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OZET

ELEKTROMANYETIK ALANA MARUZ KALAN SICAN BEYIN DOKUSUNDA
OKSIDATIF STRES UZERINE KARNITININ IMMUNOHISTOKIMYASAL VE YAPISAL
ETKILERI

Miige KIRAY

Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji&Embriyoloji ABD Balgova, izmir

Bu caligmada Elektromanyetik Alana (EMA) maruz birakilan siganlarda, beyin
dokusunda karnitinin yapisal, antiapopitotik ve oksidatif stres uzerine etkilerini
incelemek amaglanmistir.

Calismada Wistar cinsi yetigkin erkek siganlar (250-300 g) kullanildi. Calisma
gruplart su sekilde olusturuldu: I. grup: Sham grubu. EMA'na maruz kalma ve
enjeksiyon uygulamasi yok (n=10). Il. grup: EMA+S grubu. EMA’na maruz kalan ve
serum fizyolojik uygulanan siganlar (n=10, 1 ml/kg, po, 30 gun). lll. grup: EMA+KAR
grubu. EMA’na maruz kalma+L-karnitin uygulanan sigcanlar (n=10, 300 mg/kg, po, 30
guiin). EMA+S ve EMA+KAR gruplarina 30 gun sureyle 50 Hz, 3 mT, 4 saat/gin EMA
uygulandi1 Sham grubuna EMA veya ila¢ uygulanmadi. Deney sonunda oksidatif stres
parametrelerinden lipid peroksidasyon drunleri (malondialdehit; MDA), antioksidan
enzimlerden superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), apopitozu
gostermek icin TUNEL ve aktive antikaspaz-3 immunohistokimyasal incelemeler yapildi.
Gruplar arasindaki farklar one-way ANOVA posthoc Bonferroni testi ile degerlendirildi.
P< 0.05 anlamlilik diizeyi esas alind..

EMA+S grubunda MDA degerleri, prefrontal korteks, striatum ve hipokampus
bolgelerinde sham ve EMA+KAR gruplarina gore anlamli olarak yiksek bulundu. SOD
ve GPx enzim aktiviteleri her ¢ beyin bolgesinde, sham ve EMA+KAR gruplarinda
EMA+S grubuna gore anlamli olarak yuksek bulundu. EMA+S grubunda apopitotik
hicre yogunlugu sham ve EMA+KAR gruplarina gore yuksek olarak bulundu. Sham ve
EMA+KAR gruplarinin sonugclari benzerlik gostermekteydi.

Sonug olarak bu calismada beynin farkh bolgelerinde EMA’nin neden oldugu
hasarlara kargi karnitinin koruyucu etkisi ilk kez gosterilmistir. Karnitin antioksidatif etkisi
aracihgiyla antiapopitotik etki gésterebilmektedir.

Anahtar kelimeler: Elektromanyetik alan, beyin, oksidatif stres, apopitozis, karnitin

SUMMARY



THE IMMUNOHISTOCHEMICAL AND STRUCTURAL EFFECTS OF CARNITINE
ON OXIDATIVE STRESS IN ELECTROMAGNETIC FIELD EXPOSED RAT BRAINS

Muge KIRAY
Dokuz Eylul University Medical School Departments of Histology&Embryology

Balcova, lzmir

The aim of this study was to investigate the effects of carnitine on apoptosis and
oxidative stres in electromagnetic field (EMF) exposed rat brains.

In this study, male Wistar rats (250-300 g) were used. Rats were divided in three
groups; group I: Sham group (n=10) was not exposed to EMF. Group Il was exposed to
EMF and received physiological saline solution for 30 days (EMF+S, n=10, 1 ml/kg, po).
Group Ill was exposed to EMF and received L-carnitine for 30 days (EMF+CAR, n=10,
300 mg/kg, po). Rats in EMF+S and EMF+CAR groups were exposed to 50 Hz, 3 mT
EMF for 30 days (4 h/day). Subsequently, oxidative stress markers (malonedialdehid;
MDA), antioxidative enzymes (superoxide dismutase; SOD and glutathione peroxidase;
GPx), TUNEL and active-anticaspase-3 immunohistochemistry for apoptosis were
examined in each group. All data were analyzed by one-way analysis of variance
(ANOVA) post hoc Bonferroni test. P< 0.05 was considered statistically significant.

