler 6zellikle karaciger basta olmak iizere bir ¢ok dokuda cesitli enzimlerin
aktivitesinde ve hiicrelerin yapisina katilan makromolekiillerde yapisal degisikliklere neden
olur. Ayrica, fazla miktarda serbest radikal {iretimine katkida bulunarak dokularda oksidatif
stresi arttirir. BOylece hiicrelerdeki diizenleyici mekanizmalarin bozulmasina yol agarak
hiicrenin yap1 ve islevinde degisikliklere yol agabilmektedir. Beyin dokusu, yiiksek oranda
oksijen tiiketen ve diger organlara kiyasla oksidatif hasara kars1 daha zayif antioksidan savunma
sistemine sahiptir.

D-Galaktozamin (GalN), secici bir hepatotoksindir ve diger dokularda tutulumu oksidatif
hasara yol agmaktadir. U vitamini (U vit.), esansiyel bir amino asit olan L-metiyonin tiirevidir.

Calismamizda GalN kaynakl1 oksidatif beyin hasarina karst U vit.'in rolii arastirildi. Sonuglara
gore, indirgenmis glutatyon, toplam antioksidan durum seviyeleri ve antioksidan enzimler,
arilesteraz ve karbonik anhidraz aktiviteleri 6nemli 6lgiide azalirken, ileri oksitlenmis protein
tirtinleri, reaktif oksijen tiirleri, toplam oksidan durumu, oksidatif stres indeks seviyeleri ve
miyeloperoksidaz, asetilkolinesteraz, laktat dehidrojenaz ve ksantin oksidaz aktiviteleri, kontrol
siganlara kiyasla GalN grubunda 6nemli 6l¢iide yiikseldi. Buna karsilik, U vit.'in GalN grubuna
uygulanmasi tiim bu degisiklikleri tersine ¢evirdi. Sonug olarak, U vit.’nin siganlarda GalN
kaynakl1 beyin toksisitesine karsi koruyucu etkileri oldugu ileri stiriilebilir.

Haziran 2022 , 98 sayfa.

Anahtar kelimeler: Galaktozamin, U vitamini, beyin, antioksidan etki, oksidatif stres
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

[THE ROLE OF VITAMIN U ON D-GALACTOSAMINE-INDUCED BRAIN
DAMAGE OF RATS

DASTAGUL MAHMARZAYEVA

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Chemistry

Biochemistry, Thesis Master’s Program, (Formal Education)

Supervisor : Assist. Prof. Dr. Bertan Boran BAYRAK
Co-Supervisor: Prof. Dr. Ozlem SACAN

Toxic substances cause structural alterations in the activity of various enzymes in many tissues,
especially in the liver, and in macromolecules that participate in the structure of cells. It also
increases oxidative stress in tissues by contributing to the overproduction of free radicals. Brain
tissue has a higher oxygen consumption and a weaker antioxidant defense system against
oxidative damage compared to other organs.

D-Galactosamine (GalN) is a selective hepatotoxin and its uptake in other tissues brings about
oxidative damage. Vitamin U (vit. U) is a derivative of L-methionine (an essential amino acid).

In our study, the role of vit. U against GalN-induced oxidative brain damage was investigated.
According to the results, reduced glutathione, total antioxidant status levels, and antioxidant
enzymes, arylesterase, and carbonic anhydrase activities remarkably declined whereas
advanced oxidized protein products, reactive oxygen species, total oxidant status, oxidative
stress index levels, and myeloperoxidase, acetylcholinesterase, lactate dehydrogenase, and
xanthine oxidase activities significantly elevated in GalN group compared to intact rats. In
contrast, the administration of vit. U to the GalN group reversed all these changes.
Consequently, it may be put forward that vit. U has protective effects against GalN-induced
brain toxicity in rats.

June 2022, 98 pages.

Keywords: Galactosamine, vitamin U, brain, antioxidant effect, oxidative stress
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1. GIRIS

Toksik maddeler 6zellikle karaciger basta olmak lizere bir ¢ok dokuda gesitli enzimlerin
aktivitesinde ve hiicrelerin yapisina katilan makromolekiillerde bazi degisliklerin meydana
gelmesine neden olur. Bu degisiklikler, hiicrelerdeki diizenleyici mekanizmalarin bozulmasina
yol agarak hiicrenin yap1 ve islevinde degisikliklere yol agabilmektedir (Decker ve Keppler,
1974; Singh ve Sharma, 2022).

D-Galaktozamin (GalN), karacigerdeki galaktoz metabolitik yolunda metabolize edilen bir
amino seker tiirevi olup, deneysel hayvan modellerinde insandakine benzer bir viral hepatite
(fulminant hepatite) neden oldugu gosterilen segici bir karaciger toksinidir (Newsome ve dig.
2000; Kemelo ve dig. 2014). GalN, hiicresel iiridin trifosfat (UTP) konsantrasyonunu azaltmak
suretiyle RNA ve protein sentezini inhibe ederek hiicre nekrozuna neden olur (Decker ve
Keppler, 1974). Endojen lipidlerin peroksidasyonunun, GalN 'nin sitotoksik etkilerindeki en
onemli faktorlerden biri oldugu gosterilmistir (Sakaguchi ve dig. 1995). Karaciger hasart i¢in
uygun deneysel bir model olan GalN, deneysel hayvan modellerinde tek basina kullanilabilir.
Hiicrede lipit peroksidasyonuna yol agan serbest radikallerin olugsmasina neden olur. Bu
durumda, diisiik oranda apoptoza ve yliksek oranda nekroza neden oldugu bildirilmistir
(Tapalaga ve dig. 2002; Gujral ve dig. 2003). Apoptoz, hiicre proliferasyonunu (hiicre
cogalmasini) stabilize edebilen ve gelisim sirasinda dokular1 aktif olarak yeniden
sekillendirebilen karmasik ve kritik bir mekanizmaya doniismistiir. Lipit hidroksiperoksit
konsantrasyonu arttikga karaciger hiicreleri {lizerindeki tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a)
miktar1 da artar; bu da karaciger hiicrelerini apoptoza daha duyarl hale getirir (Osawa ve dig.
2001). Bununla birlikte, lipopolisakkarit (LPS) gibi baska bir toksinle birlikte kullanildiginda
karacigerde meydana gelen hasarin siddeti de arttirmaktadir (Sugimoto ve dig 1999; Gujral ve
dig. 2003; Ahmedy ve dig. 2022).

U vitamini (U vit.), vitamin siniflandirilmasina dahil edilmemesine ragmen vitamine benzer
etki gostermesi nedeni ile arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Brassica tedavisi veya U vit..
iceren lahana kaynaklar1 kullanilarak yapilan terapi antik ¢aglardan beri uygulanmaktadir.
Baslica besin kaynagi ¢ig lahana olan U vit., bu bitkinin yapraklarinda ve diger yesil sebzelerde
bulunmaktadir (Patel ve Prajapati, 2012). 1950’li yillarda yapilan arastirmalar, karaciger ve



mide-bagirsak mukozast iizerindeki taninmis koruyucu etkisi nedeniyle kullanildigini
gostermektedir (Cheney, 1949). Ozofagogastrik lezyonlar, kronik mide iilseri, kronik gastrit,
iilseratif kolit, diyafram hernileri ve peptik iilserlerin tedavisinde etkili oldugu rapor edilmis
(Cheney ve dig. 1956) ve gastrik mukusun 6nemli bir bileseni olan miisin salgilanmasinin
uyarilmasina katkida bulunarak sitoprotektif 6zellik gosterdigi ileri stiriilmistiir (Ichikawa ve

dig. 2009).

Calismamizda, GalN’nin neden oldugu oksidatif beyin hasar1 {izerine U vit.’nin koruyucu

etkisinin arastirilmas1 amaglanmistir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. BEYIN

Merkezi sinir sisteminin kafatasi boslugunda bulunan kismina beyin (ensefal) denir. Fransizca
kokenli bir kelime olup, ensefali-tim beyin anlamina gelir. Tiirlerin beyinleri sekil ve boyut
olarak biiytik farkliliklar gosterebilir. Ortak 6zellikleri belirlemek genellikle zordur (Shepherd,
1994). Baz1 yonlerden birgok hayvan tiirliniin beyin yapilari hemen hemen aynidir. Ancak,
“gelismis beyin”, gelismis organizmalari ilkel organizmalardan ayirir veya omurgalilarla

omurgasizlar ayirt etmek icin kullanilir (Basar, 2010).

Beyin, bir organizmada meydana gelen kimyasal reaksiyonlar1 diizenleyen ve kontrol eden,
diisiinme, hafiza, duygu, dokunma, motor beceriler, gorme, konusma, solunum, viicut sicakligi,
reflekslerin kontrolii, aglik ve benzeri davraniglarin koordinasyonunu saglayan karmasik bir
organdir (Standring ve dig. 2008; Colledge ve dig. 2010).

2.1.1. Beyin Anatomisi (Yap1 ve Fonksiyonu)

Beyin, organizmanin ana kontrol merkezinde dnemli rollere sahip olan kompleks yapili bir
organdir. Merkezi sinir sisteminin en 6nemli kismi1 olan beyin, bes duyu organindan gelen tiim
bilgileri alir, isler, yonlendirir ve viicuttaki ilgili organlara gerekli olan iletiyi génderir. Insan
beyni ile sican beyninin anatomik goriintiileri Sekil 2.1.’de gosterilmistir (Cryan ve Holmes,

2005).

Beyin, Latince korpus kallozum (sert cisim) olarak isimlendirilen bir sinir ag1 (lif bandi)
tarafindan sol ve sag yarim kiirelere ayrilir. Anatomik olarak farkli sekillerde siniflandirilabilse
de genel olarak beynin her biri belirli islevlere sahip {i¢ ana kisma ayrilir. Beynin baslica
kisimlar1 6n beyin (forebrain), orta beyin (midbrain) ve arka beyindir (hindbrain) (Sekil 2.2)
(Bailey, 2020; Eid, 2021).
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Sekil 2.1: Insan beyni ve sigan beyninin anatomik gériintiileri (Cryan ve Holmes, 2005).

On beyin (Forebrain)

Arka beyin (Hindbrain)

Sekil 2.2: On beyin, orta beyin ve arka beyin gériintiisii (Bailey, 2020; Eid, 2021).

2_.1.1.1. On Beyin (Forebrain)

On beyin, beyindeki en gelismis ve evrilmis yap1 olmasinin yani sira, en karmasik tist diizey
organizasyona sahiptir (Xiang ve dig. 2021). Telensefalon ve diensefalon olarak iki kisma
ayrilan 6n beynin dis yiizeyi (tabakasi), beyin korteksidir ve bu kisim gri maddeden olusur.
Telesefalon kisminin 6nemli bir bileseni olan beyin korteksi, beyinde girus ad1 verilen girintiler
ve sulkus ad1 verilen katlanmis oluklar icerir (Bailey, 2020). Beyin korteksinin islevleri arasinda
duyusal bilgilerin islenmesi, motor iglevlerin kontrol edilmesi, herhangi bir konuda fikir sahibi
olunmas ve sorunlarin ¢dziilmesi gibi iist diizey islevlerin yerine getirilmesi yer alir. On beyin,
beynin toplam kiitlesinin {i¢te ikisini olusturan serebral hemisferlerden (yarim kiirelerden)

olusur.



Her bir yarim kiire sol ve sag yarim kiireler olarak iki kisma ayrilmaktadir. Sol yarim kiire dil,
mantik ve matematik becerilerinde daha baskindir. Sag yarim kiire daha yaraticidir, sanatsal ve
miizikal durumlarda ve sezgide baskindir (Thau ve dig. 2022). Her bir yarim kiire, frontal,
parietal, temporal ve oksipital loblar seklinde baslica dort loba boliinmekte, her lop da farkli bir
islevi yerine getirmektedir (Sekil 2.3) (Bui ve Das, 2021; AANS, 2022). Bunlar, iizerlerinde
bulunan kafatas1 kemiklerine gore isimlendirilir (Standring ve dig. 2008). Iki yarim kiireyi
ayiran yarik veya oluga biiyiik boylamasina yarik denir. Beynin iki tarafi altta korpus kallozum
tarafindan birlestirilir. Korpus kallozum, beynin iki yarisin1 birbirine baglar ve beynin bir
yarisindan digerine mesajlar iletir. Beynin farkli loblarina ait aktiviteler Tablo 2.1’de

gosterilmigtir (Lim ve dig. 2018).

Yan agt Ust agt

Parietal (P) Lob Qksipital

Frontal (F) (0) Lob

Lob

Temporal (T) Lob

Beynin Sol Yarm Kiiresi ~ Beynin Sag Yanm Kiresi

Sekil 2.3: Beynin farkli loblar1 (Lim ve dig. 2018).

Tablo 2.1: Beynin farkli loblarinin iglevleri (Lim ve dig. 2018; Bui ve Das, 2021).

Beyin Loblar1 Islevleri

Frontal Planlama, karar verme ve problem ¢6zme, hareket ve duygular
Oksipital Gorsel islemeye dahil islevler

Parietal Tanima, uyaranlarin algilanmasina dahil olan, hareket ve yonelim
Sol Zamansal sozel hatiralarin iglenmesiyle ilgili islevler

Sag Zamansal sozel olmayan sozlerin iglenmesiyle ilgili islevler




Diensefalon, duyusal bilgileri ileten ve hormonal sistemin bilesenleri ile sinir sistemi arasindaki
baglantiy1 olusturan beynin bolgesidir. Diensefalon, otonomik, hormonal ve motor islevler gibi
cesitli islevlerin diizenlenmesinden sorumludur. Duyusal algida da goérevi bulunmaktadir.
Talamus, hipotalamus ve epifiz bezi (pineal bez) diensefalonun bilesenlerini olusturmaktadir

(Bailey, 2020).

Talamus, serebral korteksin hareket ve duyusal algilarla ilgili béliimlerini beynin ve omuriligin
diger boliimleriyle birlestiren bir limbik sistem yapisidir. Ayrica, gece-giindiiz dongiisii
degisikliklerinin kontroliinde de gérev almaktadir (Bailey, 2020). Viicuttaki hemen hemen tiim
kanallardan gelen sinyalleri ilettiginden normal sinir islevi i¢in gerekli olan derin bir beyin

yapisidir. (Bordes ve dig. 2020).

Hipotalamus, beynin en kiigiik pargalarindan biri olsa da homeostazin korunmasinda hayati
Onem tasir. Hipotalamus, merkezi sinir sistemini endokrin sisteme baglar. Solunum, kalp atis
hizi, kan basinci, istah, susuzluk, viicut sicakliginin diizenlenmesi ve ¢esitli hormonlarin
salimimindan sorumludur (Kropotov, 2016). Ayrica, antidiiiretik hormonun, kortikotropin
salgilatict hormonun, gonadotropin salgilatict hormonun, biiylime hormonu salgilatic
hormonun, prolaktin inhibe edici hormonun, tiroit salgilatict hormonun ve oksitosinin
salgilanmasi veya inhibe edilmesi i¢in hipofiz bezi {lizerinde etkili olan hormonlar1 salgilar

(Thau ve dig. 2022).

Epifiz bezi ise serotonin ve melatonin hormonlarini iiretir. Melatonin hormonunun biyosentezi,
gece-giindiiz dongiilerinin diizenlenmesi i¢in oldukga kritik bir 5neme sahiptir ve ayrica seksiiel
gelisimi de etkiler. Epifiz bezi, merkezi sinir sistemine gelen bilgileri tagiyan ve periferik sinir
sisteminden gonderilen iletileri hormonal iletilere doniistiirerek, sinir sistemi ile hormonal

sistem arasindaki baglantiy1 olusturur (Bailey, 2020).

2.1.1.2. Orta Beyin (Midbrain)
Orta beyin, 6n beyin ile arka beyin arasindaki baglantiy1 saglayan beyin bolgesi olup, arka beyin

ile beraber brainstem ad1 verilen beyin sapini olusturur. Beyin sap1, omurilik ile beyincigi beyin
ile birlestirir (Basinger ve Hogg, 2022). Orta beyin hareketlerin ayarlanmasina, isitsel ve gorsel
bilgilerin islenmesine katkida bulunur. Ayrica géz hareketinden de sorumludur (Bailey, 2020;
Eid, 2021).



2.1.1.3. Arka Beyin (Hindbrain)
Arka beyin basin arkasinda bulunur ve omuriligin bir uzantis1 gibi goriiniir. Arka beyin,

kendiliginden gerceklesen fonksiyonlarin ayarlanmasina, dengenin saglanmasina ve
korunmasina, hareketlerin uyum iginde olmasina ve duyusal bilgilerin aktarilmasina katkida

bulunur. Medulla oblongata, pons ve beyincik kisimlarini igerir.

e Basit¢ce medulla olarak da bilinen medulla oblongata, beyin sapinin en alt kismi1 ve
sinir sistemiyle birincil baglantidir. Kemoreseptorler kullanarak viicudun solunum
sistemini izler. Ayn1 zamanda kardiyovaskiiler ve vazomotor bir merkezdir. Medulla
oblongata, viicudun ihtiyaglarina gore viicudun kan basincini, nabzini ve kalp
kasilmalarini diizenleyebilir. Son olarak, kusma, yutma, dksiirme ve hapsirma gibi

refleksleri kontrol eder (Bailey, 2020; Eid, 2021; Thau ve dig. 2022).

e Pons, Latince "koprii" anlamina gelir, orta beynin hemen altinda ve medullanin
hemen {istiinde yer alir. Uyarilma, uyku, motor kontrol ve kas tonusunda yer alan

bir sinir grubudur (Patel ve Sugano, 2020).

e Beyincik (serebellum), Latince "kii¢iik beyin" anlamina gelir. Beyine gore ¢cok daha
fazla sinir hiicresi yogunluguna sahip olan beyincik, beyin korteksiyle siirekli
iletisim halindedir. Viicudun denge kontroliiniin ana merkezini olusturur, postiirii ve
koordinasyonu korur, kas tonusunu ve istemli kas aktivitesini kontrol eder, ancak
kas kasilmasimi bagslatamaz (Jimsheleisvili ve Dididse, 2022). Hareketi kontrol
etmek ve ince motor Ogrenmeyi kolaylastirmak i¢in kulaktaki kaslardan,
tendonlardan, eklemlerden ve yapilardan mesajlar alir (Delgado-Garcia, 2001; Thau
ve dig. 2022).

2.1.2. Beyin Metabolizmasi

Diger organlarla karsilastirildiginda beyin, insan viicudu tarafindan tiiketilen enerjinin %20'ye
yakin kismim tiiketir. Insan viicudunda, glukoz ¢ogu hiicre i¢in ana enerji kaynagidir ve birgok
dokunun oldugu gibi beynin de normal islevi igin gereklidir. Insan beyni, orug¢ tutan veya

hareketsiz insanlarda glukozun yaklasik %60'in1 tiiketir (Swaminathan, 2008).

Uzun zincirli yag asitleri kan-beyin bariyerini gecemez ve keton cisimcikleri liretmek igin

yalnizca karaciger bu yag asitlerini parcalayabilir. Buna karsin, 2, 3 ve 4 karbonlu yag asitleri



ile 7 ve 8 karbonlu yag asitleri kan-beyin bariyerini gegebilir ve beyin hiicreleri tarafindan yakit
olarak kullanilabilir (Obel ve dig. 2012).

Viicudun toplam agirliginin yalnizca %?2'sini olusturan insan beyni, kalp debisinin %15'ini,
sistemik oksijen tiketiminin %20'sini ve sistemik glukoz kullanimimin %25'ini

gerceklestirmektedir (Clarke ve Sokoloff, 1999).

Beyin esas olarak enerji i¢in glukoz kullanir. Ancak, hipogliseminin gelistigi durumlarda
glukoz eksikligi nedeniyle kafa karisiklig1 gozlenebilir (Mrsulja, 2012). Beynin enerji tiiketimi
zamanla ¢ok fazla degismez, sadece korteksin aktif alanlarindaki enerji tiikketimi hareketsiz
alanlara kiyasla biraz daha fazladir; ki bu da beyin goriintiileme teknolojisi olan Pozitron
Emisyon Tomografisi ve fonksiyonel manyetik rezonans goriintiileme islevlerinin temelini
olusturur (Raichle ve Gusnard, 2002). Yapilan bir 6n ¢alisma ile insan beyninin metabolik
ihtiyaglarinin bes yas civarinda zirveye ulastig1 sonucuna ulasilmistir (Kuzawa ve dig. 2014).
Bununla birlikte, uyku islevi tam olarak anlagilmamistir. Ancak, uykunun beyindeki metabolik
atiklarin atilmasini artirabilecegine dair kanitlar vardir, bunlarin bazilar1 potansiyel olarak
norotoksiktir ve aynt zamanda onarilabilir de olabilir. Kanitlar, uyku sirasinda artan metabolik
atigin temizlenmesinin lenfatik sistemin artan islevinden kaynaklandigini gostermektedir

(Bacyinski ve dig. 2017).