MDA levels in prefrontal cortex, striatum and hippocampus regions were
significantly higher in EMF+S rats than those in sham and EMF+CAR rats. SOD and
GPx enzyme activities in all brain regions were significantly higher in sham and
EMF+CAR rats than those in EMF+S rats. Apoptotic cell death was increased in
EMF+S group. The results of sham and EMF+CAR rats were similar.

In conclusion, the protective effect of carnitine on EMF-induced damage in brain
tissue was demonstrated firstly in the present study. Carnitine exhibits antiapoptotic

effect via its antioxidative properties.

Key words: Electromagnetic field, brain, oxidative stress, apoptosis, carnitine
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1. GIRIS VE AMAC

Manyetik alanlar gunumizde yaygin olarak cevresel dagiim goéstermekte ve
elektrikli aletlerin gelismesiyle birlikte etkileri de artmaktadir (1). Gelismig Ulkelerde
elektrik dagitimi ve kullaniminin artmasi da Elektro Manyetik Alanlara (EMA) maruziyeti
arttirmaktadir. EMA maruziyeti ve kanser riski arasinda korelasyon bulunmasi konuyu
toplumsal sorun haline getirmektedir (2,3). Bu nedenle EMA’nIn biyolojik sistemlerdeki
olasi yan etkileri son yillarda yogun bir sekilde calisiimaktadir. Bazi epidemiyolojik
calismalar EMA maruziyeti ile beyin, meme ve hematolojik maligniteler arasinda
korelasyon bulundugunu gostermektedir. Ozellikle zayif EMA bircok hicresel
fonksiyonu etkileyebilmektedir ve dnemli bir etkisi de sinyal ileti yolaklari tzerinedir.
Yapilan in vitro ¢aligmalar EMA'nin hiicre proliferasyonu, apopitozis, farklilasma vs
Uzerine etkilerini ortaya koymaktadir. EMA’nin hicresel davraniglari nasil etkiledigi tam
olarak aciklanamamigtir, bununla birlikte membran yapisi ve kugiuk molekillerin
gecirgenligi, 6zellikle Ca*? transport sistemi, {izerine etkilerine ait hipotezler mevcuttur
(1,3). Diger hipotezler ise EMA'nin serbest radikal Uretimiyle sonuglanan kimyasal
reaksiyonlarla etkilesmesidir (2, 4).

EMA, atom ve molekuillerin eslesmemis elektronlarla elektron-spin (dénme)
hareketini direkt etkileyerek sinyal ileti yolaklarina etkimektedir. Bu etki spinle korele
serbest radikal eslesmesi ardindan redox iletisine etkimektedir. Bu olaylar growth
faktorler, iyon transportu, transkripsiyon ve apopitozla iligkilidir. Redox uyarisi
transkripsiyon genlerini, Reaktif Oksijen Turlerini (ROS) ve hicre 6limuiyle sonuglanan
mitokondrial komponentlerin oksidasyon/degradasyonunu aktive edebilir. Apopitozun bu
U¢c basamakh sire¢ yoluyla aktive oldugu distnilmektedir. Bu sebeple EMA, ROS
tzerine etkiyerek apopitoza yol agabilmektedir (5).

Serbest radikaller hiicre veya dokunun tipine ve etki suresi ile siddetine bagh
olarak degisen sitotoksik veya mitojenik etkiler olusturabilmektedir (2). Demir ve bakir
gibi gecis metalleri Fenton reaksiyonu yoluyla ROS uretimini arttirarak DNA ve diger
makromolekulleri hasara ugratabilen en o6nemli ajanlardir. ROS, non-radikallerle
reaksiyona girdigi zaman yeni serbest radikaller olusarak lipid peroksidasyonu gibi zincir
reaksiyonlarini baglatabilir. Hucresel seviyede lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve
nukleik asitler ROS ile reaksiyona girerek hasarlanabilir. ROS artigi hiicreyi oksidatif
strese sokarak reversibl veya irreversibl doku hasarini baslatan fonksiyonel ve

morfolojik bozukluklara yol agabilir. ROS, direkt veya indirekt yollarla apopitotik veya
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nekrotik hiicre olumind baglatabilir. Hiicre 6lumu ROS dretimiyle iligkisi olan fizyolojik
veya non-fizyolojik ajanlarla indiiklenebilir. Yapilan in vitro galismalar EMA’nin apopitozu
indukledigini gostermigtir (4).

Karnitin insan dokularinda yaygin olarak bulunan dogal bir maddedir. Yag
asitlerinin oksitlenerek enerji Uretmek tzere mitokondriye taginmasinda esansiyel rol
oynamaktadir. Karnitinin esas depo boélgeleri olan kalp ve iskelet kasindaki seviyeleri
yasla birlikte azalmaktadir. Digardan verilen karnitin destegi lipid metabolizmasindaki
yasa bagl degisimler tzerine olumlu etkiler yapmaktadir (6). Karnitin 6karyot hiicrelerde
metabolik olarak yikilmadigdi icin regulasyonu su yollarla olmaktadir; endojen olarak
sentezi, digsardan diyetle alimi ve renal reabsorbsiyonu. Karnitin etkin sekilde bébrekten
reabsorbe olmakla birlikte triner atihmi buytk oranda diyete baglidir. Diyetsel aliminin
artmasi halinde bobrekler reabsorbsiyonunu azaltarak adapte olmaktadir (7, 8).

Karnitin eksojen olarak verildigi zaman 6zgun tagiyicisi ile hizhi bir sekilde kan-
beyin bariyerini gegmektedir. Bu yonuyle karnitin ndroprotektif ajan 6zelligi gostermekte,
nekrotik ve apopitotik ndron olumund engelleyebilmektedir. Yapilan c¢alsmalarda
karnitinin iskemiye bagh néron 6lumuanid engelledigi gosterilmistir (9).

Beyin dokusu diger organlara gore daha fazla toksik radikaller Gretmesi nedeniyle
serbest radikal hasarina yatkinlik gostermektedir. Beyin dokusunda antioksidan sistem
aktivitelerinin bolgesel farkhlik gostermesi ve metabolik hizlarin degisken olmasi
oksidatif hasarin bolgesel birikimine neden olabilir (10,11). EMA maruziyeti beyinde
bir¢cok biyolojik sureci etkilemenin yanisira tek veya cift zincir kiriklarina yol agabilmekte,
bu durum karsinogenez gelisimi i¢in potansiyel risk olugturmaktadir (12,13).

Bu bilgiler 1s1ginda ¢alhismanin amaci; EMA’na maruz birakilan beyin dokusunda
karnitinin farkli beyin bolgelerinde (korteks, striatum, hippokampus) oksidatif stres
tzerine immunohistokimyasal ve yapisal etkilerini arastirmaktir. Bu amagla ug¢ farkli
beyin bodlgesinde karnitinin lipid peroksidasyonu (MDA) ve antioksidan enzim
(suiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx)) aktiviteleri Gizerine potansiyel
etkileri belirlenecektir. Ayrica karnitinin dokudaki apopitosis ve ultrastriktirel yapi

tzerine etkileri 151k ve elektron mikroskopik olarak degerlendirilecektir.
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2. GENEL BILGILER