2.2. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, atomik veya molekiiler orbitallerindeki en dis yoriingelerinde bir ya da daha
fazla sayida tek (paylasilmayan) elektron bulunduran oldukca reaktif molekiiller veya
molekiiler gruplar olarak tanimlanabilir. Paylagilmayan bu elektronlar, serbest radikallere
karakteristik kimyasal 6zellikler kazandirmakla kalmaz, ayn1 zamanda onlar1 hem kararsiz hem
de oldukca reaktif hale getirir (Avclr ve dig. 2008; Engwa ve dig. 2022). Yiiksek
reaktivitelerinden dolay1 serbest radikaller, c¢evrelerinde bulunan olduk¢ca Onemli
biyomolekiillerle (DNA, RNA, proteinler, lipidler ve karbohidratlar) etkilesime girerek
hiicrelerde, dokularda ve hatta organlarda hasar meydana getirirler (Di Mascio ve dig. 2019).
Bu hasar yaslanmay1 hizlandirdig1 gibi kardiyovaskiiler hastaliklar, farkli kanser tiirleri,
zayiflamig bagisiklik sistemi, katarakt ve sinir sisteminin dejeneratif hastaliklar1 gibi birgok

hastaliga neden olabilmektedir (Singh ve dig. 2022).



2.2.1. Serbest Radikallerin Tiirleri

Serbest radikallerin kaynag1 oksijen veya azot olabilir. Oksijenden tiiretilen serbest radikaller
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve azottan tiiretilenler de reaktif azot (RNS) tiirleri olarak
isimledirilir. Oksijen merkezli serbest radikar tiirleri Tablo 2.2’de, azot merkezli serbest radikal

tiirleri ise Tablo 2.3’te gosterilmistir (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Valko ve dig. 2007).

Tablo 2.2: Oksijen merkezli serbest radikal ve radikal olmayan reaktif tiirler (Halliwell ve
Gutteridge, 1990; Valko ve dig. 2007).

Oksijen Merkezli Serbest Radikaller ve Radikal Olmayan Reaktif Tiirler

Radikal Tiirler Radikal Olmayan Reaktif Tiirler
Siiperoksit Oae Hidrojen peroksit H20,
Hidroksil HO- Hipokloroz asit HOCI
Peroksil ROO- Hipobroméz asit HOBr
Alkoksil RO- Tekli oksijen 10,
Hidroperoksil HOO- Ozon O3
Lipit peroksil LOO-

v" Siiperoksit anyonu (*O2"): Mitokondride, kardiyovaskiiler sistemde ve digerlerinde iiretilir.

v" Hidroksil radikalleri (HO¢): Fenton reaksiyonunda firetilen en reaktif oksijen merkezli
radikaldir.

v Peroksil (ROQ¢): Oksijenin alkil radikalleri (Re) ile reaksiyonu sonucu meydana
gelmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1985).  Reaktif tiirler tiretmek igin gecis metal
iyonlariyla reaksiyona girer.

v" Hidroperoksil (HOO¢): Viicutta ¢ok sayida reaksiyon sonucu olusur. Reaktivitesi ¢ok diisiik
ve molekiiler hasar yetenegi zayiftir (Mohammed ve dig. 2015).

v" Lipit peroksil (LOO¢): Reaktiftir ve lipidlerden, DNA'dan, proteinlerden vb. olusur.

v' Tekli oksijen (*O,): Fotosensitizasyon ve kimyasal reaksiyonlar sirasinda olusur, oldukca
reaktiftir. Tekli oksijen radikal olmayan reaktif bir oksijen molekiiliidiir ve ortaklanmamais
elektronu yoktur (Akagiin, 2009). Yarilanma 6mrii kisadir.

v" 0zon (O3): Atmosferde dogal olarak mevcuttur (Mohammed ve dig. 2015).

v" Nitrik oksit (NO¢): Norotransmitter ve tansiyon diizenleyicisidir. NOe, organizmada, O> ve
L-arginin amino asidinden nitrik oksit sentaz katalizorligiinde sentezlenir. Hem

ekstraseliiler bosluga taginan hem de intraseliiler NO+ derisimi oldukga siki sekilde kontrol
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edilmektedir. Ciinkii az miktardaki NO+ metabolizma i¢in faydali iken fazlas1 ise oldukg¢a
tehlikelidir (Akagtin, 2009).

v" Peroksinitrit (ONOO"): Siiperoksit ve nitrik oksitten olusur (Mohammed ve dig. 2015).

v" Nitrojen dioksit (*\NO2): Atmosferik kirlilik sirasinda olusur (Mohammed ve dig. 2015).

Tablo 2.3: Azot merkezli gesitli serbest radikal ve radikal olmayan reaktif tiirler (Halliwell ve
Gutteridge, 1990; Valko ve dig. 2007).

Azot Merkezli Serbest Radikaller ve Radikal Olmayan Reaktif Tiirler

Radikaller Radikal Olmayan Reaktif Tiirler
Nitrik oksit NOe Nitrik asit HNO:>
Nitrojen dioksit NO,® Nitrosil katyonu NO*
Nitroksil anyonu NO-
Dinitrojen tetroksit N204
Dinitrojen trioksit N203
Peroksinitrit ONOO-
Peroksinitrik asit ONOOH
Nitronyum katyonu NO2*
Nitril klorid NOCI
AlKil peroksinitrit ROONO

2.2.2. Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikaller, endojen ve eksojen kaynaklar tarafindan tiretilir. En 6nemli endojen iiretim
yeri mitokondridir. D1s kaynaklar ise ultraviyole 1s1k (UV), fiziksel kaynaklar, ¢esitli kimyasal
ve biyolojik maddelerdir (Karabulut ve Karakus 2016). Serbest radikaller insan viicudunda iki
sekilde tiretilir. Bunlar endojen ve eksojen hiicrelerde ortaya ¢ikan oksijen veya azot merkezli
serbest radikallerdir. Viicutta olusan bu serbest radikaller Tablo 2.4’te gosterilmistir. Bu serbest

radikaller hiicrelerde ve ¢evrede var olmaya devam ederler (Sarma ve dig. 2010).

Tablo 2.4: Viicuttaki oksijen ve azot merkezli serbest radikallerin kaynaklar1 (Mohammed ve
dig. 2015).

Kaynaklar Aciklama

NADPH oksidazlar
Mitokondri
Ksantin oksidorediiktaz
Sitokrom P450 oksidazlar
Nitrik oksit sentaz
Peroksizomlar
Fiziksel ajanlar
Eksojen Ksenobiyotikler

Biyolojik ajanlar

Endojen
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2.2.3. Serbest Radikallerin Yararlar:
ROS ve RNS’lerin diisiik konsantrasyonlarda oldugunda faydali etkilerinden bahsedilebilir.

02", H202 ve NO iiretimi hiicrede pek ¢ok hiicresel yanita karsi normal fizyolojik fonksiyonlar

olarak bilinir. Ayrica bazi hiicreler ise etkilerini ROS ve RNS salim sistemini uyararak da

gosterirler.

ROS ve RNS'nin diisiik konsantrasyonlarda bulunduklarinda, faydali aktivitelerinden bazilarina

asagidakiler 6rnek gosterilebilir:

. Fagositoz yoluyla enfeksiyona kars1 savunma
. Sitotoksik lenfositler
. Makrofajlar yoluyla kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi

. Sitokrom P450 yoluyla ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu
. Hiicre biiylimesi

. Mitokondride ATP tretimi

. Diisiik konsantrasyonlarda mitotik yanit

. ROS ve RNS'nin niikleer transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu

. Hiicrelerde depolanan Ca'un salinimi

. Tirozin amino asidinin fosforilasyon aktivasyonu

. Tirozin kinazlar, bazi sitokin ve biiyiime faktorii sinyallerini aktive eder. Reaktif oksijen

tiirleri, prostaglandinler ve tiroksin gibi molekiillerin biyosentezine katilir ve bu siireclerin
gelisimini uyarir.

. Reaktif oksijen hiicrelerde ¢oziiliir ve guanilat siklaz aktivitesi ve gen transkripsiyonu
gibi 6nemli aktiviteleri diizenlemek i¢in kullanilir.

Bu gibi hiicre i¢i durumlarda, serbest radikallerin 6nemli bir rol oynadigindan bahsedilebilir.
Ancak bu serbest radikallerin birikimi arttik¢a zararli etkileri ortaya ¢ikabilir (Schreck ve
Baeuerle, 1991; Lander, 1997; Droge, 2002; Fang ve dig. 2002; Devasagayam ve dig. 2004;
Valko ve dig. 2007).

2.2.4. Serbest Radikallerin Zararlar ve Oksidatif Stres

Hiicre ve dokularin yapisal biitiinliigiinii ve normal islevlerini siirdiirmek acisindan oksidanlar
ve antioksidan sistemler arasindaki dengeyi korumak ¢ok 6nemlidir. Oksidatif denge saglandig1
siirece canli organizmasi serbest radikallerden etkilenmeyecektir. Ancak, ¢esitli nedenlerle
savunma mekanizmasi tarafindan temizlenen serbest radikallerden daha fazla serbest radikal

olusumu oksidatif strese neden olabilir. Metabolizmada kullanilan oksijen, bir¢cok faktdriin
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etkisi altinda ROS’larin yapisina katilir. Asirt ROS olusumu, ardindan bunlarin birikmesi
sonucunda hiicrelerin bilesimine katilan oldukca Onemli biyolojik makromolekiillerde
fonksiyon bozukluguna (6rnegin, lipidlerde peroksidasyona, proteinlerde ditirozin
kalintilarinin ve/veya denatiirasyonun meydana gelmesine, DNA’da ise 8-hidroksiguanozin
olusumuna) neden olan yapisal degisikllikler meydana gelebilmektedir (Singh ve dig. 2022).
Bu biyolojik makromolekiillerdeki degisimler Tablo 2.5°te gdsterilmistir.

Tablo 2.5: Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiiller (Pryor, 1986; Goldstein ve dig.

1994).
Etkilenen bilesik Sonuclar
Protein denatiirasyonu
Doymamis amino asitler ve kiikiirt Capraz baglanma
iceren amino asitler Enzim inhibisyonu

Organ ve hiicre gecirgenliginde degismeler

Hiicre gelisiminde degismeler

Niikleik asit bazlari
Mutasyon
Karbohidratlar Hiicre yiizey reseptorlerinde degisim
Doymamus lipidler Kolesterol ve yag asitlerinin oksidasyonu
. Nikotinamit ve flavin igeren kofaktorlerin aktifliginde azalma
Kofaktorler L .
Askorbat ve porfirin oksidasyon
Antioksidanlar a-tokoferol ve B-karoten gibi antioksidanlarin aktifliginin azalmasi
. Denatiirasyon
Proteinler Peptit zincirinde kirilmalar
Baz modifikasyonlar1
DNA Zincirde kirilmalar
Hiyaluronik asit Sinovyal sivinin vizkozitesinde degisim

Oksidanlar ve bunlarin ortadan kaldirilmasin1 saglayan maddeler arasindaki hassas
biyokimyasal denge oksidanlar tarafina kaydiginda (yani, reaktif tiirlerin organizmadaki
konsantrasyonu arttiginda), oksidatif hasara neden olabilen “oksidatif stres” kosullar1 ortaya
cikar (Sies, 2020). Oksidatif stresin diyabet, ateraskleroz, hipertansiyon, solunumsal hastaliklar,
artritler, katarakt, kanser, kardiovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarin

patojenezinde énemli rolleri oldugu bildirilmistir (Engwa ve dig. 2022).

2.3. ANTIOKSIDANLAR

Antioksidanlar, serbest radikal zincir oksidasyon mekanizmasinda kararli ara {riinlerin
olusumuna, yani zincir reaksiyonunun kirilmasina katkida bulunan maddeler olarak

tanimlanabildigi gibi (Sherwin, 1978; Dziezak, 1986), dogrudan ROS'u temizleyen veya



13

antioksidan savunmalarin yukart yonlii regiilasyonunu veya ROS {iretiminin inhibisyonunu

saglamak i¢in dolayli olarak hareket eden bir madde olarak da tanimlanabilir (Gulcin, 2020).

Antioksidanlar, kararsiz bir serbest radikale bir elektron (veya hidrojen) transfer edebilen ve o
radikalin oksidatif/toksik etkisinin nétralizasyonunu saglayabilen, bdylece yikici giiclinii
azaltan, molekiillerdir. Bu antioksidanlar, esas olarak serbest radikal temizleme Ozellikleri
sayesinde hiicre hasarin1 geciktirir veya engellerler (Engwa ve dig. 2022). Bu diisiik molekiil
agirlikli antioksidanlar, serbest radikallerle giivenli bir sekilde etkilesime girebilir ve hayati
sayilabilecek molekiillere zarar vermeden zincir reaksiyonlarini sonlandirabilirler (Kumar,

2014).

2.3.1. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi
Dogada, cesitli antioksidanlar gidalarda yaygin olarak bulunur. Literatiir, konumlarina, etki
bicimlerine (koruma ve diizenleme), yapisal ve biyokimyasal 6zelliklerine gore ¢ok gesitli

antioksidanlarin yapisini ve siniflandirmasini 6nermektedir (Pérez ve Aguilar, 2013).

Endojen antioksidanlar, eksojen antioksidanlar (diyet antioksidanlar1) ve sentetik antioksidanlar
en yaygin antioksidanlar olarak kabul edilirler. Sentetik antioksidanlar, gida muhafazasinda

onemli rol oynarlar (Yadav ve dig. 2016).

2.3.1.1. Endojen Antioksidanlar
Organizma, serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasarina kars1 kendisini korumak icin

cesitli endojen savunma mekanizmalarina sahiptir. Bunlar da enzimatik ve non-enzimatik
antioksidanlar olarak ikiye ayrilabilir. Enzimatik antioksidanlar siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon-S-transferaz olup, oksidatif toksik ara
maddeleri metabolize eder ve en iyi katalitik aktiviteyi elde etmek i¢in selenyum, demir, bakir,
¢inko ve manganez gibi mikro besin kofaktorlerine ihtiya¢ duyar. Bu eser minerallerin yetersiz
bir diyetle alinmasinin, bu antioksidan savunma mekanizmalarinin etkinligini tehlikeye
atabilecegi One sirilmiistir (Percival, 1998; Yadav ve dig. 2016). Non-enzimatik

antioksidanlar ise hiicre i¢i ve hiicre dis1 non-enzimatik antioksidanlar olarak siiflandirilabilir.

e Hiicre i¢i non-enzimatik antioksidanlar, ferritin, miyoglobin, metallotiyoneinler

koenzim-Q1o, glutatyon, melatonin ve poliaminlerdir.

e Hiicre dis1 non-enzimatik antioksidanlar ise transferrin, laktoferrin, albumin,

seruloplazmin, {irik asit ve bilirubindir (Mironczuk-Chodakowska ve dig. 2018).
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2.3.1.2. Eksojen Antioksidanlar
Eksojen antioksidanlar, organizmada sentezlenemediginden gida ve besin kaynaklarindan

alinmaktadir. Bunlar, ayn1 zamanda diyet antioksidanlari olarak da bilinir. Eksojen (diyet)
antioksidanlar C ve E vitaminleri, karotenoidler (B-karoten, likopen, zeksantin, astaksantin,
lutein vb.), fenolik bilesikler (flavonoidler, fenolik asit tiirevleri, stilben tiirevleri ve lignanlar),
¢inko ve selenyum gibi bazi mineral bilesiklerdir (Percival,1998; Pisoschi ve dig. 2021).
Bitkilerde flavonoidler, ¢esitli ¢cevresel stres faktorlerine karsi koruyucu ajanlar olarak islev
goriirken, insanlarda "biyolojik yanit diizenleyiciler" olarak islev goriirler. Flavonoidlerin
antienflamatuvar, antialerjik, antiviral, antiaging ve antikanser aktiviteleri oldugu gosterilmistir

(Yadav ve dig. 2016).

2.3.1.3. Sentetik Antioksidanlar
Sentetik antioksidanlar, dogal antioksidanlarla karsilagtirmak ve gidaya dahil edilmek iizere

standart bir antioksidan aktivite Ol¢lim sistemine sahip olacak sekilde gelistirilmistir.
Paketlenmis gida iriinlerinin raf Omriinii uzatmalar1 ve cesitli islemlere ve kosullara
dayanabilmeleri nedeniyle gidalara eklenirler. Bu sentetik antioksidanlar, kat1 ve sivi yaglarin
ve lipit iceren gidalarin islenmesi ve depolanmasi sirasinda lipit oksidasyonunun baslamasini
onlemek veya geciktirmek i¢in iirlinlere bilingli olarak eklenir. En fazla kullanilan sentetik
antioksidanlar fenolik yapili bilesiklerdir. Bunlar: biitillenmis hidroksitoluen, biitillenmis
hidroksianisol, propil gallat, dodesil gallat ve tersiyer butilhidrokinondur (Pérez ve Aguilar,
2013; Gulcin, 2020).

2.4. D-GALAKTOZAMIN

GalN, canli hiicreler i¢in gerekli olan, glikoproteinlerin de dnemli bir bileseni olan galaktozun
bir amino tiirevidir. Molekiil agirligt 179,17112 g/mol ve kapali formiilii CeH13NOs’dir.
GalN’nin kimyasal yapis1 Sekil 2.4’te gosterilmistir (PubChem, 2022). Kondrozamin, D-
Kondrozamin, D-2-Amino-2-deoksigalaktoz, 2-Amino-2-deoksi-D-galaktoz gibi isimleri de
bulunan bu amino seker, ayn1 zamanda folikiil uyaric1 hormon ve luteinize edici hormon gibi
baz1 glikoprotein yapilt hormonlarin bir bilesenidir. Insan organizmasi, bu bilesigi sentezlemek
icin bir oncii olarak iridin difosfat (UDP)-N-asetil-D-glukozamin kullanir ve organizmada
cogunlukla N-asetil-D-GalN formunda bulunur. En 6nemlisi, GalN, giiglii bir su baglayici ajan
olan hiyaluronik asidin bir bilesenidir. insan viicudundaki bircok farkli doku tiirii, eklemlerin
sinovyal sivisinda ve bag dokularinda kayganlastirici bir madde olarak islev géren hiyaluronik

asit igerir. Hiyaluronik asit ayrica goz kiiresinin vitréz (camsi) kisminda kayganlastirici bir
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madde gorevi gorlr. Hiyaluronik asit Onemli tibbi degere sahiptir; genellikle yara
iyilesmesinde, yanik pansumanlarinda, osteoartrit tedavisinde, katarakt veya kornea nakli
ameliyatlarinda ve gesitli plastik cerrahi ameliyatlarinda kullanilir (Apte ve Harihara, 2005;
Apte, 2014; PubChem, 2022).

Sekil 2.4: GalN’nin kimyasal yapis1 (PubChem, 2022).

2.4.1. GalN’nin Toksisite Mekanizmasi

Deneysel modelde kullanilan ¢esitli ajanlara bagli karaciger toksisitesi insanlarda nadiren
goriiliir. Bu nedenle, etil alkol ve GalN gibi insanlarla daha ilgili olan hepatotoksik ajanlarin
kullanilmas1 6nemlidir (Radhiga ve dig. 2016). Karaciger hasari, alkol, bakteri ve viriisler dahil
olmak tizere ¢esitli kimyasallar tarafindan indiiklenir. Karbon tetrakloriir (CCls), asetaminofen,
LPS ve GalN gibi ¢esitli kimyasallar deneysel hayvan modellerinde akut karaciger hasari
olusturmak i¢in kullanilmistir (Hsu ve dig. 2012; Park ve dig. 2018; 2020; Gungor ve dig.
2022). GalN, hiicrelerde RNA ve protein sentezi i¢in gerekli olan {iridin havuzuna miidahaleler
ederek karacigerde hasar olusumunu tetikler. GalN, galaktoz metabolizmasinin Leloir yolu
yoluyla metabolize edilir ve GalN’nin iiridin tiirevlerinin tiretimine yol agar. Leloir yolunun iki
enzimi, galaktokinaz ve UDP-galaktoz uridililtransferaz, diisiik substrat spesifiteleri nedeniyle
GalN’yi galaktozamin-1-fosfat ve UDP-galaktozamine doniistiiriir. UDP-galaktozamin, Leloir
yolundaki son enzim olan UDP-galaktoz-4' epimerazi bloke ederek hiicrelerde UDP-
galaktozamin birikmesine neden olur (Sekil 2.5) (Holden ve dig. 2003). Bu, RNA ve protein
sentezi i¢in gerekli olan UTP, UDP, iiridin monofosfat (UMP), UDP-glukoz ve UDP-galaktoz

gibi tiridin seker tiirevlerinin tiikenmesiyle sonuglanir (Apte, 2014).
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Sekil 2.5: GalN’nin Leloir yolundaki metabolizmasi (Holden ve dig. 2003).