Son yillarda EMA’nIn insan sagligi, 0zellikle de beyin Gzerine 6nemli etkileri olasi
risk faktdrleri olarak agiklanmaktadir. EMA beynin elektriksel aktivitesi yani sira kognitif
surecler, enerji metabolizmasi ve nérotransmitter sistemleri de etkilemektedir. Manyetik
alanlarin etki olusturmasinda serbest radikaller rol oynamaktadirlar. Serbest radikal
aracihgiyla olusabilen DNA zincir kiriklari, maruz kalma suresi ve siddetine bagli olarak
beraberinde karsinogenezis riskini de getirmesi nedeniyle 6nem tasimaktadir. DNA
hasarinin yani sira protein ve lipidlerin de serbest radikal araciligiyla hasarlanmasi
insan saghgi tzerinde 6nemli etkiler olusturabilmektedir. EMA’'nin beyinde apopitozu da
arttirmasi serbest radikal olusumu araciligiyla gergeklesebilmektedir. Bu nedenlerle
antioksidan destek saglanmasi EMA'nin olasi zararl etkilerini minimuma indirmek
acisindan yararl olacaktir. Bu ¢alismada, dogal bir antioksidan olan karnitin’in, EMA’na
maruz kalan beyin dokusunda koruyucu etkisinin olup olmadigi arastirilacak ve konuyla

ilgili literattire yeni bir kaynak saglanmig olacaktir.

2.1. Elektromanyetik Alan

2.1.1. Elektriksel Alan

Elektrik alani E vektori simgesi ile gosterilir. Eksi yuk igin elektrik alan vektoru E,
radyal (yukten olan dogrusal uzaklik) olarak eksi yuke dogru yonelmistir. Arti yuk igin ise
durum, radyal olarak ytkten disari dogrudur. Bu vektoriin anlami R kadar bir uzaklikta
bulunan arti birim yuk tzerine etki eden kuvvetin buyukligi ve yonuyle ayni olmasidir.
Yani R kadar uzakliga konan bir arti birim yukin, ne kadar kuvvet, ivme ile nereye
dogru hareket edecegini gostermektedir. Elektrik alan vektériinin siddeti 1/R? ile orantili
olarak azalir.

Elektrik alan vektoru, elektrik alan gizgilerini olugturur ve gizgilerin nereden nereye
dogru gittigini gosterir. iki zit kutuplu yiik icin elektrik alan cizgileri, artidan ¢ikip ekside
son bulur. iki farkh ¢izgi higbir zaman bir diger ¢izgiyi kesmez. Ayni kutuplu iki arti veya
eksi yuk icinse, yuklerden gikan cizgiler birbirlerini kesmeyecek bir bigcimde birbirini

biker ve sonsuzda son bulur (14,15)

2. 1. 2. Manyetik Alan
Elektrik alani, bir gbzlemciye gore duran yuklerin olugturdugu bir alan ¢esidi iken,

manyetik alan ise bir gbzlemciye gore diizgiin dogrusal (ivmesiz) hareket eden yuklerin
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olusturdugu bir alandir. Manyetik alan da elektrik alan gibi vektdrel (yonu ve buyuklagu
olan) bir niceliktir. Manyetik alan vektéri, B simgesiyle gosterilir. Vektérin yonu,
yuklerin hareket yonune diktir. Manyetik alan c¢izgileri, elektrik alan ¢izgilerinin aksine bir
yukte baslayip bir yukte son bulmazlar. Tersine, alan cizgileri kendi Gzerine kapanan
egdriler olustururlar. Bunun yaninda, elektrik alan ¢izgileri gibi birbirlerini kesmezler.

Elektrikte hareket eden yikler, arti yikler olarak kabul edilir ve eksi yuklerin
(ashnda hareket eden yukler eksi yukli parcaciklar olan elektronlardir) tersi yoninde
aktid1 kabul edilir. Teoriler ve hesaplar arti yiklerin hareketine gore ¢ozulur. Manyetik
alan cizgilerinin sikhgi, akim gegen telden radyal uzakhgin karesiyle ters orantili olarak
azalir. Bilimsel otoritelerce kabullenilmis olan sag el kurali gegerlidir. Sag el kurali, sag
el bagparmaginizi akim yoéninde tutup diger parmaklarinizi tel etrafina doladiginizda
manyetik alan vektorinin yonunu bulmanizi saglar.

Manyetik alan, gunlik yasantimizda her yerde karsimiza c¢ikmaktadir. Akim
geciren her sey, manyetik alan olusturur, miknatislar manyetik alan olugturur, hatta

diinyanin akiskan olan i¢ kesimleri dahi dinyanin manyetik alanini olusturur (15,16).

2.1.3. Elektromanyetik Alan

Manyetik alan ve elektrik alanin kokenleri, her zaman yuklere baghdir. Eger bir
gozlemciye gore yuklli parcaciklar hareket etmiyorsa, orada sadece elektrik alan vardir.
Eger yukler hareket halinde ise, gbzlemciye gore yukli parcaciklarin hareketinden otiru
gozlemci elektrik alanin yani sira bir de manyetik alanin etkilerini hissedecektir. Faraday
ve Maxwell, bu olgularin yuklerin gézlemcilere gore hareketlerinden kaynaklandigini ve
zamana bagll olarak degisen manyetik alanin bir elektrik alan olugturacagini ve ayni
zamanda, zamana bagh olarak degisen elektrik alanin bir manyetik alan olugturacagini
buldular ve formillestirdiler. Elektromanyetik alan aslinda manyetik alanla elektrik alanin
birlestiriimis halidir.

Bir elektron ya da hareketsiz yik veya yukli cisim kendi ¢evresinde bir elektrik
alan olusturur. Oysa ki bu yiik hareketli olsa o0 zaman bir miknatis alan da olusturur. iste
bu iki alana birlikte elektromanyetik alan denir. Hareket halindeki elektronlar bir kabloda
ilerlerken olusturduklar manyetik alan elektrik akiminin yonu ile iligkilidir. Manyetik
alanin yonunu tespit etmek icin sag el Fleming kurali kullanilir. Bu kanuna goére
basparmak elektrik akiminin ydnunu gosterirken diger parmaklar manyetik alanin
yonunu gosterir. Elektrik akimi etrafinda siddeti ile orantili olarak belli bir yogunlukta

manyetik alan olusturur. Elektrik akiminin siddeti arttikga etrafinda olusan manyetik
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alanin giddeti de artar. Manyetik alanin yogunlugu kabloya yakin kisimda fazla iken

kablodan uzaklastikga manyetik alan yogunlugu azalmaktadir (15,16).

2. 1. 3. 1. Elektromanyetik Alan Olugsumundaki Temel Teoriler

2.1.3. 1. 1. Helmholts Teorisi

Temeli sagd el Fleming kanununa dayanmaktadir. Bir bobinden elektrik
gecirdigimizde basparmak elektrik akiminin yonini gosterirken diger parmaklar
manyetik alani gostermektedirler.

Akim dairesel olarak sagdan sola dogru gitmekteyken manyetik alan yukariya
dogrudur. Eger akim tam zit yonde soldan saga dogru giderse manyetik alan agagiya
dogru olacaktir. Manyetik alanin yogunlugu halkanin merkezinde en st dizeydedir.
Manyetik alan yogunlugu akim ile dogru orantili iken, bobinin uzunlugu ile ters orantihdir
(14,16).

2.1.3.1.2. Selenoid Boru Teorisi
Bu yontemde bir borunu etrafina teller sarilarak bir bobin olusturulmustur. Bu
borunun iginde ve merkez ekseninde manyetik alan yaklasik olarak esittir fakat borunun

iki ucundaki manyetik alan esit degildir (15,16).

2.1.3.2. Elektromanyetik Alanlarm Olg¢i Birimleri

Elektrik ve manyetik alanlar, elektrik akimlarinin oldugu guic¢ hatlari ve kablolari,
elektrik tesisatinin doseli oldugu alanlarda goralir. Elektrik sarjlarinda ortaya ¢ikan
elektriksel alanlar volt/metre ile (v/m) olculir. Tahta ve metal gibi bazi yaygin maddeler
bu alanlardan korunmada etkilidir. Elektrik sarjlarindan kaynaklanan manyetik alanlar
tesla (T), militesla (mT) veya mikrotesla (uT) ile degerlendirilirler. Bazi Ulkelerde
kullanilan diger birim de gauss (G) tur. 1T=10000G, 1T=1.000.000 T, 1uT=10 mG.