2.4.1.1. Akut Toksisite
Farelerde 6liimciil doz (LDso), intraperitoneal uygulama yolu ile 2660 mg/kg'dir. GalN,

adenozin trifosfat (ATP), sitidin trifosfat (CTP) veya guanozin trifosfat (GTP) gibi diger
niikleotidlerle etkilesime girmeden yiiksek enerji gerektiren prosesleri segici olarak yiiriitmek
icin gerekli olan UTP'nin tiikkenmesine neden olur. Boylece, hepatositlerde glikojen sentezi ve
RNA iiretiminde kritik rol oynayan UDP-glukoz ve UDP-galaktoz gibi 6nemli iiridin

tirevlerinin miktar1 azalir.

GalN’nin, Kupffer hiicrelerinin aktivasyonuna yol agarak tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a)
gibi proenflamatuvar sitokinlerin salgilanmasina neden oldugu bilinmektedir. Artan TNF-a

seviyeleri, karacigerde notrofilik infiltrasyona ve sitotoksisiteye yol agar (Yang ve dig. 2016).
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Son yillarda LPS, enflamatuvar reaksiyonlart ve nétrofil aracili karaciger hasarini incelemek
icin GalN ile kombinasyon halinde yaygin olarak kullanilmistir (Yang ve dig. 2016; Ansari ve
dig. 2021; Rakshit ve dig. 2021).

GalN ve GalN + LPS ile indiiklenen hepatit, kemirgenlerde yiiksek oranda tekrarlanabilir ve iyi
calisilmis deneysel hepatit modelleridir. Kemirgenlerde deneysel hepatiti indiiklemek i¢in tek
basina 400-1000 mg/kg GalN dozu veya 0.01-0.1 mg/kg LPS ile kombinasyon halinde 300-700
mg/kg D-GalN dozu basariyla kullanilmistir (Apte, 2014; Rakshit ve dig. 2020; 2021).

GalN’nin si¢anlardaki hepatotoksik etkisinin yasa bagli olarak degistigi gosterilmistir.
Yenidogan (5 giinliik) ve yash sicanlarin (24 aylik), artan karaciger dokusu onarimi nedeniyle
GalN kaynakli karaciger hasarina yetiskin siganlara (5 aylik) kiyasla daha az duyarl olduklar1
bildirilmistir. Yash sicanlardan izole edilen primer hepatositlerin karacigerde daha yiiksek
bazal UTP, UDP ve UMP seviyeleri sergiledikleri gosterilmis ve bunun da yash si¢anlar

tarafindan gozlemlenen korumada rol oynayabilecegi ileri stirlilmiistiir (Apte, 2014).

2.4.1.2. Kronik Toksisite
GalN’nin  yiiksek dozlarda ve kronik uygulanmasimin karaciger hiicrelerinde

mutajenik/genotoksik bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Ug ila dort aylik GalN
maruziyetinin kronik ilerleyici hepatiti indiikledigi, 8-10 aylik maruz kalma sonrasinda ise
hepatoma ve fibrozise yol ac¢tig1 belirlenmistir (Apte, 2014). Son yapilan ¢aligmalardan birinde,
Wistar siganlara 3 ay siireyle ve haftada 3 giin 500 mg/kg olacak sekilde GalN uygulanmasinin
serum alanin amino transferaz, serum aspartat amino transferaz, serum alkalin fosfataz, serum
total ve direkt bilirubin ile doku lipit peroksidasyon ve nitrit oksit seviyelerini arttirdigi,
dokudaki indirgenmis glutatyon (GSH) seviyelerini ise azalttig1 gosterilmistir (Reshi ve dig.
2021).

2.5. U VITAMINI

1940'larin sonunda, mide iilseri sikayeti olan hastalara lahana suyu igirilmis, sonrasinda
hastalarin sikayetlerinin gerilemesine neden olan bir bilesigi tanimlamak i¢in U vitamini (U
vit.) terimi kullanilmistir. U vit. gergek bir vitamin olmayip, esansiyel bir amino asit olan L-
metiyoninin (Met) bir tiirevidir (Choi, 2019). U vit. olarak da bilinen S-metilmetiyonin (SMM),
164.25 g/mol molekiiler agirliga sahiptir. SMM, Met’den homosistein metiltransferaz, Met

metiltransferaz ve diger enzimler yoluyla sentezlenen kiikiirt metabolizmasinin énemli bir ara
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maddesidir (Bourgis ve dig. 1999; Watanabe ve dig. 2000; Augspurger ve dig. 2005; Lee ve
dig. 2012; Ogawa ve Mitsuya, 2012). Esas olarak Brassicaceae (turpgiller) familyasinda
(brokoli, lahana, kereviz, karnabahar), domates, misir, sarimsak, 1spanak ve diger gidalarda ve
ayrica bir¢ok ¢igekli bitkinin yapraklarinda, koklerinde ve diger organlarinda bulunur
(Augspurger ve dig. 2005; Racz ve dig. 2008; Garcia-Lopez ve dig. 2012; Sokmen ve dig.
2012). SMM ve S-adenozilmetiyoninin (SAM) kimyasal yapilar1 Sekil 2.6’da gosterilmistir.

CH, CH,
® SI—CH3 ® s— Adenozin
CIH2 CH,
CH, CH,
H,N — C—H H,N ——Cl——H
COOH JOOH

S-Metilmetiyonin S-Adenozilmetiyonin
(SMM) (SAM)

Sekil 2.6: SMM ve SAM'in Kimyasal Yapilari (Augspurger ve dig. 2005).

U vit., vitamin siniflandirmasina dahil edilmemesine ragmen, vitaminlere benzer etkiler
gostermesi nedeni ile vitamin olarak kabul edilir. Kiikiirt, U vit.’in bir bilesenidir ve bitkilerde
biiyiime, klorofil {iretimi, antioksidan tiretimi, protein sentezi gibi onemli siireglere katilir.
(Jander ve Joshi, 2010). SMM, c¢igekli bitkilerde serbest amino asit havuzunun bir bileseni
olarak kabul edilmistir (Yu ve dig. 2022).

Tim ¢igekli bitkiler Met'den SMM iiretir ve SMM'yi doniistiirmek icin bagimsiz bir

mekanizmaya sahiptir.

2.5.1. U Vitamini ile lgili Yapilan Arastirmalar

Peptik tilserli on ii¢ hastaya, icerisinde bir antipeptik iilser faktorii (U vit.) igeren taze lahana
suyunun verildigi bir ¢aligmada, duodenum iilseri olan bu hastalardan 7’sinin ortalama krater
iyilesme siiresinin 10.4 giin oldugu, buna karsin standart tedavi uygulanan 62 hastada ortalama
iyilesme siiresinin ise 37 giin oldugu tespit edilmistir. Lahana suyu ile tedavi edilen mide tilserli
6 hastada ise ortalama krater iyilesme siiresi, standart tedavi ile uygulanan 6 hasta icin

belirlenen 42 giin ile karsilastirildiginda 7.3 giin olarak bulunmustur. Cheney (1949) tarafindan
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yapilan bu ¢alisma ile, giinde yaklasik 1 litre taze lahana suyu ile tedavi edilen 13 hastada
radyolojik ve gastroskopik olarak gozlenen peptik iilserlerin hizli iyilesmesi, insanlarda peptik

ilser olusumunda antipeptik iilser diyet faktoriiniin onemli bir rol oynayabilecegi gosterilmistir.

Kaliforniya/ABD’deki bir hapishanede peptik iilser tedavisinde konsantre lahana suyunun
etkinligini degerlendirmek amac1 ile yapilan bagka bir ¢aligmada, gastrik veya duodenal iilser
krateri teshisi konan hastalar/mahkumlar ¢ift kor kontrol deneyi ile tedavi edilmistir. Bu
hastalara konsantre lahana suyu ya da plasebo faksimile (renk, koku, goriiniim ve miktar olarak
konsantre lahana suyu ile 6zdes, ancak lahana icermeyen) karisim verilmistir. Bu tedavinin
basarisinin  degerlendirilmesi, ilser kraterinin tekrarlanan  X-151m1  incelemelerine
dayanmaktadir. Bu ¢alismada, mide veya duodenal iilser krateri iyilesme siiresi i¢in 22 giinliik

bir siire taninmistir (Cheney ve dig. 1956).

Diyetle indiiklenmis hiperlipidemili siganlarda ve tavsanlarda, oral U vit. uygulanmasinin
hipolipidemik etkiler gosterdigi; bu hayvanlarin plazma toplam kolesterol, beta-lipoprotein ve
fosfolipit seviyelerini de disiirdiigii rapor edilmistir. Ancak, hipolipidemik etki gosteren U
vit.’nin plazma trigliserit seviyelerini kayda deger bir sekilde degistirmedigi bildirilmistir (Seri
ve dig. 1980). Baska bir klinik ¢alismada hiperkolesterolemi olgusuna sahip 26 hastaya 8 hafta
stireyle 1500 mg/giin oral U vit. verilmesiyle, bu hastalarin serum total kolesterol degerlerinin
% 9.7 oraninda distiigii, serum yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) degerlerinin ise yiikseldigi
rapor edilmistir (Nakamura ve dig. 1981). U vit.’nin lipit peroksidasyon diizeylerini diisiirmekle
kalmayip ayni zamanda monoamin oksidaz enzimini de inhibe ederek orta diizeyde
fotokoruyucu etkiler gosterebildigi rapor edilmistir (Gessler ve dig. 1996). Bir baska
arastirmada ise U vit.’nin 3T3-L1 pre-adiposit hiicre soylar1 {izerine antiobezite etki gosterdigi
bulunmustur. U vit.’nin bu etkileri, konsantrasyona bagimli sekilde hiicre i¢i trigliserit
diizeylerini diisiirerek, gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz enzimini inhibe ederek, adipojenik
transkripsiyon faktorlerinin asag1 yonlii regililasyonunu ve ayrica aktive edilmis mitojen protein
kinazin yukar1 yonlii regiilasyonunu saglayarak gdsterdigi rapor edilmistir (Lee ve dig. 2012).
Yapilan diger ¢alismalar sonucunda, in vivo olarak uygulanan U vit.’nin hem yara iyilestirici
hem de ultraviyole-B (UVB) 1sinlarina kars1 fotokoruyucu etkiler gosterdigi ortaya g¢ikarilmis
ve bu bilesigin kozmetik alaninda bir hammadde olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Kim
ve dig. 2015). U vit.’nin kimyasal olarak sentezlenen iki tiirevinin UV 1s1nlarina maruz birakilan
dermal fibroblast hiicreleri tizerinde in vitro koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Kim ve dig.

2018). Ote yandan, farkli kimyasal ajanlarla (amiodaron, valproik asit, GalN vb.) karaciger,
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bobrek, akciger ve lens gibi dokularda olusturulan toksisite modellerinde U vit.’nin antioksidan
(Sokmen ve dig. 2012; Tunali ve dig. 2015; Bas ve dig. 2016), antienflamatuvar (Gezginci-
Oktayoglu ve dig. 2016), antiepileptik (Oktay ve dig. 2018) ve antifibrotik (Oztay ve dig. 2020)
etkilere sahip oldugu belirtilmistir. Abouzed ve dig. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, dietil
nitrozamin ve CCly ile karaciger kanseri olusturulmus Wistar siganlarda artmis olan TNF-a,
interlokin-6 (IL-6) ve IL-10 seviyelerinin U vit. verilmesi sonucunda anlamli sekilde azaldigi

gosterilmistir.

Calismamizda, GalN’nin organizmada meydana getirdigi hasarlara karsi, olduk¢a cesitli
biyofonksiyonlara sahip olan U vit.’nin olas1 koruyucu/dnleyici etkilerinin olup olmadiginin
incelenmesi amaciyla, si¢anlara tek doz (500 mg/kg) olarak intraperitonal yolla verilen

GalN’nin neden oldugu oksidatif beyin hasarina kars1 U vit.’nin rolii arastirilmistir.
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3. YONTEM

3.1. DENEYLERDE KULLANILAN ARAC VE GERECLER

Buzdolabi: Argelik

Calkalayic1 Su Banyosu: Memmert WB 14

Calkalayic1 Su Banyosu: Memmert WNB 14

Derin Dondurucular: New-Brunswick Scientific -76 °C, Beko -20 °C
Distile Su Cihazi: Brand MonoDest 3000

Etiiv: Memmert UNB 500

Floresans Okuyucu: BioTek FLx800 Fluoresans Microplate Reader
Mikroplayt Okuyucu: BioTek ELx808 Absorbance Microplate Reader
pH Metre: Hanna pH/ORPvMeter HI 2211

Santrifiij Cihazi: Denley BS400

Sogutmah Santrifiij: Sigma Laboratory Centrifuges 3K30
Spektrofotometre: Shimadzu UV-Visible Mini UV-1240 Spectrophotometer
Spektrofotometre: Shimadzu UV-1700 UV-Visible Spectrophotometer
Sonikator: Bandelin Sonorex

Terazi: Radwag XA 60/220/X Hassas terazi

Terazi: Radwag XA AS 220/C/2 Hassas terazi

UV: DESAGA MinUVIS Abnehmbar Removable UV 254/366 nm (Duo-UV-Source for Thin
layer and Column chromatography)

Vorteks: Fisons Whirlimixer
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3.2. DENEYLERDE KULLANILAN KIMYASALLAR

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler, katalog numaralar1 ile birlikte liste halinde Tablo

3.1°de sunulmustur.

Tablo 3.1: Deney sirasinda kullanilan kimyasallar.

Madde Ady/Kapah formiilii

Marka/Katalog Numarasi

1-Kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) (CsH3CIN2O4) Fluka 24440
2,2'-Azino-bis-(3-¢etil benzotiyazolin-6-sulfonik asid diamonyum Sigma 11557
tUZU) (ABTS) [C18H16N40654-(NH4)2]
2', 7'-Diklorofloresin diasetat (2',7'-DCFDA) (C24H16Cl1207) Sigma D6883
4-Aminoantipirin (4-AAP) (C11H13N30) Sigma A4382
5,5'-Ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) (C14HsN20sS>) Sigma 218200
Albumin Merk 112018
Amonyum demir (II) siilfat [NH,Fe(SO,),] Merk 3781
Asetiltiyokoliniyodiir (C17H16INOS) Sigma A5751
Bakir (II) siilfat (CuSOs4) Panreac
Derisik asetik asit (CH3COOH) Merk 100063
Dimetil siilfoksit (DMSO) (CHs),SO) Merk 802912
Dipotasyum hidrojen fosfat (K:HPO4) Merck A116773847
Dipotasyum tartarat (CsHsK20s) Merck 5160
Disodyum hidrojen fosfat (NazHPQOa,) Fluka 71642
Etil alkol (C2HsOH) Riedel de Haen 32221
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (C10H16N20s) Merck 8421
Etopropazin hidrokloriir (C19H2sCIN2S) Sigma 3167
Fenil asetat (CsHsO3) Fluka 46040
Fenol Merk 5559
Fosforik asit (HsPO.) Merck 100563
Gliserol (C3HsO3) Merk 4091
Glutatyon rediiktaz (GR) Sigma G3664
HEPES (C8H18N204S) Sigma H3375
Hidrojen peroksit (H202) Merck 108600
Hidroklorik asit (HCI) Merck 100314
Indirgenmis glutatyon (GSH) (C10H17N306S) Fluka 49750
Indirgenmis nikotinamit adenin diniikleotit (NADH+H") Fluka 43420
' (C21H27N7014P2)
Indirgenmis nikotinamit adenin diniikleotit fosfat NADPH+H") Sigma N1630
(C21H29N70417P3)
Kalsiyum kloriir (CaCly) Fluka 21085
Ksantin (C5H4N402) Sigma 626
Ksilenol oranj (Cs1H32N2013S) Merk 108677
Laktik asit Sigma L1250

Lityum siilfat (LiSO4)

Riedel de Hien 13029

Metafosforik asit (HPO3)

Carlo Erba 407465

Monopotasyum dihidrojenfosfat (KH2PO,) Merck 105101
0-Dianisidin dihidrokloriir (C1aH16N20,.2HCI) Sigma D3252
p-Nitrofenil asetat (PNFA)(CH3CO,CsH4NO>) Fluka 4601
Potasyum iyodiir (KI) Mallinckrodt 9688
Potasyum kloriir (KCI) Merk 4935
Riboflavin (C17H20N406) Sigma 47861
SOD (siiperoksit dismutaz) Sigma S7571
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Tablo 3.1 (devam):

Madde Adv/Kapah formiilii Marka/Katalog Numarasi
6-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit (Troloks) Sigma 3167
(C14H1804)
Sodyum asetat (Co,HsNaOy) Merk 6265
Sodyum azit (NaNs) Fluka 71289
Sodyum hidroksit (NaOH) Fluka 71691
Sodyum karbonat (Na,COs) Analar 10240
Sodyum kloriir (NaCI) Merck 106400
Sodyum molibat (Na,Mo00,) Riedel de Haén 13315
Sodyum pirofosfat (Na;H2P,07) Merck 6619
Sodyum tungstat (Na;WO4) Merck 6672
Siilfat asidi (H2SO4) Merck 100713
Tris(hidroksimetil)aminometan (Tris) (C14H11NO3) Merck 108382
Trisodyum sitrat Merk 6432
Yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) (C20H32Ns012S2) Sigma G4376

3.3. DENEY HAYVANLARI

Bu calisma Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 26.10.2020 tarih
ve 53.2020.mar sayili Etik Kurul Raporu kapsaminda gergeklestirilmistir. Calismamizda, 22
adet Sprague-Dawley cinsi 6-6,5 aylik ve 200-250 g agirliginda olan disi siganlar kullanildi.
Deney siiresince sicanlar, standart ¢elik kafeslerde tutuldu, hazir yem ile beslendi ve si¢anlarin
¢esme suyuna serbestce erisimine izin verildi. Rastgele secilen ve deney Oncesinde bir gece a¢

birakilan sicanlar asagidaki gibi dort gruba ayrildi.
Grup I: Kontrol grubu si¢anlar (n=5)

Grup II: U vit. verilen siganlar (n=06)

Grup I11: Deney grubu; GalN verilen siganlar (n=5)

Grup IV: GalN ve U vit. verilen siganlar (n=6)

3.4. DENEY HAYVANLARINDA BEYIN HASARININ OLUSTURULMASI

Grup I (n=5): Kontrol grubu sicanlara %0,9 NaCl (serum fizyolojik) verildi. Grup II (n=6):
Siganlara ii¢ giin siire ile gavaj yontemi kullanilarak 50 mg/kg’lik U vit. verildi. U vit. distile
suda ¢oziilerek hazirlandi (Sokmen ve dig. 2012). Grup Il (n=5): Deney grubu si¢anlara
intraperitonal yolla tek doz olarak 500 mg/kg GalN enjekte edildi. GalN, % 0.9 NaCl igerisinde
¢oziilerek hazirlandi (Catal ve dig. 2010; Bayrak ve dig. 2016). Grup 1V (n=6): GalN + U vit.



24

grubu siganlara ayn1 doz ve zamanda GalN ve U vit. verildi. Siganlara U vit.,, GalN

enjeksiyonundan 1 saat dnce gavaj yontemi ile verildi.

3.5. BEYIN DOKU ORNEKLERININ ALINMASI

Ucgiincii giinde GalN uygulamasindan 6 saat sonra tiim siganlar anestezi altinda sakrifiye edildi.
Bu islemin ardindan hayvanlarin kafalar1 -76°C’lik derin dondurucuda deney giiniinde

kullanilmak tizere saklandi.