2.1.3.3. Manyetik Alanm insan Sagligi Uzerine Etkisi

Son elli yildir elektromanyetik tayfin birgok boélimundeki enerji turleri gunluk
yasamda kullanilmaya baslanmigtir. Bunlarin yaninda evlerdeki elektrikli aletlerin ve
kablolarinin, is ve biro makinelerinin, elektrik iletim ve dagitim hatlarinin, bilgisayar
ekranlarinin da yaydigi elektromanyetik alanlar vardir. Bu nedenle her gegen gin biraz
daha fazla elektromanyetik alan ve dalgalarin etkisinde kalinmaktadir. Elektrik

hatlarindan ev aletlerine kadar insan yapisi elektrik sistemlerinin tim 6geleri dogal
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degerlerin ¢ok Uzerinde manyetik alanlar olustururlar. Evrimin herhangi bir asamasinda
insan ya da 6teki canli turleri, bu denli yogun bir bigimde elektromanyetik alanlarin etkisi
altinda kalmamistir.

Tip alaninda ve elekirik teknolojisindeki hizli ilerlemelere karsin, elektromanyetik
alanlarin biyolojik dokulara ve insan sagligina etkileri, tzerinde az calisilan konular
olmustur. Bu nedenle de hala tartismal bir konudur. Son 30 yilda basta ABD ve Avrupa
olmak Uzere tim dunyada yuzlerce arastirma yapildi ve yapilmaktadir. Kimi
arastirmalarda dikkat cekici sonuclara ulasilmigtir. Ornegin 1994'te ABD’de ve
Finlandiya’da yapilan aragtirmalar, elektromanyetik alanlarin ¢ok sik etkisinde kalan
iscilerde Alzheimer hastaliginin normal insanlara gore erkeklerde 4.9 kat, kadinlarda da
3.4 kat daha c¢ok goruldugunt ortaya koydu. 1998'de gercgeklestiriien bir bagka
arastirmada radyo operatorleri, endiustriyel donanim igcileri, veri igsleme aygiti tamircileri,
telefon hatti iscileri, elektrik santralleri ve trafo merkezinde calisan isgilerle film
makinistlerinde Alzheimer hastalidi, Parkinson hastaligi ve bagka bir takim norolojik

bozukluklarin daha ¢ok gorildugu ortaya ¢ikmistir (17,18).

2.1.3.3.1. Elektromanyetik alanin santral sinir sistemi Gizerine etkileri:

1950-1986 yillar arasinda 5 elektrik girketinde ¢alisan toplam 13900 igciden 6000
tanesi secilmis ve bu kigiler Gizerinde arastirma yapilmigtir. Bu kigiler ortalama 16 yildir
bu iste calismaktadirlar. Bu arastirmaya gore bu iscilerde normal topluma gdore intihar
riski 2 kat daha fazla bulunmustur ve intihara tesebbiis edenlerin yaslari 50’den
kiiguktur. Bu arastirmaya gore elektromanyetik alan muhtemelen melatonin hormonu
Uretimini azaltmaktadir. Melatonin uyku uyanikhlik diizeni ve biyolojik ritmi diizenleyen
bir hormondur, melatonin dizeyinin azalmasi depresyon ile birliktelik gostermektedir
(19).

1997'de Lai ve ark. radyofrekans dalgalarina maruz kalmanin rat beyin
hicrelerinde DNA kiriklari olusturdugunu bildirirken, buna paralel olarak Robinson ve
ark. da HL-60 ve HL60R soylarinda elektromanyetik alanin etkisi ile DNA tamir oraninda
azalmanin oldugunu belirtmektedirler (20,21).

Ro0sli ve ark. 2007 de yayimladiklari ¢alismanin sonucuna gore 1972-2002 yillari
arasinda demiryolunda ¢alisan iki is¢i grubu incelenmis ve sonug olarak disik frekansl
manyetik alana maruz kalmak ile Alzheimer hastaligina yakalanmak arasinda anlamli

bir iligki oldugu ve hastaligin sonraki sureclerinin bu iliskiden etkilendigi bildiriimistir (22).

16



1999 yilinda memeli hayvanlar Uzerinde arastirmaya gore dusuk frekansl
elektromanyetik alan melatonin salgilanmasini azaltmaktadir (19).

2002 yihinda 900 MHz 45 dakika sureyle elektromanyetik alan ratlarin 6grenme
becerilerini olumsuz yonde etkilemistir (23).

Epidemiyolojik arastirmalara gore ev aletlerinin yaydigi elektromanyetik alan
noroendokrin Urdnlerin salgilanmasina etki ederek uyku fazlarinin bozulmasina neden
olmaktadir (24).

2.1.3.4. EMA’nIn olasr etki mekanizmalarr:

Elektromanyetik alan serbest radikal yogunlugunu artirip biyokimyasal
reaksiyonlar aracihgi ile hiicre hasarina neden olmaktadir. Bir kimyasal reaksiyona
giren serbest radikaller tepkimeye girdikleri organik maddeden bir bag koparip elektron
kazanirlar. Bunun sonucunda serbest radikal tepkimeye girdigi maddeyi de serbest
radikal haline cevirir. Elektronlar atomlarin gevresinde bir yoriingede dénmektedir.
Elektronlar kimyasal bag olusumuna Kkatildiklari zaman anti-paralel yoériingelerde
donerler. Bir kimyasal bag olusumu i¢in elektronlarin yoriingelerde anti-paralel dénmesi
gerekmektedir. Su anda bilinen elektronlarin kimyasal reaksiyonda ydrtingelerini
degistirmedikleridir. Kimyasal baga katilmis olan elektronlar bag kirildiktan sonra
serbest radikaller olusur. Bu serbest radikallerdeki yoringeler anti-paraleldir (serbest
radikaller olugtugu anda yoéringeler anti-paraleldir, daha sonra yoringeler
degisebilmektedir). Birbirine yakin serbest radikaller olustuklari anda tekrar kararl
duruma dénmek igin birbirleri ile bag olusturmalari beklenir. Fakat serbest radikaller
hizla paralel yoriingelere donip reaksiyona girmezler. Anti-paralel yoringeye sahip
serbest radikallerin hizla paralel yoringeye donusip birbirleri ile tekrar bag
olusturmalarini engelleyen bir mekanizma olmasi gereklidir. Elektromanyetik alan
elektronlarin yoringelerine 2 sekilde etki etmektedir:

1) Cekirdek ve elektron arasinda c¢ok hassas olan etkilesime ‘hyper-fine
interaction’ denir ve buna elektromanyetik alan etki etmektedir. Anti-paralel yoriingedeki
elektronu paralel yoriingeye cevirmektedir. Bu yuzden bag kirilir ve serbest radikal
olusur.

2) Paralel yorungedeki elektronlarin  enerjileri baslangigcta esittir  fakat
elektromanyetik alana maruz kaldiklari zaman bu esitlik bozulmaktadir. 3 tir paralel

yoringede elektronlar olusur (25).
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2.2. Serbest radikal; tanimr ve yapisr:

Son yoriungelerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron igceren molekdl, iyon
veya bilesikler bagska molekuller ile etkilesime girerek bu molektlden elektron alir veya
verirler. Baska molekdllerle kolaylikla elektron ahlgverigsine girebilen bu molekullere
serbest radikaller denir. Serbest radikaller reaktif bir yapiya sahip olup egslenmemis

elektronlarini paylasmak igin diger molekullerle hizla reaksiyona girerler (26,27).

Serbest radikaller ti¢ sekilde olugabilir (28):

1. Non-radikal bir molekilden tek bir elektron kaybi.

X — e+ X"

2. Non-radikal bir molekilin tek bir elektron kazanmasi.

X+e __, X

3. Homolitik yarilma. Normal bir molekilin kovalan bagdinin homolitik

yarilmasi sonucu eglesmis elektronlardan her birinin ayri par¢cada kalmasi.