3.6. BEYIN DOKU HOMOJENATLARININ HAZIRLANMASI

-76°C’de bulunan bulunan sigan kafalari, beyin dokularinin ¢ikarilmasindan 1 giin 6nce 4-5 saat
stire ile -18°C’de tutulduktan sonra +4°C’de bekletildi. Ertesi giin, kafataslar1 agilarak beyin
dokular1 ¢ikarildi. Dokularin tiimii tartildiktan sonra homojenizasyon islemine gegildi. Her bir
doku uygun hacimde soguk % 0.9’luk NaCl ¢ozeltisi ile soguk ortamda ve cam homojenizator
yardimi ile % 10’luk (agirlik/hacim) olacak sekilde seri olarak homojenize edildi. Hazirlanan
homojenatlar +4 °C’de sogutmali santrifiijde 10.000 x g’de 10 dakika santrifiije edildi. Elde
edilen siipernatantlarda glutatyon (GSH), ileri okside protein iiriinleri (AOPP), reaktif oksijen
tirleri (ROS), toplam oksidan seviyesi (TOS) ve toplam antioksidan seviyesi (TAS), oksidatif
stres indeksi (OSI), katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon-S-transferaz (GST), laktat dehidrojenaz (LDH),
miyeloperoksidaz (MPQO), ksantin oksidaz (XO), asetilkolin esteraz (AChE), aril esteraz (ARE),

karbonik anhidraz (CA) aktiviteleri ve total protein miktarlari tayin edildi.

3.7. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA GLUTATYON (GSH) MIKTAR TAYIiNi

Beyin dokusunda GSH miktarini belirlemek i¢in Beutler (1975) tarafindan gelistirilen yontem
kullanildi. Bu yontemin temeli, Ellman ayiraci olarak bilinen DTNB’nin 6rnek igerisindeki
siilfidril (-SH) gruplar1 ile olusturdugu sar1 rengin 412 nm’de spektrofotometrik 6l¢limiine

dayanmaktadir.

Kullanilan Cozeltiler:
Coktiirme Reaktifi: 1.67 g m-fosforik asit, 0.2 g EDTA-disodyum tuzu (ya da EDTA-
dipotasyum tuzu) ve 30 g NaCl ayr1 ayr1 beherlerde tartildi, metal iyonlar1 igermeyen distile

suda ¢oziildiikten sonra, toplam hacim balon jojede distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.
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Sodyum Sitrat Cozeltisi: %1°lik olacak sekilde, 1.0 g trisodyum sitrat bir beher igerisinde

tartildi. Distile suda ¢oziildiikten sonra hacmi balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

Ellman (DTNB) Ayiraci: %40 mg olacak sekilde, 40 mg DTNB bir beher igerisinde tartildi ve
az miktarda %]1’lik sodyum sitrat ¢dzeltisinde ¢oziildii. Son hacmi ayni ¢ozelti kullanilarak

balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

Na2HPO4 Cozeltisi: 0.3 M derisimde olacak sekilde, 8.5176 g Na2HPO4 bir beher igerisinde

tartilip, distile su ile ¢oziildii ve son hacmi balon jojede 200 mL’ye tamamlandi.

GSH Stok Standart Cozeltisi: %100 mg olacak sekilde, 10 mg GSH bir beher igerisinde

tartildi. Az miktarda distile su ile ¢6ziildli ve son hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

GSH Calisma Standartlari: %100 mg’lik GSH stok standart ¢ozeltisinden distile su
seyreltilerek %2.5 mg; %5 mg; %7.5 mg ve %10 mg GSH olacak sekilde ¢alisma standardi
¢ozeltileri hazirlandi. Calisma standardi ¢ozeltileri ile dokudaki GSH miktarini

hesaplayabilmek i¢in gerekli olan GSH standart grafigi cizildi. Deneyler tiger defa tekrarlandi.

Deneyin Yapilisi: Santrifiij tiipiine 0.5 mL beyin homojenati ilave edildikten sonra {izerine 0.75
mL ¢oktiirme reaktifi eklenip 1yice karistirildi. 4000 rpm'de 5 dakika santrifiije edildi. Daha

sonra silipernatant dikkatli bir sekilde ¢okelti fazindan ayrildi ve deneye devam edildi.
Kor tiipiine, 0.5 mL distile su + 2 mL 0.3 M NaHPO4 ¢ozeltisi + 0.25 mL Ellman ayiract,

Standart tiipiine, 0.5 mL ¢alisma standardi + 2 mL 0.3 M NaxHPO4 ¢ozeltisi + 0.25 mL Ellman

ayiraci,

Ornek tiipiine ise, 0.5 mL doku homojenat: + 2 mL 0.3 M Na;HPO4 ¢dzeltisi + 0.25 mL Ellman
ayiract ilave edildi. Bu sekilde hazirlanan tiipler karistirdiktan sonra oda sicakliginda 5 dakika
bekletildi. Tiiplerdeki absorbans degerleri spektrofotometrede kore kars1 412 nm dalga boyunda
seri sekilde Olctildii. Beyin dokusundaki GSH miktarini hesaplamak i¢in asagidaki formiil
kullanildi.

GSH Miktar1 (nmol GSH/mg protein) = (AODsme/AODst) X [(2.5 x A) / 307.3] x 10°/ P

307.3 g/mol = GSH’m molekiil kiitlesi; A = % mg cinsinden standart konsantrasyonu; P = %

mg cinsinden dokudaki total protein miktar1
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3.8. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA IiLERi OKSIDE PROTEIN
URUNLERININ (AOPP) TAYINI

Beyin dokusundaki AOPP’nin kantitatif tayini icin Witko-Sarsat ve dig. (1996) tarafindan

gelistirilen yontem kullanildi.
Kullanilan Cozeltiler:

KPi Tampon Cozeltisi: Derisimleri 20°ser mM olacak sekilde, KH2POs’ten 0.544 g,
K2HPOgs’ten 0.568 g farkli beherlere tartilip, ayr1 ayr1 balon jojelerde bir miktar distile suda
¢oziildiikten sonra hacimleri 200’er mL’ye tamamlandi. KH2PO4 ve KoHPO4 ¢ozeltileri pH
degeri 7.4 olacak sekilde (2:8) oraninda karistirildi.

Potasyum Iyodiir Cozeltisi: 1.16 M derisimde olacak sekilde, 1.9256 g KI bir beher igerisinde

tartilip, distile su ile ¢oziildii ve hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

Asetik Asit Cozeltisi: Derisik asetik asit ¢ozeltisi direkt olarak orijinal sisesinden kullanildi.
Deneyin Yapihisi: Deneyler spektrofotometre kiiveti igerisinde, asagida belirtildigi gibi yapildi.
Kor kiivetine, 2 mL 20 mM KPj tampon ¢ozeltisi + 0.1 mL 1.16 M KI ¢ozeltisi,

Ornek kiivetine ise, 1.6 mL 20 mM KP;j tampon ¢ozeltisi + 0.4 mL doku homojenat: + 0.1 mL
1.16 M KI ¢ozeltisi ilave edildi.

Hazirlanan c¢ozeltiler, spektrofotometrede ve karanlikta 2 dakika bekletildi. Bu siirenin
bitiminde her iki kiivete de 0.2’ser mL derisik asetik asit ilave edilerek hemen karistirildi ve
spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda koére karsi absorbans Olgiimii yapildi. Beyin

dokusundaki AOPP miktarinin hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildi.
AOPP miktar1 (nmol/mg protein) =[(AODgmex/261) X (V1/Vn) X f] / mg protein
261 Mcm™ = Ekstinksiyon katsayis1; V1= Toplam ¢dzelti hacmi; Vi = Numune hacmi;

f = Seyreltme faktorii

3.9. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA REAKTIF OKSIJEN TURLERININ
(ROS) TAYINI

Beyin dokusundaki reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyeleri, Zhang ve dig. (2018) tarafindan
gelistirilen spektroflorometrik yontem kullanilarak tayin edildi. Floresan probu olarak 2',7'-

DCFDA kullanildi.
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Kullanilan Cozeltiler:

HEPES Tampon Cozeltisi: 20 mM HEPES tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in asagida

verilen maddeler kullanildi.

119.15 mg HEPES (20 mM), 192.85 mg NaCl (132 mM), 6.52 mg KCI (3.5 mM), 2.77 mg
CaCl, (1 mM) ve 7.62 mg CaClz (1.5 mM) olacak sekilde ayr1 ayr1 beherlere tartildi. Ardindan
cok az miktarta destile suda ¢oziildii. 2 M NaOH ¢ozeltisi yardimiyla bu ¢6zeltinin pH degeri

7.25’e ayarland1 ve son hacim 25 mL’ye distile su ile tamamlandi.

2", 7'-DCFDA Cozeltisi: 20 uM derisimde olacak sekilde, 0.97 mg 2',7-DCFDA bir beher
igerisinde tartildi ve 1 mL DMSO ¢6zeltisinde igerisinde ¢6ziildii. Deneyde kullanilacagi zaman

DMSO ¢ozeltisi ile 100 kat seyreltildi. Deneyden hemen 6nce taze olarak hazirlandi.

Deneyin Yapihisi: Deneyler siyah renkli 96 kuyucuklu mikroplayt igerisinde yapildi.

Kuyucuklara kor ve drnekler agagida gosterildigi gibi ilave edildi.

Kor i¢in, 5 uL DMSO + 55 pL 20 mM HEPES tampon ¢6zeltisi + 90 uL 20 uM 2',7'-DCFDA

¢oOzeltisi,

Ornek igin, 5 pL doku homojenati + 55 pL 20 mM HEPES tampon ¢ozeltisi + 90 pL 20 uM
2" 7'-DCFDA ¢ozeltisi ilave edildi.

Deneyde ROS kaynagi olarak doku homojenati kullanildi. Bu sekilde hazirlanan 6rneklerin ve
koriin floresans yogunluklari, 37 °C’de 0. dakikada eksitasyon A=480 nm ve emisyon A=535
nm degerlerinde spektroflorometrik olarak olgiildii. Bu 6lgim sonrasinda mikroplayt’in tizeri

folyo ile kapatildi, 37 °C’de 30 dakika daha inkiibe edildikten sonra tekrar 6l¢tim alindi.
AFU/mg protein = [(I30) -(lo)] / mg protein; 130 = 30. dakikadaki floresans yogunlugu

lo = 0. dakikadaki floresans yogunlugu

3.10. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA TOTAL OKSIDAN SEVIYESININ
(TOS) TAYINI

Erel (2005) tarafindan gelistirilen bu yonteme gore, 6rnekte bulunan oksidan molekiillerinin
timii demir (II) iyonu ve o-dianisidin kompleksini demir (I11) iyonuna oksitler. Oksidasyon

reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan gliserol molekiilleri tarafindan
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giiclendirilir. Demir (IIT) iyonunun, asidik bir ortamda ksilenol oranj ile olusturdugu renkli

kompleksin yogunlugu, 6rnekte bulunan toplam oksidan seviyesi (TOS) ile ilgilidir.
Kullanilan Cozeltiler:
Gliserol Cozeltisi: Direkt olarak orijinal sisesinden kullanildi.

H2SO4 Cozeltisi: 25 mM derisimde olacak sekilde %98’lik derisik H2SO4 ¢6zeltisinden 136
uL alindi ve igerisinde bir miktar distile su bulunan balon jojeye ilave edildikten sonra son

hacmi 100 mL’ye tamamland.

Reaktif I Cozeltisi: Derisimi 150 mM olacak sekilde, 11.4 mg ksilenol oranj ve 140 mM
olacak sekilde de 0.818 g NaClI ayr1 ayr1 beherlere tartildi. Bu maddeler, 90 mL 25 mM H2SOq4
igerisinde ¢6ziildii. Son hacim balon jojede 100 mL’ye gliserol ile tamamlandi. Hazirlanan bu

¢ozeltinin pH degeri 1.75 olmalidir.

Reaktif II Cozeltisi: Derisimi 5 mM olacak sekilde, 0.0196 g ferro amonyum siilfat ve 10 mM
olacak sekilde de 0.0317g 0-dianisidin.2HCI ayr1 ayr1 beherlere tartildi. Bu maddeler, 25 mM

H2SOq igerisinde ¢oziildii ve son hacmi ayni1 ¢ozelti ile 10 mL’ye tamamlandi.

H20:2 Stok Standart Cozeltisi: Derisimi 200 mM olacak sekilde, %35°lik H202 ¢6zeltisinden

172 pL alind1 ve son hacmi 10 mL’ye tamamlandi. Deney giinii taze olarak hazirlandu.

H202 Calisma Standart Cozeltileri: H2O> stok ¢ozeltisi distile su ile seyreltilerek 12.5 pM;
25 uM; 50 uM; 100 pM ve 200 uM H20:2 olacak sekilde calisma standart ¢ozeltileri deney giinii
taze olarak hazirlandi. Caligma standart ¢cozeltileri ile dokudaki TOS miktarini hesaplayabilmek

icin gerekli olan TOS standart grafigi cizildi. Deneyler tiger defa tekrarlandi.

Deneyin yapilisi: 96 kuyucuklu mikroplayt kullanildi. Kuyucuklara kor, standartlar ve rnekler
asagida gosterildigi gibi ilave edildi.

Kor i¢in, 225 pL Reaktfi I ¢ozeltisi + 35 pL distile su + 11 pL Reaktif II ¢ozeltisi,

Standartlar i¢in, 225 pL Reaktfi I ¢ozeltisi + 35 pL calisma standardi + 11 pL Reaktif II

cozeltisi,

Ornek igin, 225 pL Reaktfi I ¢ozeltisi + 35 uL doku homojenati + 11 pL Reaktif II ¢ozeltisi
kullanildi.
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Mikroplayt igerisine pipetlenen tiim ¢dzeltiler, 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi ve 630 nm
dalga boyunda absorbans degerleri 6lgiildii. Olgiim havaya kars1 yapildi. Kér absorbansi 0 uM
olarak kabul edildi. Ornek absorbanslari, TOS standart grafiginde yerine koyularak doku
homojenatlarindaki TOS miktart umol H202/L cinsinden hesaplandi. Elde edilen bu sonuglar

iIse mg/mL protein degerlerine boliindii.

3.11. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA TOTAL ANTIiKOSIiDAN SEVIYENIN
(TAS) TAYINI

Indirgenmis ABTS molekiilii, asidik ortamda (30 mM asetat tamponunda, pH: 3.6) tek basina
H.0- kullanilarak radikal katyon formuna (ABTSe*) oksitlenir. Asetat tampon ¢ozeltisinde,
yogun ve koyu yesil renkli ABTS<" molekiilleri uzun siire daha stabil kalir. Bu ¢ozelti, yiiksek
pH degerlerindeki (0.4 M asetat tamponu, pH: 5.8) ¢ozeltiyle seyreltilirken, renk kendiliginden
ve yavas yavas agarir. Ornekte bulunan antioksidanlar, konsantrasyonlariyla orantili olarak
rengin agarma hizini arttirir. Spektrofotometrik olarak izlenebilen bu reaksiyonda, ABTSe*

molekiillerinin agartilma hizi, numunenin TAS degerleri ile ters orantilidir (Erel, 2004).
Kullanilan Cozeltiler:

Asetik Asit Cozeltisi: Derisimi 0.4 M olacak sekilde, derisik asetik asit ¢ozeltisinden 2.28 mL
alind1 ve icerisinde bir miktar distile su bulunan balon jojeye ilave edildikten sonra son hacmi

100 mL’ye tamamlandi.

Reaktif I Cozeltisi: Derisimi 0.4 M olacak sekilde 3.28 g sodyum asetat bir beher icerisinde
tartild1 ve distile su ile ¢oziildiikten sonra son hacmi balon jojede100 mL’ye tamamlandi. 0.4
M sodyum asetat ¢cozeltisinden 94 mL alindi ve 6 mL 0.4 M asetik asit ¢ozeltisi ile karistirildi.

Hazirlanan bu ¢6zeltinin pH degeri 5.8 olmalidir.

Asetik Asit Cozeltisi: Derisimi 0.03 M olacak sekilde, derisik asetik asit ¢ozeltisinden 170 pL
alind1 ve icerisinde bir miktar distile su bulunan balon jojeye ilave edildikten sonra son hacmi

100 mL’ye tamamlanda.

Asetat Tampon Cozeltisi: Derisimi 0.03 M olacak sekilde, 0.246 g sodyum asetat bir beher
icerisinde tartild1 ve distile su ile ¢oziildiikten sonra son hacmi balon jojede 100 mL’ye
tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 7.5 mL alind1 ve 92.5 mL 0.03 M asetik asit ¢ozeltisi ile karistirildi.

Hazirlanan bu ¢ozeltinin pH degeri 3.6 olmalidir.
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H202 Cozeltisi: Derisimi 2 mM olacak sekilde, %35°lik H2O> ¢ozeltisinden 204 uL alind1 ve
0.03 M asetat tamponu ile son hacmi 10 mL’ye tamamlandi. Ayn1 ¢ozelti yardimi ile 100 kat

seyreltildi.

Reaktif I1 Cozeltisi: Derisimi 10 mM olacak sekilde, 54.59 mg ABTS bir beher icerisinde
tartildiktan sonra 0.03 M asetat tamponunda hazirlanmis olan 2 mM H20O: ¢6zeltisinde ¢oziildi
ve ayni ¢Ozelti yardimiyla son hacmi 10 mL’ye tamamlandi. Bu sekilde hazirlanmis olan

Reaktif II ¢6zeltisi, oda sicakliginda ve karanlikta en az 12 saat bekletildi.

Fosfat Tamponu: Derisimleri 30’ar mM olacak sekilde, 0.4082 g KH2POs ve 0.4259 ¢
Na;HPO4 ayri1 ayr1 beherlere tartildi. Bu maddeler, ¢ok az distile suda ¢6ziildii ve son hacimleri
balon jojede 100’er mL’ye tamamlandi. KH2PO4 ve Na;HPO4 ¢ozeltileri pH degeri 7.4 olacak
sekilde (2:8) oraninda karistirildi.

Troloks Stok Standart Cozeltisi: Derisimi 30 mM olacak sekilde, 7.51 mg Troloks bir beher
igerisinde tartildiktan sonra 30 mM fosfat tamponunda ¢oziildii ve ayn1 ¢ozelti yardimiyla son

hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

Troloks Cahsma Standart Cozeltileri: Troloks stok ¢o6zeltisinden fosfat tamponu ile
seyreltilerek 0.1 mM; 0.5 mM; 1 mM; 2 mM ve 3 mM Troloks olacak sekilde ¢alisma standart
cozeltileri deney giinii taze olarak hazirlandi. Calisma standart ¢ozeltileri ile dokudaki TAS
miktarini hesaplayabilmek icin gerekli olan TAS standart grafigi ¢izildi. Deneyler iicer defa
tekrarlandi.

Deneyin yapihisi: 96 kuyucuklu mikroplayt kullanildi. Kuyucuklara kor, standartlar ve 6rnekler
asagida gosterildigi gibi ilave edildi.

Kor igin, 200 pL Reaktfi I ¢ozeltisi + 5 pL distile su + 20 pL. Reaktif I ¢ozeltisi,
Standartlar i¢in, 200 pL Reaktfi I ¢6zeltisi + 5 pL ¢alisma standardi + 20 uL Reaktif IT ¢6zeltisi,

Ornek i¢in, 200 pL Reaktfi I ¢ozeltisi + 5 pL doku homojenat: + 20 pL Reaktif II ¢dzeltisi
kullanildi.

Mikroplayt ierisine pipetlenen tiim ¢ozeltiler, 37 °C’de 5 dakika inkiibe edildi ve 630 nm dalga
boyunda absorbans degerleri 6lciildii. Ol¢iim havaya kars1 yapildi. Kor absorbansi 0 mM olarak
kabul edildi. Ornek absorbanslari, TAS standart grafiginde yerine koyularak doku
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homojenatlarindaki TAS miktart mmol Troloks/L cinsinden hesaplandi. Elde edilen bu sonuglar

ise mg/mL protein degerlerine boliindii.

3.12. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA OKSIDATIF STRES INDEKSININ
(OSI) TAYINI

Beyin homojenatlarinda, TOS degerinin TAS degerine oranm1 yardimiyla OSI degerlerinin

hesaplanmasinda kullanilan formiil asagida gosterildi (Yumru ve dig. 2009).

Oksidatif stres indeksi (OSI) = [(TOS, pmol/g protein)/(TAS, umol/g protein)x100].

3.13. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA KATALAZ (CAT) ENZIM
AKTIVITESININ TAYINI

Beyin homojenatlarindaki CAT aktivitesi Aebi (1984) yontemine gore dlgiildii. Bu yontemin
temelini, CAT enziminin H202’nin H2O’ya oksidasyonunu katalize ederken Ornegin

absorbansindaki diisiisiin 240 nm dalga boyunda spektofotometrik olarak l¢iilmesi olusturur.
Kullanilan Cozeltiler

Serum Fizyolojik Cozeltisi: Derisimi %0.9 olacak sekilde 9 g NaCl bir beher igerisinde

tartildi, ¢cok az distile suda ¢oziildii ve son hacmi distile suyla balon jojede 1 L’ye tamamlandi.

Fosfat Tamponu: Derisimleri 50’ser mM olacak sekilde 0.6804 g KH2PO4 ve 0.7098 ¢
Na;HPO4 ayri1 ayr1 beherlere tartildi. Bu maddeler, ¢ok az distile suda ¢6ziildii ve son hacimleri
balon jojede 100’er mL’ye tamamlandi. KH2PO4 ve Na2HPO4 ¢ozeltileri pH degeri 7.0 olacak
sekilde (4:6) oraninda karigtirildu.

Substrat Cozeltisi: Derisimi 30 mM olacak sekilde, 258 puL %35°lik H202 ¢ozeltisinden alinip
son hacmi 50 mM fosfat tamponu ile balon jojede 100 mL’ye tamamland1. Giinliik ve deneyden

hemen Once taze olarak hazirlandi.

Deneyin Yapihisi: Beyin homojenatlarindaki CAT aktivitesini belirlemek i¢in kor ve 6rnek

tiipleri agagida belirtildigi gibi hazirlandi.
Kor tiiptine, 0.5 mL serum fizyolojik + 2 mL substrat ¢ozeltisi,

Ornek tiipiine ise, 0.5 mL doku homojenat: + 2 mL substrat ¢ozeltisi ilave edildi.
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Reaksiyon, substrat ¢dzeltisi ilave edilmesi ile baslatildi. Ornegin 0. ve 1. dakikadaki absorbans
degerleri 240 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Beyin dokusundaki CAT

aktivitesi asagida gosterilen formiil yardimiyla hesaplandi.
CAT Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = [((AOD) / 0.0436) x (V1 / Vo) xf]/ P

V1= Toplam hacim; Vo = Ornek hacmi; f = Seyreltme faktérii ; P = Doku 6rnegindeki total

protein miktar1 (mg/mL)

3.14. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD)
ENZIM AKTIVITESININ TAYINI

Beyin dokusunda SOD enziminin katalitik aktivitesini belirlemek i¢in Mylroie ve dig. (1986)
tarafindan gelistirilen yontem kullanildi. SOD enziminin katalitik aktivitesi riboflavin ile
duyarl hale getirilmis 0-dianisidinin UV 1g1k altinda fotooksidasyon hizin1 arttirma kabiliyeti
Olciilerek belirlenir. UV 15181n etkisi altinda riboflavin tarafindan olusturulan siiperoksit
radikali, reaksiyon karigiminda SOD enziminin katalitik etkisiyle H2O2’ye doniistiiriilir. SOD
aktivitesi, H.O> ve o-dianisidinin reaksiyonu sonucunda olusan renkli {iriin ile dogru orantilidir.

Bu olusan renkli {irlinlin absorbans degeri 460 nm'de spektrofotometrede dlgiiliir.
Kullanilan Cozeltiler

SOD Tampon Cozeltisi: Derisimleri 50’ser mM olacak sekilde 1.7011 g KH2PO4 ve 1.7745 ¢
Na;HPOsayri ayr1 beherler igerisinde tartilip, bir miktar distile su ile ¢6ziildii ve ardindan farkli
balon jojelerde son hacimleri 250°ser mL’ye distile su ile tamamlandi. Hazirlanan NaHPO4 ve
KH2PO4 ¢ozeltileri, pH degeri 7.8 olacak sekilde (9.5:0.5) oraninda karistirildi. Daha sonra
derisimi 0.1 mM olacak sekilde 9.3 mg EDTA bagka bir behere tartildi ve bu tamponda

¢oziildiikten sonra son hacmi balon jojede 250 mL’ye tamamlandi.

Riboflavin Cozeltisi: Derisimleri 10’ar mM olacak sekilde 0.142 g Na,HPO4 ve 0.136 ¢
KH2POj4 ayr1 ayr1 beherler igerisinde tartilip, bir miktar distile su ile ¢6ziildii ve ardindan farkli
balon jojelerde son hacimleri 100’er mL’ye tamamlandi. Hazirlanan Na;HPO4 ve KH2PO4
cozeltileri, pH degeri 7.5 olacak sekilde (9:1) oraninda karistirildi. Bu ¢6zelti riboflavin
¢Ozeltisinin hazirlanmasinda kullanildi. Derisimi 0.2 mM olacak sekilde 1.83 mg riboflavin bir
beher igerisinde tartildi ve bu tamponda ¢oziildiikten sonra son hacmi balon jojede hacmi 25

mL’ye tamamlandi.
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o-Dianisidin.2HCI Cozeltisi: Derisimi 6 mM olacak sekilde 19 mg o-dianisidin.2HCI bir beher
icerisinde tartilip, ¢ok az distile suda ¢oziildii ve son hacmi 10 mL’ye tamamlandi. Giinliik ve

taze olarak hazirlandi.

SOD Stok Standart Cozeltisi: 120 U/L olacak sekilde bir beher igerisinde tartilan liyofilize
SOD enzimi, aktivite kaybimi onlemek i¢in soguk distile suda ¢oziildii. +4 °C’de muhafaza
edildi.

SOD Cahsma Standart Cozeltisi: SOD stok standart ¢ozeltisi siras1 ile 2 U/L; 4 U/L; 6 U/L;
8 U/L ve 10 U/L olacak sekilde soguk distile su ile seyreltildi. Calisma standartlar1 kullanilarak
dokudaki SOD aktivitesini hesaplamak i¢in gerekli olan SOD standart egrisi ¢izildi. Deneyler

ticer defa tekrarlandi.

Deneyin Yapilisi: Beyin homojenatlari, kor ve SOD ¢alisma standartlar1 asagida belirtildigi
gibi hazirlandu.

Kor tiiptine, 2.7 mL SOD tamponu + 0.1 mL o-dianisidin.2HCI + 0.2 mM riboflavin ¢ozeltisi,

Standart tiipiine, 2.6 mL SOD tamponu + 0.1 mL o-dianisidin.2HC1 + 0.1 mL ¢alisma standardi

+ 0.2 mM riboflavin ¢ozeltisi,

Ornek tiipiine ise, 2.6 mL SOD tamponu + 0.1 mL o-dianisidin.2HCI + 0.1 mL doku homojenat:

+ 0.2 mM riboflavin ¢ozeltisi ilave edildi.

Riboflavin ¢6zeltisi 30 saniye araliklarla test tiiplerine ilave edildi. Bunlarin her biri vorteks
yardimiyla iyice karistirildi ve spektrofotometrede kore karst 460 nm'de 0. dakikadaki (ilk)
absorbans degerleri 6l¢tildii. Tiipler daha sonra 8 dakika boyunca bir floresan lamba altinda ve
karanlikta tutuldu. 8 dakika sonunda test tiiplerinin ikinci absorbans degerleri kore kars1 tekrar
ol¢iildii. 0. ve 8. dakikalar arasindaki absorbans farklari hesaplandi. Numunelerin SOD
aktivitesi (U/L) standart grafikten elde edilen dogru denklem yardimiyla hesaplandi. Elde

edilen degerler, spesifik aktivite (U/g protein) cinsinden hesaplandi.

3.15. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA GLUTATYON PEROKSIDAZ (GPx)
ENZIM AKTIiVITESININ TAYINi

Beyin dokusundaki glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi Paglia ve Valentine (1967) tarafindan
gelistirilen ve Wendel (1981) tarafindan modifiye edilen metoda gore olgiildii. GPx, H20-

varliginda GSH’1n oksidasyonunu saglar. Bunun sonucunda okside glutatyon (GSSG) olusur.
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Elde edilen GSSG, bir indirgeme substrat1 olarak NADPH+H""nin kullanildigi ve glutatyon
rediiktaz (GR) tarafindan katalizlenen reaksiyon ile yeninden GSH'ye indirgenir. Meydana
gelen bu reaksiyonlar sirasinda koenzimin oksidasyonu, olusan absorbans degerinde azalmaya
yol agar. GPx aktivitesi, spektrofotometre ile 366 nm dalga boyunda absorbans degisimi

oOl¢iilerek hesaplanir.
Kullanilan Cozeltiler

KPi Tampon Cozeltisi: Derisimleri 0.25’er M olacak sekilde, KH2PO4’ten 3.40 g ve
K2HPOg4’ten 3.55 g ayri1 ayr1 beherlerde tartildi ve bir miktar distile suda ¢oziildii. Ardindan her
iki ¢ozeltinin de son hacmi iki farkli balon jojede distile suyla 100 mL’ye tamamlandi.
Hazirlanan KH2PO4 ve KoHPO4 ¢ozeltileri pH degeri 7.0 olacak sekilde (4:6) oraninda
karistirildi. Derigimleri 2.5 mM olacak sekilde 9.3 mg EDTA ve 16.2 mg NaNs tartildi ve
hazirlanan KP;j tampon ¢dzeltisinde ¢oziildii. Boylece deneyde kullanilacak KPj tampon

¢Ozeltisi hazirlanmis oldu.

GSH Cozeltisi: Derisimi 10 mM olacak sekilde 3.07 mg GSH bir beher igerisinde tartildi ve 1
mL distile suda ¢o6ziildli. Bu ¢ozelti deneyden hemen 6nce ve taze olarak hazirlandi. +4 °C’de

muhafaza edildi.

NADPH+H* Cozeltisi: Derisimi 2.5 mM olacak sekilde, 2.1 mg NADPH+H" bir beher
icerisinde tartildi ve 1 mL distile suda ¢6ziildii. Bu ¢6zelti deneyden hemen 6nce ve taze olarak

hazirlandi. +4 °C’de muhafaza edildi.

GR Cozeltisi: Aktivitesi 6 U/mL olacak sekilde 13.3 pL GR enzimi, ¢ok az miktarda KP;
tampon ¢ozeltisinde ¢oziildii ve son hacmi 1 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti deneyden hemen

once hazirlandi. +4 °C’de muhafaza edildi.

H202 Cozeltisi: Derisimi 12 mM olacak sekilde, %35’lik H2O2’den 5 pL alinip son hacmi
distile suyla 5 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zelti deneyden hemen 6nce ve taze olarak hazirlandi.

Isiktan muhafaza edildi.

Deneyin Yapihsi: Beyin dokusundaki GPx aktivitesini tayin etmek amaciyla 6rnek ve kor

tiipleri agsagidaki tabloya gdre hazirlandi.

Kor tiipiine, 0.6 mL KPi tampon ¢6zeltisi + 0.1 mL 10 mM GSH ¢ozeltisi + 0.1 mM 2.5 mM
NADPH+H" ¢ozeltisi ¢ozeltisi + 0.1 mL GR enzimi (6 U/mL) + 0.1 mL 12 mM H20> ¢ozeltisi,
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Ornek tiipiine, 0.4 mL KP; tampon ¢ozeltisi + 0.2 mL doku homojenat: +0.1 mL 10 mM GSH
¢ozeltisi + 0.1 mM 2.5 mM NADPH+H" ¢o6zeltisi ¢ozeltisi + 0.1 mL GR Enzimi (6 U/mL) +
0.1 mL 12 mM H20: ¢ozeltisi ilave edildi.

Substrat ilave edildikten hemen sonra reaksiyon baslatildi. Ornekteki absorbans azalmas1 kore
kars1 366 nm dalga boyunda 5 dakika boyunca dakikada bir 6l¢iildii. Bu deneyde NADPH+H"
icin belirlenen ekstinksiyon katsayis1 6.22 mM™ cm™ olarak kullanildi ve GPx aktivitesi

asagidaki formiil ile hesaplandi.
GPx Spesifik Aktivitesi (U/g protein) = [((AOD/dk) /6.022) x103x (V1/Ve) X f]/ P

AOD= 0. ve 5. dk arasindaki absorbans farki; Vr= Toplam ¢ozelti hacmi; Vo= Ornek hacmi;
f= Seyreltme miktari; P = Doku 6rnegindeki total protein miktari (mg/mL)

3.16. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA GLUTATYON REDUKTAZ (GR)
ENZIM AKTIiVITESININ TAYINi

Beyin dokularindaki GR enzim aktivitelerini belirlemek i¢in Beutler (1971) yontemi kullanildi.
Bu yontemin temeli, GR enziminin katalitik etkisi ile GSSG nin indirgenirken NADPH+H"’nin
yiikseltgenmesine dayanmaktadir. Bu reaksiyonun bir sonucu olarak, NADPH+H" nin

yiikseltgenen miktari, rnekteki absorbans degerinin azalmasiyla takip edilir.
Kullanilan Cozeltiler

HCI Cozeltisi: Derisimi 100 mM olacak sekilde, 414 puL %37’lik HCI ¢ozeltisi igerisinde az
miktarda distile su bulunan balon jojeye ilave edildi ve son hacmi distile su ile 50 mL’ye

tamamlandi.

Tris-HCI Tampon Cozeltisi: Derisimi 100 mM olacak sekilde, 1.2114 g Tris bir beher
icerisinde tartild1 ve az miktarda distile suda ¢oziildiikten sonra son hacmi balon jojede 50
mL’ye distile su ile tamamlandi. Hazirlanan bu Tris ¢ozeltisinin 50 mL’sine, 29.2 mL 100 mM
HCI ¢ozeltisi ilave edildi. pH degeri 8.0'a ayarlandiktan sonra son hacmi balon jojede distile su
ile 100 mL'ye tamamlandi. Bdylece 50 mM Tris-HCI pH: 8.0 tamponu elde edildi. Daha sonra
37.2 mg EDTA’nin bu tamponda ¢oziilmesi ile deneyde kullanilacak Tris-HCI tamponu

hazirlanmis oldu.
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NADPH+H* Cozeltisi: Derisimi 2 mM olacak sekilde, 1.66 mg NADPH+H" bir beher
icerisinde tartildi ve 1 mL Tris-HCI tamponunda ¢6ziildii. Cozelti deneyden hemen 6nce taze

hazirlandi. +4 °C’de muhafaza edildi.

GSSG Cozeltisi: Derisimi 20 mM olacak sekilde 12.3 mg GSSG bir beher igerisinde tartildi ve
1 mL Tris-HCI tamponunda ¢oziildii. Cozelti deneyden hemen Once taze hazirlandi. +4 °C’de

muhafaza edildi.

Deneyin Yapihisi: Beyin homojenatlarindaki GR aktivitesini tayin etmek amaciyla drnek ve

kor tlipleri asagidaki tabloya gore hazirlandi.

Kor tiipiine, 900 pL Tris-HCI tampon ¢6zeltisi + 50 uL. 2 mM NADPH+H" ¢ozeltisi + 50 puL
20 mM GSSG ¢ozeltisi,

Ornek tiipiine, 870 uL Tris-HCI tampon ¢dzeltisi + 50 pL 2 mM NADPH+H" ¢ozeltisi + 50
uL 20 mM GSSG ¢ozeltisi + 30 uL doku homojenati ilave edildi.

Doku homojenatinin ilave edilmesiyle birlikte reaksiyon baslatildi. Ornek absorbansindaki
azalma, 5 dakika boyunca dakikada bir 340 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iildi. Bu
deneyde ekstinksiyon katsayist NADPH+H" i¢in 6.22 mM™ cm™ olarak alind1 ve GR aktivitesi

asagidaki formiille hesaplandi.
GR Spesifik Aktivitesi (U/g protein) = [((AOD/dk) /6.022) x (V1/Vo) x f] / P

AOD= 0. ve 5. dk arasindaki absorbans farki; V= Toplam ¢6zelti hacmi; Vo= Ornek hacmi,

f= Seyreltme miktar1; P = Doku 6rnegindeki total protein miktar: (mg/mL)

3.17. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA GLUTATYON-S-TRANSFERAZ (GST)
ENZIM AKTIiVITESININ TAYINi

Beyin dokusunda GST enzim aktivitesi tayininde Habig ve Jakoby (1981) tarafindan gelistirilen
yontem kullanildi. Bu yontemin prensibi, GST katalizi altinda GSH’1n CDNB ile konjugasyonu
sonucu olusan lrliniin absorbansinin 340 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iimiine

dayanmaktadir.
Kullanmilan Cozeltiler

KPi Tampon Cézeltisi: Derisimleri 20’ser mM olacak sekilde 2.7218 g KH2PO4 ve 3.4836 g
K2HPO4 ayr1 ayri beherlerde tartilip, bir miktar distile suda ¢6ziildii. Ardindan her iki ¢ozeltinin
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de son hacmi farklt balon jojelerde 100 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan KH2PO4 ve KoHPO4
cozeltileri pH degeri 6.6 olacak sekilde (6:4) oraninda karistirildi.

GSH Cozeltisi: Derisimi 60 mM olacak sekilde 18.44 mg GSH bir beher igerisinde tartilip, 1
mL distile suda ¢o6ziildii. Bu ¢ozelti deneyden hemen Once ve taze olarak hazirlandi. +4 °C’de

muhafaza edildi.

CDNB Cozeltisi: Derisimi 60 mM olacak sekilde 12.1 mg CDNB bir beher icerisinde tartilip,

1 mL mutlak etil alkol ile ¢6ziildii. Cozelti deneyden 6nce ve taze olarak hazirlandi.

Deneyin yapilisi: Beyin homojenatlarindaki GST aktivitesini tayin etmek amaciyla 6rnek ve

kor tiipleri asagidabelirtildigi gibi hazirland.

Kor tiipiine, 2 mL KP;j Tampon ¢ozeltisi + 0.05 mL 60 mM GSH c¢ozeltisi + 0.05 mL 60 mM
CDNB ¢ozeltisi + 0.9 mL distile su,

Omnek tiipiine, 1.5 mL KPj tampon ¢dzeltisi + 0.5 mL doku homojenat: + 0.05 mL 60 mM
GSH ¢ozeltisi + 0.05 mL 60 mM CDNB ¢ozeltisi + 0.9 mL distile su ilave edildi.

Distile su ilave edildikten hemen sonra 6rnek absorbansindaki artis kore karst 340 nm dalga
boyunda 25°C’de ve 3 dakika boyunca dakikada bir 6l¢iildi. Bu deneyde GSH-CDNB
konjugati igin belirlenen ekstinksiyon katsayis1 9.6 mM=cm™ olarak alindi ve GST aktivitesi

asagidaki formiil ile hesaplandi.
GST Spesifik Aktivitesi (U/g protein) = [((AOD/dk) / 9.6) x (V1/Vo) x f] / P

AOD= 3. ve 0. dk arasindaki absorbans farki; V1= Toplam ¢6zelti hacmi; Vo = Ornek hacmi;

f= Seyreltme miktar1; P = Doku 6rnegindeki total protein miktar: (mg/mL)

3.18. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA LAKTAT DEHIDROJENAZ (LDH)
ENZIM AKTIVITESININ TAYINI

Beyin dokusundaki LDH enzim aktivitesinin belirlenmesinde Wroblewski (1957) metodu
kullanildi. Bu yontemde LDH enzimi NAD" varliginda (substrat tamponunda) laktik asidin

piruvata dontisiimiinii katalize eder.
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Kullanilan Cozeltiler

NaOH Cozeltisi: Derisimi 1 M olacak sekilde 2 g NaOH bir beher igerisinde tartilip, az
miktarda distile suda ¢6ziildii. Son hacmi distile su ile balon jojede 50 mL’ye tamamlandi. Bu

cozelti substrat ¢ozeltisinin pH degerininin ayarlanmasinda kullanildi.

Substrat Tamponu: Bir beher igerisinde 0.62 g sodyum pirofosfat tartilip, ¢ok az miktarda
sicak distile suda ¢oziildii. Uzerine 0.2 mL DL-laktik asit ¢ozeltisi ilave edildi. Daha sonra bu
karigima ayri bir beherde tartilan 0.097 g NAD" ilave edildi. 1 M NaOH ¢6zeltisi kullanilarak

hazirlanan bu ¢6zeltinin pH degeri 8.8’e getirildi ve son hacmi 28 mL’ye tamamlandi.

Deneyin Yapilisi: Beyin homojenatlarindaki LDH aktivitesini tayin etmek amaciyla 6rnek ve

kor tiipleri asagida belirtildigi gibi hazirlandu.
Kor tiipiine, 2.8 mL substrat tamponu + 0.2 mL doku homojenati,
Ornek tiipiine, 2.8 mL substrat tamponu + 0.2 mL distile su ilave edildi.

Tiipler karistildi ve 30 sn siire ile 2 dk boyunca 340 nm’de absorbans artig1 spektrofotometrede
kaydedildi. Beyin dokusundaki LDH aktivitesini hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildu.

LDH Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = [(AOD/dk) x 5000)] / P

AOD= 2. ve 0. dk arasindaki absorbans farki; P = Doku o6rnegindeki total protein miktari
(mg/mL)

3.19. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA MiYELOPEROKSIDAZ (MPO) ENZIM
AKTIVITESININ TAYINI

Wei ve Frenkel (1991) tarafindan gelistirilen yontem kullanilarak beyin dokusundaki MPO
enziminin katalitik aktivitesi tayin edildi. Bu yontem, MPO enziminin katalitik etkisiyle 4-

AAP/fenol igeren reaksiyon ortaminda H>O> molekiiliiniin bozunmasi esasina dayanmaktadir.
Kullanilan Cozeltiler:

Fenol Cozeltisi: Derisimi %2 olacak sekilde, 1 g fenol bir beher igerisinde tartilip, az miktarda

distile suda ¢oziildii ve son hacmi balon jojede 50 mL’ye tamamlandi.

Substrat Cozeltisi: Derigimi 25 mM olacak sekilde, 0.2541 g 4-AAP bir beher igerisinde
tartilip, ¢ok az %?2’lik fenol igerisinde ¢oziildii ve son hacmi balon jojede ayni ¢ozeltiyle 50

mL’ye tamamlandi.
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H202 Cozeltisi: Derisimi 1.7 mM olacak sekilde, %35°lik H2O2’den 36 pL alinip, son hacmi
balon jojede distile suyla 250 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti deneyden hemen 6nce ve taze

olarak hazirlandi.

Deneyin yapilisi: Beyin dokusunda MPO aktivitesini tayin etmek amactyla kor ve drnek tiipleri

asagidaki sekilde hazirlandi.

Kor tiiptine, 1.3 mL substrat ¢ozeltisi + 1.5 mL 1.7 mM H20- ilave edildi. Tiip karistirildi 3-4
dakika bekletildi. Bazal hiza erisildikten sonra {izerine 0.2 mL distile su ilave edildi.

Ornek tiipiine, 1.3 mL substrat ¢ozeltisi + 1.5 mL 1.7 mM H,0; ilave edildi. Tiip karistir1ld 3-

4 dakika bekletildi. Bazal hiza erisildikten sonra iizerine 0.2 mL doku homojenat: ilave edildi.

Ornek tiipiindeki absorbans artis1, 510 nm dalga boyunda, 5 dakika boyunca dakikada bir
spektrofotometrede 6lgiildii. Beyin dokusundaki MPO aktivitesini hesaplamak i¢in asagidaki

formiil kullanildi.
MPO Aktivitesi (U/g doku) = [AOD / dk] / g doku

AOD = 5. ve 0. dk arasindaki absorbans farki

3.20. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA KSANTIN OKSIDAZ (XO) ENZIM
AKTIVITESININ TAYINI

Beyin dokusundaki ksantin oksidaz (XO) aktivitesi, Corte ve Stirpe (1968) tarafindan
gelistirilen yonteme gore 6l¢iildii. XO enzimi, ksantinin {irik aside doniisiimiinii katalize eden
bir enzimdir. Reaksiyon sonucu olusan iirik asidin absorbans1 286 nm’de dl¢iiliir. Olgiilen bu

deger XO aktivitesi ile dogru orantilidir.
Kullanilan Cozeltiler:

Fosfat Tamponu: Derisimleri 30’ar mM olacak sekilde, 0.6804 g KH2POs ve 0.7098 ¢
NazHPOg ayr1 ayr1 beherlere tartildi. Bu maddeler, ¢ok az distile suda ¢oziildii ve son hacimleri
farkli balon jojelerde 100’er mL’ye tamamlandi. KH2PO4 ve Na2HPO4 ¢ozeltileri pH degeri 7.4
olacak sekilde (2:8) oraninda karistirildi.

EDTA Cozeltisi: Derisimi 3 mM olacak sekilde, 5.5 mg EDTA bir beher igerisinde tartildi, az

miktarda distile su ile ¢oziildii ve son hacmi 10 mL’ye tamamlandi.
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Ksantin Cozeltisi: Derisimi 2 mM olacak sekilde, 1.52 mg ksantin bir beher igerisinde tartildi,
cok az miktarda 50 mM fosfat tamponunda siispanse edildi ve 50 mM fosfat tamponuyla son

hacmi 5 mL’ye tamamlandi. Sonikatorde en az 5 dakika bekletildi.

Deneyin yapihisi: Beyin dokusunda XO aktivitesini tayin etmek amaciyla kor ve ornek tiipleri

asagidaki sekilde hazirland.

Kor tiiptine, 880 uL fosfat tampon ¢ozeltisi + 33 pL 3 mM EDTA ¢ozeltisi + 33 uL 2 mM

ksantin ¢ozeltisi,

Deney tiipiine, 10 pL doku homojenati + 880 pL fosfat tampon ¢6zeltisi + 33 uL 3 mM EDTA

¢ozeltisi + 33 uL 2 mM ksantin ¢ozeltisi ilave edildi.

Tiiplerin ilk absorbans degerleri 0. dakikada 286 nm’de kore karsi spektrofotometrik olarak
olgiildii. Daha sonra 10 dakika boyunca 24 °C’de su banyosunda inkiibe edildi ve 286 nm’de
kore karsi tekrar absorbans dl¢limii yapildi. Beyin dokusunda XO aktivitesi tayini agagidaki

formiile gore hesaplandi:
XO Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = [(AOD / dk) / P]

AOD = 0. ve 10. dk arasindaki absorbans farki; P = Doku 6rnegindeki total protein miktar
(mg/mL)

3.21. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA ASETIiLKOLINESTERAZ (AChE)
ENZIM AKTIVITESININ TAYINI

Bu yontemin presibi, asetiltiyokolinin (AChE) aktivitesini belirlemek i¢in asetilkolinin AChE
tarafindan tiyokolin ve asetata hidrolizine dayanmaktadir. AChE aktivitesi, 412 nm dalga
boyunda tiyokolin ve DTNB'in reaksiyonuyla iiretilen 5-tiyo-2-nitrobenzoik asidin verdigi

sar1 rengin absorbans: spektrofotometrik olarak 6lgiilerek belirlenir (Ellman ve dig. 1961).

Kullanilan Cozeltiler:

Fosfat Tamponu: Derisimleri 100’er mM olacak sekilde, 1.36 g KH2PO4 ve 1.42 g NaoHPO4
ayr1 ayr1 beherlerde tartilip, bir miktar distile suda ¢oziildii. Ardindan her iki ¢ozeltinin de son
hacmi ayr1 ayr1 balon jojelerde 100°er mL’ye tamamlandi. KH2PO4 ve Na;HPOj4 ¢ozeltileri pH
degeri 8.0 olacak sekilde (0.5:9.5) oraninda karistirildi.



41

DTNB Cozeltisi: Derisimi 10 mM olacak sekilde 0.020 g DTNB bir beher igerisinde tartildi ve

hazirlanan fosfat tampon ¢6zeltisinde ¢oziildii ve son hacmi 5 mL’ye tamamlandi.

Etopropazin: Derisimi 8.52 mM olacak sekilde 0.015 g etopropazin bir beher igerisinde tartildi

ve ¢ok az distile suda ¢oziildiikten sonra son hacmi 5 mL’ye tamamlandi.

Asetiltiyokoliniyodiir: Derisimi 15 mM olacak sekilde 0.0434 g asetiltiyokoliniyodiir bir beher

icerisinde tartild1 ve ¢ok az distile suda ¢oziildiikten sonra son hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

Deneyin Yapihisi: Beyin dokusunda AChE aktivitesini tayin etmek amaciyla kor ve ornek

tiipleri asagidaki sekilde hazirlandi.

Kor tiiptine, 2700 uL fosfat tampon ¢6zeltisi + 200 pL doku homojenat: + 100 uLL 100 mM
DTNB ilave edildi. Iyice galkalandi, ardindan 30 °C’de 5 dakika inkiibe edildi.

Ornek tiipiine, 2550 uL fosfat tampon ¢ozeltisi + 200 pL doku homojenat: + 100 uL. 100 mM
DTNB + 50 uL 8.52 mM etopropazin ilave edildi. lyice calkaland, ardindan 30 °C’de 5 dakika
inkiibe edildi. Tiipiin igerisine 100 uL 15 mM asetiltiyokoliniyodiir ilave edildi.

Ornek tiiplerinin absorbans degerleri 5 dakika siire ile dakikada bir 412 nm dalga boyunda
spektrofotometrede kore karsi 6lciildii. AChE aktivitesini hesaplamak i¢in asagidaki formdil
kullanildi.

AChE Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = [(AOD/dk) x (V1/Vo) x 13.6] / P
AOD = 0. ve 5. dakikadaki absorbans farki; Vr= Toplam ¢dzelti hacmi; V= Ornek hacmi;
f= Seyreltme miktar1; P = Doku 6rnegindeki total protein miktar: (mg/mL)

3.22. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA ARIL ESTERAZ (ARE) ENZIM
AKTIVITESININ TAYINI

Gan ve dig. (1991) tarafindan gelistirilen bu yontemde, beyin dokusundaki ARE aktivitesini
belirlemek igin substrat olarak kullanilan fenil asetatin hidrolizi ile olusan fenol miktarina ait

absorbans degeri 270 nm dalga boyunda 6lgiiliir.
Kullanilan Cozeltiler

HCI Cozeltisi: Derisimi 40 mM olacak sekilde, 332 puL %37’lik HCI ¢ozeltisi, i¢erisinde az
miktarda distile su bulunan balon jojeye ilave edildi ve son hacmi distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.
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Tris-HCl Tampon Cozeltisi: Derisimi 40 mM olacak sekilde, 0.2423 g Tris bir beher
icerisinde tartild1 ve az miktarda distile suda ¢oziildiikten sonra son hacmi balon jojede 50
mL’ye tamamlandi. Hazirlanan bu Tris ¢ozeltisinin 25 mL’sine 14.5 mL 40 mM HCI ¢o6zeltisi
ilave edildi. pH degeri 8.0'a ayarlandiktan sonra son hacmi balon jojede distile su ile 50 mL'ye

tamamlandi. Boylece deneyde kullanilacak Tris-HCI tamponu hazirlanmis oldu.

Calisma Ayiraci: Derisimi 0.9 mM olacak sekilde 5 mg CaCl» bir beher igerisinde tartildi ve
az miktarda Tris-HCI tamponunda ¢6ziildii. Uzerine, derisimi 1 mM olacak sekilde 6.3 pL fenil
asetat ilave edildi ve ¢ozeltinin son hacmi ayni tampon ¢ozelti ile 50 mL’ye tamamlandi.
Boylece igerisinde 0.9 mM CaCl, ve 1 mM fenil asetat igeren ¢alisma ayiract ¢ozeltisi
hazirlanmis olur. Bu ¢6zelti deney giinii tazel olarak hazirlandi ve kullanilmadan 6nce 30 dk

calkaland.

Deneyin Yapilisi: Beyin dokusunda ARE aktivitesini tayin etmek amaciyla kor ve drnek tiipleri

asagidaki sekilde hazirlandi.
Kor tiiptine, 1.5 mL ¢alisma ayiract + 10 pL distile su,
Ornek tiipiine, 1.5 mL ¢alisma ayiraci + 10 uL doku homojenat: ilave edildi.

Ornek ilavesi ile reaksiyon baslatildi. Ornekteki absorbans artisi, kore kars1 25 °C’de 2 dakika
boyunca 270 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iildii. Bu deneyde fenil asetat igin
ekstinksiyon katsayis1 1.31 MZ*cm™ olarak alindi ve beyin dokularindaki ARE aktivitesi

asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi.
ARE Spesifik Aktivitesi (U/g protein) = [((AOD/dk) / 1.31) x (V1/V5) x 1000 x f] / P
AOD = 2. ve 0. dakikadaki absorbans farki; V1= Toplam ¢dzelti hacmi; Vo= Ornek hacmi;

f= Seyreltme miktar1; P = Doku 6rnegindeki total protein miktar: (g/L)

3.23. BEYIN DOKU HOMOJENATLARINDA KARBONIK ANHIDRAZ (CA) ENZIM
AKTIVITESININ TAYINI

Verpoorte ve dig. (1967) tarafindan gelistirilen bu yontemin esasi, CA enziminin esteraz
aktivitesine dayanmaktadir. CA enzimi, substrat olarak kullanilan PNFA’y1 ortamin pH
degerine bagli olarak p-nitrofenol veya p-nitrofenolata hidrolize eder ve olusan fiiriin (p-
nitrofenol veya p-nitrofenolat) 349 nm dalga boyunda absorpsiyon vermektedir. Bu nedenle,

fenol grubundaki H* iyonunun ayrisip ayrismadiginin élgiim tizerinde fazla bir etkisi yoktur.
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Kullanilan Cozeltiler:

H2SO4 Cozeltisi Derisimi 0.5 M olacak sekilde, 679 uL derisik H2SOs, igerisinde az miktarda
distile su bulunan balon jojeye dikkatli bir sekilde ilave edildi ve ¢ozeltinin son hacmi distile
su ile balon jojede 25 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan bu ¢ozelti, 10 kat seyreltildikten sonra,

Tris-SO4 tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanildi.

Tris-SO4 Tampon Cozeltisi: Derisimi 100 mM olacak sekilde, 1.2114 g Tris bir beher
icerisinde tartildi ve az miktarda distile suda ¢oziildiikten sonra son hacmi balon jojede 100
mL’ye distile su ile tamamlandi. Bu Tris ¢dzeltisinin {izerine 50 mM H2SOj4 ¢ozeltisi yavas
yavas ilave edilerek pH degeri 7.4’e ayarlandi ve tampon ¢ozeltinin son hacmi distile su ile 200

mL’ye tamamlandi. Boylece deneyde kullanilacak Tris-SO4 tamponu elde edildi.

PNFA Substrati: Derisimi 3 mM olacak sekilde, 27.2 mg PNFA bir beher igerisinde tartildi
ve 1 mL asetonda ¢oziildiikten sonra son hacmi distile su ile balon jojede 50 mL’ye tamamland.

Bu ¢6zelti deneyden hemen once taze olarak hazirlandi ve deney sirasinda buzun igerisinde
bekletildi.

Deneyin Yapihsi: Beyin dokusunda CA aktivitesini tayin etmek amaciyla kér ve ornek tiipleri

asagidaki sekilde hazirlandi.
Kor tiipiine, 1.5 mL Tris-SO4 tampon ¢ozeltisi (pH: 7.4) + 1.5 mL 3 mM PNFA substrati,

Ornek tiipiine, 1.4 mL Tris- SO4 tampon ¢ozeltisi (pH: 7.4) + 0.1 mL doku homojenat1 + 1.5
mL 3 mM PNFA substrati ilave edildi.

Substrat ilavesiyle reaksiyon baslatildi. Ornekteki absorbans artis1, kore kars1 5 dakika boyunca
dakikada bir 348 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iildii. Beyin dokularindaki CA

aktivitesi asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi.
CA Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = [((AOD/dk) x 1000) x (V1/Vo)] / P
AOD = 5. ve 0. dakikadaki absorbans farki; V1= Toplam ¢dzelti hacmi; V= Ornek hacmi;

P = Doku 6rnegindeki total protein miktart (mg/mL)

3.24. BEYiN DOKU HOMOJENATLARINDA TOTAL PROTEIN MiKTARI TAYINi

Beyin dokularindaki total protein miktar1 Lowry metoduna gore tayin edildi (Lowry ve dig.

1951). Bu yontemin temeli, proteinlerin yapisindaki tirozin ve triptofan gibi aromatik amino
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asitlerin alkali kosullar altinda bakir (II) iyonlar1 ile olugturdugu kompleksin Folin reaktifini
(fosfomolibdotungstik asidi) indirgemesi sonucunda mavi renkli iirlin olusturmasina

dayanmaktadir. Mavi rengin siddeti, 6rnekteki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Kullanilan Cozeltiler:

NaOH Cozeltisi: Derisimi 0.1 N olacak sekilde, 1 g NaOH bir beher igerisinde tartildi ve az
miktarda distile suda ¢oziildiikten sonra son hacmi balon jojede 250 mL’ye distile su ile

tamamlandi. Bu ¢ozelti A reaktifinin hazirlanmasi i¢in kullanildi.

A Reaktifi: Derisimi %2 olacak sekilde, 5 g Na,COs bir beher igerisinde tartildi ve hazirlanan
0.1 N NaOH c¢ozeltisi ile ¢oziildii. Bu reaktifin son hacmi ayni ¢ozelti ile balon jojede 250

mL’ye tamamlandi.

Dipotasyum Tartarat Cozeltisi: Derisimi %1 olacak sekilde, 0.1 g dipotasyum tartarat bir
beher igerisinde tartildi ve az miktarda distile suda ¢oziildiikten sonra hacmi 10 mL’ye

tamamlandi. Bu ¢ozelti B reaktifinin hazirlanmasi i¢in kullanildi.

B Reaktifi: Derisimi %0.5 olacak sekilde, 10 mg CuSOQOas bir beher igerisinde tartildi ve az
miktarda % 1 dipotasyum tartarat igerisinde ¢oziildiikten sonra hacmi 2 mL’ye tamamlandi. Bu

¢ozelti deneyden hemen Once taze olarak hazirlandi.

C Reaktifi: 50 mL A reaktifi ve ImL B reaktifi karigtirilarak hazirlandi. Bu reaktif deneyden

hemen Once taze olarak hazirlandu.

E Reaktifi: Yuvarlak dipli bir balon igerisine 25 g sodyum tungstat, 6.25 g sodyum molibdat,
175 mL distile su, 12.5 mL %385 fosforik asit ve 25 mL derisik HCI ilave edildi. Geri sogutucu
altinda 10 saat refliiks edildi. Daha sonra balona sirasiyla 37.5 g LiSO4 vel2.5 mL distile su
ilave edildi. Ardindan igerisine 1-2 damla brom damlatildi. Bromun fazlas1 ugana kadar refliiks
islemine devam edildi. Sogutulduktan sonra bir balon jojeye alindi ve son hacmi distile su ile
250 mL’ye tamamlandi (Bu sekilde hazirlanan ¢o6zelti stok Folin cozeltisidir. Deneyde

kullanilacag1 zaman distile su ile 1:2 oraninda seyreltildi).

NaCl Cozeltisi: Derisimi %0.9 olacak sekilde, 0.9 g NaCl bir beher igerisinde tartildi ve az
miktarda distile su ile ¢oziildiikten sonra son hacmi balon jojede distile su ile 100 mL’ye

tamamalandi.
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Protein Stok Standart Cozeltisi: Derisimi %10 mg olacak sekilde, 10 mg albumin bir beher
icerisinde tartild1 ve %0.9 NaCl ¢ozeltisinde ¢oziildii, son hacmi ayni ¢ozelti ile 10 mL’ye

tamamlandi.

Protein Calisma Standart Cozeltisi: %100 mg albiimin i¢eren stok ¢ozeltiden %2.5 mg, %5
mg, %7.5 mg ve %10 mg olacak sekilde %0.9 NaCl ile seyreltilerek ¢aligma standart ¢ozeltileri
hazirlandi. Calisma standart ¢cozeltileri ile dokudaki total protein miktarini hesaplayabilmek i¢in

gerekli olan % mg total protein standart grafigi ¢izildi. Deneyler liger defa tekrarlandi.

Deneyin Yapihisi: Beyin dokusunda total protein miktar tayini yapabilmek i¢in kor, standart ve

ornek tiipleri asagidaki sekilde hazirlandi.

Kor tiipiine, 0.5 mL %0.9 NaCl ¢ozeltisi + 2.5 mL C reaktifi ilave edildi.
Standart tiipiine, 0.5 mL standart ¢cozelti + 2.5 mL C reaktifi ilave edildi.
Ornek tiipiine, 0.5 mL doku homojenat1 + 2.5 mL C reaktifi ilave edildi.

Biitiin tiipler karistirilip oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Ardindan tiiplerin igerisine
0.25’er mL E reaktifi ilave edildi. Karistirilip oda sicakliginda 30 dakika daha bekletildi.

Inkiibasyon siiresinin ardindan ornekleri ve standartlari absorban degerleri 500 nm dalga
boyunda spektrofoterede kére karsi 6lgiildii. Ornekteki total protein miktari, standart grafigi

yardimiyla %mg cinsinden hesaplandi.

3.25. ISTATISTIiKSEL ANALIZ

Yapilan deneylerden elde edilen bulgularin istatistiksel analizi GraphPad Prism 6.0 (GraphPad
Software, San Diego, California. ABD) paket programi araciligiyla yapildi. Veriler ortalama +
standart sapma (SD) olarak ifade edildi. Sonuglar, eslesmemis t-testi (unpaired t-test) ve tek
yonlii varyans analizinin (ANOVA) ardindan Tukey c¢oklu karsilastirma testleri ile
degerlendirildi. Istatistiksel olarak anlamlilik smir1 p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismada GalN ile olusturulan beyin hasarina U vit.’nin etkileri arastirildi. Siganlarin beyin

dokularinda incelenen biyokimyasal parametrelerin sonuglart asagida gosterildigi gibidir.
Kontrol ve deney gruplarina ait GSH ve AOPP seviyeleri Sekil 4.1°de verildi.

Elde edilen verilere gore, tiim gruplarin beyin GSH ve AOPP seviyeleri birbiri ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edildi
(Panova=0.0001) (Sekil 4.1). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda hem U vit. verilen grubun
hem de GalN enjekte edilen grubun GSH seviyeleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldi
(p<0.01 ve p<0.0001). Buna karsilik, kontrol grubu ile mukayese edildiginde GalN verilen
sicanlarin AOPP seviyeleri ise anlamli bir sekilde yiikseldi (p<0.0001). GalN grubuna U vit.
verilmesi, GalN grubuna ait GSH ve AOPP seviyelerindeki degismeleri anlamli bir sekilde
tersine ¢evirdi (p<0.0001) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: Tiim gruplara ait GSH ve AOPP seviyeleri.

Deney ve kontrol grubu siganlarinin beyin dokusuna ait ROS, TOS, TAS seviyeleri ve OSI
degerleri Sekil 4.2°de verildi.

Grafikteki verilere gore tiim gruplara ait beyin dokusu homojenatlarinin ROS, TOS, TAS
seviyeleri ve OSI degerleri birbiri ile kiyaslandiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farkliliklar tespit edildi (Panova=0.0001) (Sekil 4.2). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
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GalN verilen grubun ROS seviyeleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artt1 (p<0.0001).
Buna karsilik, U vit. verilen gruptaki TOS seviyeleri anlamli olarak azalirken (p<0.05), TAS
seviyeleri ise anlamli sekilde artt1 (p<0.001). GalN verilen gruptaki TOS seviyeleri ve OSI
degerlerinin ise anlamli olarak yiikseldigi (p<0.0001 ve p<0.001), TAS seviyelerinin ise
istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi tespit edildi (p<0.0001) (Sekil 4.2). U vit.
uygulanmasinin sonucunda, GalN grubundaki artmis ROS, TOS seviyelerinin ve OSI
degerlerinin anlamli bir sekilde azaldig1 (p<0.0001), TAS seviyelerinin ise anlaml1 bir sekilde
arttig1 goriildii (p<0.0001) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: Tiim gruplara ait ROS, TOS, TAS seviyeleri ve OSI degerleri.

Tim gruplardaki si¢anlarin beyin dokularina ait CAT, SOD, GPx, GR ve GST aktivite degerleri
Sekil 4.3’te gosterildi. Grafikteki verilere gore, kontrol ve deney gruplarinin beyin dokularinda
CAT, GPx, GR ve GST aktiviteleri kendi aralarinda birbiri ile kiyaslandiginda, dort grup
arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlendi (Panova=0.0001). Bununla
birlikte, beyin dokusundaki SOD aktivitelerinin de kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli
bir farkliliga sahip oldugu tespit edildi (Panova=0.0011) (Sekil 4.3). GalN verilen grup, kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, CAT, SOD, GPx, GR ve GST aktivitelerinde istatistiksel olarak
anlaml disiis tespit edildi (p<0.0001 ve p<0.01). U vit. verilen grup, kontrol grubu ile

karsilastirildiginda ise GPx aktivitesinde anlamli bir azalma goriildii (p<0.01). Tam tersine,
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GalN grubuna U vit. verilmesi ile birlikte, GalN grubundaki azalmis enzim aktivitelerinde
anlamli derecede artig oldugu belirlendi (p<0.0001, p<0.01 ve p<0.05) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: Tum gruplara ait CAT, SOD, GPx, GR ve GST aktiviteleri.

Deney ve kontrol grubu si¢anlarinin beyin dokularina ait LDH, MPO ve XO aktivite degerleri
Sekil 4.4’te verildi. Hesaplanan degerlere gore, dort grubun beyin LDH, MPO ve XO
aktiviteleri kendi aralarinda birbiri ile kiyaslandiginda, kontrol ve deney gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli derecede farkliliklar oldugu bulundu (Panova=0.0001) (Sekil 4.4).
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, GalN enjekte edilen grubun LDH, MPO ve XO
aktivitelerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi bulundu (p<0.0001). Buna karsilik,
deney grubuna U vit. verilmesi ile birlikte, yiikselmis LDH, MPO ve XO aktivitelerinin de
kayda deger bir derecede diismiis oldugu tespit edildi (p<0.01, p<0.05 ve p<0.0001) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Tum gruplara ait LDH, MPO ve XO aktiviteleri.

Deney ve kontrol grubu siganlarinin beyin dokusularina ait AChE, ARE ve CA aktivite
degerleri Sekil 4.5’te verildi. Hesaplanan degerlere gore, dort grubun beyin dokularina ait
AChE aktiviteleri kendi aralarinda birbiri ile kiyaslandiginda ise dort grup arasinda da
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu tespit edildi (Panova=0.0011) (Sekil 4.5). Beyin
dokusu ARE ve CA aktiviteleri kendi aralarinda birbiri ile kiyaslandiginda, kontrol ve deney
gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farkliliklar oldugu bulundu
(Panova=0.0001) (Sekil 4.5). GalN enjekte edilen grubun AChE aktiviteleri, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0.01). Tam tersine, GalN
verilen sicanlarin ARE ve CA aktivitelerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha
diisiik oldugu bulundu (p<0.001 ve p<0.0001). Ancak, U vit. verilmesinin ardindan GalN
grubuna ait yiikselmis AChE aktivitelerinin anlamli sekilde azaldigi (p<0.01), azalmis ARE ile
CA aktivitelerinin ise kayda deger bir derecede arttigi bulundu (p<0.0001) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: Tiim gruplara ait AChE, ARE ve CA aktiviteleri.
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5. TARTISMA

Hepatotoksik bir molekiil olan GalN si¢anlarda karaciger hasari olusturmak i¢in kullanilan bir
heksozamin tiirevidir. GalN, karacigerin hem morfolojik hem de fonksiyonel o6zellikleri
bakimindan tipki insanlarda oldugu gibi ciddi ve akut karaciger hastalifina (viral hepatite)
benzer Kklinik tablo ortaya cikarmaktadir (Ansari ve dig. 2021; Singh ve Sharma, 2022).
Sicanlara tek doz olarak intraperitonal yoldan enjekte edilen GalN, hepatositlerdeki urasil
iceren niikleozidlerin tiiketilmesine, ardindan RNA sentezinin inhibisyonuna ve dolayisiyla
protein sentezinin de kesintiye ugramasina neden olur. Ayrica, serbest radikal olusumunu
tetikleyerek oksidatif ve nitrozatif strese, antioksidan enzimlerin aktivitelerinde azalmaya,
proenflamatuvar sitokinlerin [interldkin-18 (IL-1p), IL-6 ve TNF-a vb.] uyarilmasi sonucunda
hepatoseliiler nekrozun gelismesine katkida bulunur (Das ve dig. 2012; Ganaii ve dig. 2015;
Park ve dig. 2020). Toksisite mekanizmasi {izerine yapilan calismalarda, karaciger
yaglanmasina; GalN’nin hiicresel iyon pompalarinda aktivite kaybina ve hiicresel membran
gecirgenliginin artmasina neden olarak, enzim salinimina ve hiicresel 6liimden sorumlu oldugu
diisiiniilen hiicre i¢i Ca?* konsantrasyonunda bir artisa yol actig1 ortaya c¢ikarilmistir (Ahmad
ve Tabassum, 2012; Simeonova ve dig. 2014; Delgado-Montemayor ve dig. 2015). GalN etkisi
ile ortaya c¢ikan karaciger fonksiyon bozuklugu 500'den fazla metabolik siireci etkileyebilir,
detoksifikasyon siirecini tehlikeye atabilir ve daha sonra diger ana organlarin zarar gérmesine
neden olabilir (Rouf ve dig. 2021). Yapilan bir ¢caligmada, 2 giin siire ile 1100 mg/kg GalN
enjeksiyonunun da akut karaciger yetmezligine ve hatta bunun sonucunda akut bobrek hasarina
sebebiyet verdigi rapor edilmistir (Saracyn ve dig. 2012; Saracyn ve dig. 2015). Diger yandan,
sicanlara 3 giin siire ile 500 mg/kg olacak sekilde GalN verilmesi ile akut karaciger yetmezligi
ve ardindan beyin hasarinin olustugu bildirilmistir (Tunali ve dig. 2019). Son yapilan
caligmalardan birinde ise, 4 hafta siireyle haftada 3 kez 350 mg/kg’lik enjeksiyonunun, farelerde
karaciger hasarinin ardindan beyin dokusunu etkiledigi, psiyatrik degisikliklere ve anksiyete

durumunun ortaya ¢ikmasina neden oldugu gosterilmistir (Yan ve dig. 2021).

U vit., ilk olarak peptik ilserli hastalar tizerinde taze lahana suyu ekstresinin olas1 koruyucu
etkilerinin arastirilmasi sirasinda kesfedilmistir (Cheney, 1949). Sonraki yillarda, peptik tilserli
100 hastaya U vit. kaynagi olarak taze lahana suyu verilmesi ile yapilan klinik ¢aligmada, bu
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hastalarin 86’sinda herhangi bir ilag tedavisi almadan ve sik sik yemek yemeden agrilarinda
azalma yasadiklar1 rapor edilmistir. Bu hastalarin ayrica hem mide hem de on iki parmak
bagirsag: iilserlerinin de hizli bir sekilde iyilestigi bildirilmistir (Cheney, 1952; Cheney ve dig.
1956).

Besinsel kaynagi baslica ¢ig lahana olan U vit.’nin diger lahana tiirlerinin yapraklarinda, bazi
Citrus tiirlerinde ve yesil sebzelerde de bulundugu tespit edilmistir (Sakamoto ve dig. 1996).
Bununla birlikte, sicanlarda ve tavsanlarda diyetle indiiklenen hiperlipidemi {izerine yapilan
caligmalarda, oral U vit. uygulanmasinin hiperlipidemiyi belirgin sekilde normal seviyelere geri
getirdigi; plazma toplam kolesterol, beta-lipoprotein ve fosfolipit seviyelerini de disiiriicii
etkiler gosterdigi; buna karsilik, plazma trigliseridleri {izerine ise dnemli bir etkisinin olmadig1
bildirilmistir (Seri ve dig. 1980). Benzer bir klinik ¢alismada, hiperkolesterolemili 26 hastaya
oral yoldan U vit. (1500 mg/giin) verilmesinin bu hastalarin serum lipit profili degerlerinin
onemli dlgtlide diizelttigi rapor edilmistir (Nakamura ve dig. 1981). Bir baska arastirmada ise U
vit.’nin 3T3-L1 pre-adiposit hiicre soylari lizerine antiobezite etki gosterdigi bulunmustur (Lee
ve dig. 2012). Tiiysiiz albino si¢anlara in vivo olarak uygulanan U vit.’nin hem yara iyilestirici
hem de ultraviyole-B (UVB) 1sinlaria kars fotokoruyucu etkiler gosterdigi, in vitro testlerde
ise keratinosit ve fibroblast hiicrelerinde apoptozu 6nledigi ortaya ¢ikarilmis ve bu bilesigin
kozmetik alaninda bir hammadde olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Kim ve dig. 2015). U
vit.’nin kimyasal olarak sentezlenen iki tiirevinin UV 1sinlarina maruz birakilan insan dermal
fibroblast ve keratinosit hiicre hatlar1 {izerinde in vitro koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir
(Kim ve dig. 2018). Ote yandan, gesitli kimyasal ajanlarla (amiodaron, valproik asit, GaIN vb.)
karaciger, bobrek, akciger ve lens gibi dokularda olusturulan toksisite modellerinde U vit.’nin
antioksidan (Sokmen ve dig. 2012; Tunali ve dig. 2015; Bas ve dig. 2016), antienflamatuvar
(Gezginci-Oktayoglu ve dig. 2016), antiepileptik (Oktay ve dig. 2018) ve antifibrotik (Oztay
ve dig. 2020) etkilere sahip oldugu belirtilmistir. Abouzed ve dig. (2021) tarafindan yapilan
calismada, dietil nitrozamin ve CCls ile karaciger kanseri olusturulmus Wistar siganlarda artmig
olan TNF-a, IL-6 ve IL-10 seviyelerinin U vit. verilmesi sonucunda anlaml sekilde azaldigi

gosterilmistir.

Bu ¢alisma, klinik anlamda olduk¢a 6nemli olan biyokimyasal parametrelerin sigcanlarda GalN
ile olusturulan beyin hasarina kars1 U vit.’nin koruyucu 6zelliginin olup olmadigin1 belirlemek

i¢in planlandi.
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Normal kosullarda, hiicrelerin mitokondrilerindeki normal biyokimyasal reaksiyonlarda siirekli
olarak ROS’lar tretilmektedir. Ancak, ROS’larin Uretimi ve bunlarin ortadan kaldirilmasi da
sik1 bir sekilde dengelenmistir. Bu dengenin ROS lehine bozulmasi, oksidatif strese neden

olmaktadir (Villanueva-Paz ve dig. 2021).

Indirgenmis GSH, memeli hiicrelerinde yaygin olarak bulunan ve yapisinda tiyol grubu olan
diisiik molekiil agirlikl bir tripeptittir. GSH, organizmada ilk olarak y-glutamilsistein sentetazin
katalitik etkisi ile glutamat ve sisteinden y-glutamilsistein olusur ve ardindan, substrat olarak y-
glutamilsistein ve glisini kullanan GSH sentetaz aktivitesi ile sentezlenir. GSH nin sentezi ve
metabolizmasit hiicre iginde gergeklesirken, katabolizmasi bir dizi enzimatik ve plazma zari
tasima adimiyla hiicre disinda gergeklesir. Oldukga ¢esitli biyokimyasal fonksiyonlara sahip
olan GSH, hiicrenin antioksidan savunmasi sistemi, DNA sentezinin ve onariminin
diizenlenmesi, proteinlerdeki tiyol gruplarinin korunmasi, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu
ve hiicre sinyalizasyonu (gen ekspresyonu, apoptoz ve hiicre gogalmasinin diizenlenmesi) dahil
olmak tizere birgok hiicresel reaksiyona katilir (Sies,1999; Gu ve dig. 2015; Iskusnykh ve dig.
2022). Organizmada GSH/yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) oranindaki artisin diyabetik
komplikasyonlar, kanser, AIDS ve norodejeneratif hastaliklar dahil olmak iizere bircok
patolojik durumun ortak bir 6zelligi oldugu da gosterilmistir. Ek olarak, GSH katabolizmasinin,
sinyal iletim basamaklarinin redoksa duyarli bilesenlerini modiile ettigi yakin zamanda
bildirilmistir (Aoyama, 2021). Calismamizda, GalN verilmesinin ardindan siganlarin beyin
dokularindaki GSH seviyelerinde kayda deger bir azalma tespit edilmistir. Bunun nedeni,
GalN’nin ROS iiretimini arttirmasina ve beyin dokusundaki antioksidan ihtiyacina kars1 verilen
cevap olabilir. Bunun sonucunda GSH’taki -SH grubu, yiiksek ROS seviyelerinde kolaylikla
oksidasyona ugrayarak distilfit kopriilerini (GSSG’nin) meydana getirebilir. GalN’nin de
aralarinda bulundugu ¢esitli kimyasallarla yapilan toksisite calismalarinda ROS aracili oksidatif
stresin hiicre ici GSH seviyelerinin azalmasina neden oldugu belirtilmistir (Elkomy ve dig.
2020; Park ve dig. 2020; Reshi ve dig. 2021; Jiang ve dig. 2021). Beyin de dahil olmak iizere
farkli dokularda GalN ile olusturulan oksidatif hasar neticesinde ¢alismamizdaki bulgularla
uyumlu sonuglar rapor edilmistir (Das ve dig. 2012; Yoshida ve dig. 2015; Tunali ve dig. 2019).
Calismamizda, GalN verilen siganlara U vit. verilmesi GSH seviyelerinde anlamli bir
yiikselmeye neden olmustur. U vit., yapisinda bulunan kiikiirt atomu sayesinde antioksidan

ozellik gostererek, GalN kaynakli oksidatif stresin zararli etkilerine kars1 beyin dokusunu
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korumus; bunu da serbest radikalleri notralize ederek gerceklestirmis olabilir (Patel ve

Prajapati, 2012; Oztay ve dig. 2020).

Bir¢ok biyolojik sistemin ana bilesenlerinden olan proteinler, cok sayida oksidan molekiil ile
kolayca reaksiyona girebilir. Bu nedenle de ROS’larin zararh etkilerine karsi oldukg¢a hassastir
(Hawkins ve Davies, 2019). Proteinlerin ROS ile etkilesmesi, s6z konusu proteinlerin peptit
omurgasinda bulunan tirozin gibi spesifik amino asidlerin oksidasyonuna neden olarak AOPP
adi verilen ve ditirozin kalintilar1 igeren ¢apraz bagli iiriinleri meydana getirir. Bununla birlikte,
AOPP’ler siklikla oksidatif olarak hasar gérmiis alblimin agregatlarinin olusmasina da katkida
bulunur (Obradovic ve dig. 2021). Esas olarak karaciger ve dalak tarafindan elimine edilen
AOPP’ler, organizmada yasam boyunca kiiclik miktarlarda olusur. Ancak, bunlarin miktari
yaslanmayla birlikte artar. In vitro kosullarda oksidatif stresin belirlenmesinde &nemli bir
biyobelirte¢ olan AOPP’ler, prooksidan-antioksidan dengesinin ve hastalik durumunun
degerlendirilmesinde 6nemlidir. Proenflamatuvar ve prooksidan olarak da bilinen AOPP’lerin
diyabet, metabolik sendrom, romatoit artrit ve ateroskleroz gibi bazi hastaliklarin
gelismesindeki patolojik siireglerde de gorev aldigi bildirilmistir (Baskol ve dig. 2006;
Piwowar, 2014; Bagyura ve dig. 2022). Ote yandan, beyin dokusu bol oksijen tiiketmesi, ¢oklu
doymamis yag asitlerinden zengin olmasi, redoks aktif gecis metal iyonlarini icermesi ve
nispeten daha diisiik antioksidan enzim aktivitelerine sahip olmasi nedeniyle oksidatif hasara
kars1 muhtemelen daha savunmasizdir (Banji ve dig. 2013). Oksidatif stres, bu nedenle,
beyindeki felg, travmatik beyin hasar1 veya nérodejeneratif hastaliklar gibi hem akut hem de
kronik patolojilerin patofizyolojisinde Onemli bir rol oynar (Jelinek ve dig. 2021).
Calismamizda, GalN verilen sicanlarin beyin dokularinda AOPP seviyelerinin kontrol grubuna
gore anlamh sekilde arttig1 gozlenmistir. Bununla birlikte, AOPP seviyelerindeki artisa GSH
seviyelerindeki azalig da eslik etmistir. Bu durum, yaygin olarak oksidatif stresin en 6nemli
gostergelerinden biri olarak kabul edilmektedir (Coimbra-Costa ve dig. 2017). Diger taraftan,
U vit. verilen grupta AOPP seviyelerinde azalma GSH seviyelerinde ise artis tespit edilmistir.
U vit.’nin, en 6nemli endojen antioksidanlardan biri olan GSH seviyelerini arttirmasi ve GalN-
kaynakli serbest radikal olusumunu smirlandirabilmesi, beyin dokusundaki ditirozin kalintilar
iceren ¢apraz baglanmalar1 O6nleyebilecegini ve sonug¢ olarak AOPP seviyelerinin diigmesini
aciklayabilir. Calismamizdaki bu sonuglar, U vit.’nin radikal siipiiriicii etkisinin gosterildigi ve

Celik ve dig. (2021) tarafindan yapilan ¢aligma ile uyumludur.
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Normal sartlar altinda, organizmada serbest radikal iiretimi ve bunlarin detoksifikasyonu
arasinda bir denge s6z konusudur. Oksidatif stres ise genel olarak organizmanin
detoksifikasyon kapasitesini asan ROS {iretimi nedeniyle meydana gelmektedir. Yiiksek
oksijen ihtiyaci nedeniyle beyin dokusu, ROS etkilerine ve oksidatif strese karsi olduk¢a
hassastir (Zebrowska ve dig. 2019). Bununla birlikte, oksidatif stres cesitli nérodejeneratif
bozukluklar i¢in (Alzheimer ve Parkinson hastaligi, sizofreni ve diger biligsel bozukluklar vb.)
onemli bir patojenik faktor olarak kabul edilmektedir (Mitra ve dig. 2017; Maciejczyk ve dig.
2018). Oksidatif stresin neden oldugu hiicresel ve/veya doku hasariin derecesini belirlemek
icin hem biyolojik sivilarda hem de dokularda oksidan/antioksidan miktarinin dl¢iilmesi faydali
olabilir. Ancak, oksidanlarin ve antioksidanlarin ayr1 ayri 6lgiilmesi maliyetli oldugu gibi zor
ve zaman alicidir (Uzar ve dig. 2012). Calismamizda, beyin dokusunda ROS, TOS, TAS
seviyeleri ve OSI degerleri tayin edilmistir. TOS seviyesi, GalN toksisitesi ile iligkili oksidatif
strese neden olan tiim serbest radikallerin seviyesini gosterebilir. Ayni sekilde, TAS seviyesi
de GalN’nin neden oldugu oksidatif stres kaynakli beyin hasarinin belirlenmesinde 6nemli bir
faktdr olabilir. Bununla birlikte, toplam oksidan/toplam antioksidan oraninin (OSI’nin)
belirlenmesi, oksidatif stresin organizmadaki kiimiilatif etkisini ifade etmek icin altin standart
olarak degerlendirilmektedir (Skutnik-Radziszewska ve dig. 2020). Calismamizda, GalN
enjekte edilen deney grubunda ROS, TOS seviyelerinde ve OSI degerlerinde istatiktiksel olarak
anlaml bir artis, TAS seviyesinde ise istatistiksel olarak anlamli bir azalis tespit edilmistir.
Beyin dokusundaki TOS ve TAS seviyelerinin bu sekildeki degisimi, GalN enjeksiyonunun
ardindan beyin dokusunda oksidan/antioksidan dengesinin bozuldugunu ve oksidatif stresin
meydana geldigini gostermektedir. GalN gibi, ¢oklu organ hasarinin indiiklenmesi i¢in tek
basia veya GalN ile kombinasyon halinde kullanilan bir kimyasal ajan olan LPS ile yapilan
bazi arastirmalarda, g¢aligmamizdaki ile uyumlu olan ve oksidan/antioksidan dengenin
bozulduguna isaret eden sonuglar bildirilmistir (Aslankoc ve dig. 2018; Rakshit ve dig. 2020;
Savran ve dig. 2020; Aslankoc ve Ozmen, 2022; Ozdamar Unal ve dig. 2022). Calismamizda,
tek doz GalN enjeksiyonu sonucunda siganlarin  beyin dokularindaki bozulmus
oksidan/antioksidan dengesinin, bu siganlara 3 giin siireyle 50 mg/kg/giin U vit. verilmesi ile
birlikte diizeldigi tespit edilmistir Bu durum, lahana tiirlerinde de bulunan ve alfa-lipoik asit
gibi kiikiirt iceren 6nemli bir bilesik olan U vit.’nin, antioksidan 6zellik gostererek GalN verilen
gruptaki oksidan miktarin1 azaltip, antioksidan seviyesini artirarak oksidan/antioksidan
dengesinin yeniden kurulmasina katika bulundugunu gosterebilir (Saleh ve dig. 2017; Tibullo

ve dig. 2017; Turkyilmaz ve dig. 2020).
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Hiicrelerin redoks durumu, diisiik molekiil agirlikli enzimatik olmayan antioksidanlar (yani
GSH, iirat ve askorbat) ve ayrica CAT, SOD, GPx, GR ve GST dahil olmak iizere karmasik
antioksidan enzim sistemi tarafindan siki bir sekilde kontrol altinda tutulmaktadir. Bunlarin
timii, hiicrelerin serbest radikallerin zararli etkilerine karsi korunmasindan sorumludur
(Pisoschi ve dig. 2021). Calismamizda, oksidatif stresin en dnemlli belirteglerinden olan ilk hat
savunma sistemine ait olan antioksidan enzimlerin (CAT, SOD, GPx, GR ve GST) aktiviteleri
tayin edilmistir. Calismamizdan elde edilen verilere gore, deney grubu si¢anlarina tek doz (500
mg/kg) GalN enjeksiyonu sonucunda ilk hat savunma sistemindeki bu antioksidan enzim
aktivitelerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak diismesine neden oldugu goriilmiistiir.
Oksidan/antioksidan dengesi serbest radikaller lehine bozuldugunda, antioksidan enzimlerin
aktiviteleri degisebilmektedir. Ote yandan, karacigere ve diger majér organlara oranla daha
zayif bir antioksidan savunma sistemine sahip olan beyin dokusunun serbest
radikallerin/oksidatif stresin zararlarina karsit daha hassas oldugu sdylenebilir (Cobley ve dig.
2018). Calismamizda, GalN verilen siganlarda CAT ile birlikte SOD aktivitesinin de azaldigi
gorlilmiistiir. Bu enzimlerin aktivitelerindeki azalma, beyin dokusunda hem siiperoksit
radikalinin hem de H20: konsantrasyonunun yiikselmesine; dolayisiyla oksidatif hasarin
derecesinin de artmasma neden olabilir. Bunun yanisira, beyindeki antioksidan savunma
sisteminin major bileseni GSH’tir. Bu nedenle, beyin dokusundaki GSH seviyelerinin
degismesinin, GPx, GR ve GST enzimlerinin aktivitelerinde de degisime yol agtig1 ve
norodejeneratif hastaliklarda 6nemli bir belirte¢ olabilecegi belirtilmistir (Gu ve dig. 2015;
Iskusnykh ve dig. 2022). Bu baglamda, ¢alismamizdaki gibi GalN kaynakli oksidatif stresin
GSH seviyesini diisiirmesinin GSH ile ilgili enzim aktivitelerindeki azalmayi1 tesvik etmesi

olagan bir sonugctur.

GalN'nin c¢esitli dokular iizerindeki zararli etkilerini belirlemek ile ilgili yapilan farkli
calismalardan elde edilen sonuglar, calismamizdaki bulgularla uyumludur (Ghosh ve dig. 2012;
Rakshit ve dig. 2021; Yan ve dig. 2021). Ayrica, beyin dokusunda oksidatif hasarin gostergesi
olarak degerlendirdigimiz ROS, TOS seviyelerinin ve OSI degerlerinin yiikselmesi; buna
karsilik, TAS seviyesinin de diismesi, hiicresel antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki diisiis
ile uyumludur. Mevcut bulgular, sicanlara U vit. verilmesinin bu enzimlerin aktivitelerini
normallestirdigini ve boylece U vit.’nin beyin dokusu tizerinde oksidatif hasara kars1 iyilestirici
etkileri oldugunu gostermistir. U vit.'nin akciger ve karaciger dokulari tizerindeki koruyucu

etkileri ile ilgili benzer sonuglar diger arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Sokmen ve dig.
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2012; Oztay ve dig. 2020; Abouzed ve dig. 2021). Bu bulgular, U vit. verilmesinin ROS’larin
notralizasyonu yoluyla oksidatif stresin Onlenmesinde Onemli bir rol oynayabilecegini
gostermektedir. U vit.’nin antioksidan enzimlerin aktivitelerini uyarma yetenegi, antioksidan

etkilerinin ortaya ¢ikmasinda hayati 6neme sahip olabilir.

LDH, oksidorediiktaz sinifi bir enzim olup H" transferinden sorumludur. Tiim ana dokularda
bulunan LDH enzimi, NADH+H"nin NAD"'ye oksidasyonu ile birlikte piruvatin laktata
reversibl doniistimiinii  katalize eder. Ayrica bu enzimin aktivitesi, yiiksek ROS
konsantrasyonundan veya GalN'nin varlifindan etkilenebilir (Okada ve dig. 2011). Bununla
birlikte, iyi bilinen bir doku hasar belirteci olan artmis LDH aktivitesi genellikle kimyasallarin
veya toksinlerin neden oldugu karaciger, kalp, beyin vb. organ toksisitesinin degerlendirilmesi
icin kullanilmaktadir (El-Beshbishy ve dig. 2012; Sokmen ve dig. 2012; Klein ve dig. 2020).
MPO enzimi hem grubu igeren ve memelilerin nétrofil graniillerinde bulunan bir enzim olup,
fagosite edilmis bakterilerin ortadan kaldirilmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu enzim,
organizmada cesitli patojenler nedeniyle asir1 ve kontrolsiiz ROS iiretimi/salinimi1 sonucunda
hem oksidatif stresi hem de noroenflamasyonu tetikleyen kritik bir enflamatuvar enzimdir.
MPO, ¢esitli uyarilara yanit olarak aktive edilebilir. Bunun sonucunda MPO, hipoklordz asit
(HOCI) tiretmek tizere kloriir ve H20: ile reaksiyona girer. Boylece, serbest radikal {iretimini
tetikleyerek oksidatif strese aracilik eder (Barbosa ve dig. 2020; Chen ve dig. 2020). XO,
memelilerde piirin metabolizmasinin son basamagi olan hipoksantinin ksantine oksidatif
hidroksilasyonunu ve ardindan ksantinin {rik aside hidroksilasyonunu katalize eder. XO
tarafindan katalizlenen bu reaksiyon, ayn1 zamanda H20: ve hidroksil radikallerinin olusumuna

da yol agar (Puzio ve dig. 2022).

Calismamizda, tek doz GalN enjeksiyonunun ardindan sigcanlarin beyin dokularinda doku hasar1
ve oksidatif stres belirte¢lerinden olan LDH, MPO ve XO aktivitelerinde kontrol grubuna
kiyasla anlamli artiglarin oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni, GalN’nin beyin dokusunda
serbest radikallerin olusumunu arttirmasi, dolayisiyla oksidatif stresin zararli etkilerine karsi
beyin hiicrelerinin adaptasyon stireci ile ilgili olabilir. Bu siirecte, ilk hat savunma enzimlerinin
beyin dokusundaki asir1t ROS iiretimini elimine edemedigi gibi, artmig MPO ve XO aktiviteleri
de halihazirda ROS olusumunu daha da arttirmis olabilir. Calismamizdaki bu veriler beyin,
karaciger, akciger, bobrek, dalak ve testis dokularinda oksidatif stresin neden oldugu hasari
gosteren c¢alismalar ile uyumludur (Catal ve dig. 2010; Usende ve dig. 2018; Tunali ve dig.
2019). Mevcut ¢alismada, U vit. verilmesi sadece LDH, MPO ve XO aktivitelerini azaltmakla
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kalmay1p, ayn1 zamanda antioksidan enzimlerin aktivitelerini de artirarak beyin dokularindaki
GalN aracili oksidatif hasar1 hafifletmistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler, U vit.’nin beyin
dokularinda yukarida bahsedilen enzimatik aktiviteleri olumlu yonde etkiledigini ve anormal
ROS olusumunu azaltarak GalN aracili oksidatif stresin zararli etkilerini hafiflettigini

gostermektedir. Ayrica, U Vvit.’nin tiim bu etkileri, antioksidan etkisinin bir sonucu olabilir.

AChE enzimi, esas olarak noromuskuler kavsaklarda ve kolinerjik beyin sinapslarinda
bulunmaktadir. Bu enzimin birincil fonksiyonu norotransmitter olan asetilkolinin asetata ve
koline hidrolizidir; ki, bu da kolinerjik sinyal iletiminin sonlanmasina neden olur (Phyu ve
Tangpong, 2014). AChE, ayn1 zamanda norodejeneratif bozukluklar i¢in kritik bir enzimdir.
Bir norotoksisite biyobelirteci olan AChE enziminin aktivitesindeki veya konsantrasyonundaki
degisiklikler de norotoksisite derecesinin tayin edilmesinde kullanilabilmektedir (Kalafatakis
ve dig. 2015; Turkyilmaz ve dig. 2021). ARE, hidrolaz sinift bir enzimdir. Bu enzim ayni
zamanda paraoksonaz (PON1) enziminin 3 farkli katalitik aktivitesinden biri olan fosfor grubu
icermeyen aril esterlerin hidrolizini katalizlemektedir. Cogunlukla ARE aktivitesindeki
degisiklikler, koroner arter ve vaskiiler demans gibi vaskiiler hastaliklarin yani sira Parkinson
ve gec baglangichh norodejeneratif hastaliklarla (Alzheimer gibi) da iliskilendirilmistir
(Castellazzi ve dig. 2016). CA enzimi, ¢inko i¢eren bir metalloprotein olup, CO2 ve suyun hizli
ve reversibl olarak bikarbonat ve protona donilisiimiinii saglayan bir biyokatalizordiir.
CO2/HCOs" karsilikli doniisiimiini katalizlemek suretiyle CO2’nin atilimi, pH homeostazi,
elektrolitlerin salgilanmasi, glukoneogenez, lipogenez ve iiregenez, kemik rezorpsiyonu ve
kalsifikasyonu gibi fizyolojik fonksiyonlara sahiptir (Zamanova ve dig. 2019; Lemon ve dig.
2021). CA enziminin sitozolik, mitokondriyal, membrana bagh ve tiikriikte olmak {izere 15 tane
izoenzimi bulunmaktadir. Bunlardan bazilari memeli beyninde nobet aktivitesi, beyin-omurilik
stvisinin olusumu, pH ve iyonik bilesenlerinin diizenlenmesi, biyosentetik reaksiyonlar i¢in
bikarbonat iiretimi gibi bir dizi fizyolojik siirece sahiptir (Celik ve dig. 2020). Sitozolik CA
izoenziminin aktif bolgesindeki spesifik siilfhidril gruplarinin, enzimin aktivite gdsterebilmesi
icin gerekli oldugu, esas olarak iskelet kasi, karaciger ve beyin gibi yliksek oksijen tiikketim
orani ile karakterize edilen dokularda bulunan ve burada oksidatif hasar1 onleyen hiicre
savunma siireclerine katilabilecegi gosterilmistir (Monti ve dig. 2017; Di Fiore ve dig. 2018).
Calismamizda, 500 mg/kg’lik GalN enjeksiyonunun, sicanlarin beyin dokularinda AChE
aktivitesinde anlamli olarak artisa; buna karsilik, ARE ve CA aktivitelerinde ise anlamli olarak

azalisa neden oldugu goriilmiistiir. Bu enzimlerin aktivitelerindeki degisikliklerin nedeni,
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GalN’nin 6ncelikle karacigerde fonksiyon bozukluguna (detoksifikasyon reaksiyonlarinda ve
hepatositlerde redoks dengesinin bozulmasit vb.) neden olarak asir1 ve kontrolsiiz ROS
olusumunu arttirmasi; bunun sonucunda da beyin dokusundaki oksidatif hasar1 tetiklemesi
olabilir (Rouf ve dig. 2021). Calismamizdan elde ettigimiz bulgularin, Kirbas ve dig. (2014)
tarafindan yapilan Parkinson hastalarindaki oksidatif stres parametreleri ile PON1-ARE
aktivitelerindeki azalmayla uyumlu oldugu goriilmektedir. Bir bagka ¢aligsmada, bir gesit bocek
ilact olan sipermetrinin gokkusagi alabaliklarinin beyin dokularinda antioksidan enzimlerin
(CAT, SOD, GPx) aktiviteleri ile AChE ve ARE aktivitelerini diisiirdiigii; buna karsilik, MPO
aktivitesini ise arttirdig1 bildirilmistir (Alak ve dig. 2019). Ote yandan, ¢alismamizda siganlarin
beyin dokularindaki CA aktiviteleri, GalN enjeksiyonunun ardindan azalmistir. CA
aktivitelerindeki azalmanin nedeni, GalN-aracili ve beynin nétralizasyon kapasitesini asan ROS
olusumu ile iligkili olabilecegi gibi fazla miktarda oksijen tiiketen beyin gibi organlarda ROS
artisina cevap olarak CA enziminin aktif bolgesinde yer alan spesifik stilthidril gruplarinin (-
SH), GSH ile konjugasyon meydana getirmesi de olabilir (Di Fiore ve dig. 2018). Mevcut
caligmada U vit., beyin dokularinda GalN-aracili oksidatif hasar durumunda AChE, ARE ve
CA aktivitelerinin geri kazanilmasini saglamustir. U vit., bu etkisini CAT, SOD, GPx, MPO
enzimlerinin aktivitelerini ve TAS seviyelerini arttirarak ve ayrica TOS seviyesini ve OSI
degerlerini de azaltarak gostermis olabilir. U vit., antioksidan 6zelligi sayesinde kontrolsiiz
ROS olusumunu dengeleyerek/sinirlandirarak GalN’nin neden oldugu serebral hasari

azaltabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizdan elde edilen verilen verilere gore 500 mg/kg’lik tek doz GalN enjeksiyonu,

deney gruplarinin beyin dokularindaki oksidan/antioksidan dengesinin oksidanlar lehine

bozulmasina neden olmustur. Bunun sonucunda ise,

En Onemli non-enzimatik antioksidan molekiil olan tripeptit yapisindaki GSH
seviyesinin ve organizmanin total antioksidan durumunun 6nemli bir gdstergesi olan
TAS seviyelerinin azalmasina; AOPP, ROS ve TOS seviyeleri ile OSI degerlerinin
artmasina sebep oldugu tespit edilmistir.

GalN-aracili oksidatif stresin yikict etkilerine karsi hiicrelerin ilk hat antioksidan
savunma mekanizmasinda yer alan CAT, SOD, GPx, GR ve GST enzimlerinin
aktivitelerinin azaldig1 bulunmustur.

GalN-aracili ROS olusumu neticesinde, dokulardaki oksidatif stres belirte¢lerinden olan
LDH aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte, hiicre i¢i redoks dengesinin
bozulmasi sonucunda, hem 6nemli bir enflamasyon belirteci olan MPO enziminin hem
de katalitik etkisindeki artis ile birlikte daha fazla serbest radikal olusumuna katkida
bulunan XO enziminin aktivitesinde ylikselme oldugu belirlenmistir.

Beyin dokusundaki toksisitenin Onemli belirteclerinden olan AChE aktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis, ARE ve CA enzimlerinin aktivitelerinde ise kayda

deger bir azalig goriilmiistiir.

Buna karsilik, GalN enjeksiyonundan 6nce 3 giin siireyle 50 mg/kg’lik U vit. verilmesi,

v' Azalmis GSH ve TAS seviyelerinin, artmis AOPP, ROS ve TOS seviyeleri ile OSI
degerlerinin tersine ¢evrilmesini saglamistir.

v Bozulan ilk hat savunma enzim aktivitelerinin (CAT, SOD, GPx, GR ve GST) geri
kazanilmasinda etkili olmustur.

v' LDH, MPO ve XO enzim aktivitelerinin kayda deger oranda diismesini saglamistir.

v GalN’nin bu toksik etkileri, U vit.’nin koruyucu etki géstermesi sonucunda oranda

ortadan kaldirilmistir.
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Caligmamizdan elde edilen verilerin sonuglarina dayanarak, GalN kaynakli oksidatif beyin
hasar1 neticesinde meydana gelen hem non-enzimatik hem de enzimatik biyokimyasal
degisikliklerin U vit. verilmesi ile tersine ¢evrildigi; bunun da U vit.’nin antioksidan savunma

sistemi tizerinde koruyu etki gostermesi ile iliskili oldugu sdylenebilir.
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ETiK KURUL iZiN YAZISI

Uyar: Canli denekler iizerinde yapilan tim arastirmalar i¢in Etik Kurul Belgesi alinmasi
zorunludur.
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