XY — X+Y

2.2.1. Serbest radikaller ve reaktif oksijen tirleri:
Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen turleri asagida 6zetlenmigtir (28,29):
Oksijen merkezli serbest radikaller:

Superoksid radikali (O2")

Hidroksil radikali (' OH)

Alkoksil radikali (RO")

Peroksil radikali (RO2™)

Hidroperoksil radikali (HO')

Oksijen merkezli olmayan serbest radikaller:
Karbon merkezli (Lipid radikalleri)
Alkoksi radikalleri
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Salfar merkezli (Sulfur radikali)
Hidrojen merkezli (Hidrojen radikali)
Demir merkezli (Perferil radikali )

Azot merkezli ( Nitrik oksid ,Nitrojen dioksid)

Radikal olmayan reaktif oksijen turleri:
Ozon (O3)
Hidrojen peroksit (H205)
Hipoklorik asid (HOCI)
Singlet oksijen (*O>)
Peroksinitrit (ONOO)

2.2.2. Serbest radikallerin kaynaklar:

Organizmada serbest radikal ve reaktif oksijen turlerinin olusmasina yol agan

endojen ve eksojen kaynaklar bulunmaktadir.

2.2.2.1. Endojen kaynaklar

2.2.2.1.1. Mitokondrial ve endoplazmik retikulum elektron transport zinciri

insan viicudu tarafindan alinan oksijenin yaklagik %85'i mitokondrial elektron
transport zincirinde kullanilmaktadir. Mitokondriler adenozin trifosfat (ATP) Uretimi igin
esas kaynagi olusturan organellerdir. Metabolik enerji tretimi i¢cin oncelikle yag asiti
veya glukoz oksidize olur ve elektron tagiyicilari (6rnegin, nikotin adenin dinucleotid
(NAD), flavin mononucleotid (FMN), flavin adenin dinucleotid (FAD) yoluyla elektron
kaybederler. Sonug olarak indirgenmis NAD (NADH) ve flavinler (FMNH, ve FADH; )
olusur. NADH ve indirgenmig flavinler i¢ mitokondrial membranda tekrar oksidize
olurken organizmanin temel yakiti olan ATP kazanilmaktadir (28). Oksidasyon
basamakli bir sekilde gerceklestigi icin enerji salinimi da yavas yavas olmaktadir.

NADH'dan ayrilan elektronlar zincirdeki enzimlerin yapisinda bulunan demir iyonlarinin
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indirgenmesinde kullaniimaktadir. Elektron transport zincirinde en son oksijeni kullanan
oksidaz enzimi, sitokrom oksidazdir. Sitokrom oksidaz demir ve bakir iyonlari igerir. Bu
metaller oksijenin indirgenmesinde rol oynarlar (29,30). Elektron transport zincirinin
erken basamaklarinda birka¢ elektron oksijene dogru sizmakta ve bu sizma superoksit
radikallerinin olusumuna neden olmaktadir. Normal sartlarda mitokondride indirgenen
oksijenin %1-3'U superoksit radikali olusturabilmektedir. Mitokondri hasar goérdigu
zaman sizma artmakta ve dolayisiyla superoksit radikalleri de artmaktadir (31,32).
Endopazmik retikulumda da NADPH-P450 rediktaz enzimindeki flavinlerden

oksijene elektron kagagi olmakta ve superoksit radikalleri olusmaktadir (28).

2.2.2.1.2. Notrofil fagositoz sistemi

Notrofil ve makrofajlarin plazma membraninda bulunan NADPH oksidaz enzim
sistemi aktive olunca (bakteriel enfeksiyon gibi durumlarda) superoksit radikali olugur,
superoksit radikali de hidrojen perokside indirgenir. Mikroorganizmalara karsi
savasmada temel mekanizma olan bu olay solunumsal patlama olarak adlandirilir
(28,29).

2.2.2.1.3. Ksantin oksidaz sistemi

Organizmaya alinan oksijenin %10-15’i mitokondride kullaniimaz, degisik oksidaz
ve oksijenaz sistemleri tarafindan dogrudan veya kimyasal (enzimik olmayan)
tepkimeler yolu ile kullanilir. Ksantin ve hipoksantinin Urik asite oksidasyonu ksantin
dehidrogenaz enzimi tarafindan katalizienmektedir ve elektronlar oksijene degil NAD"
tzerine aktariimaktadir, bdylece normal kosullarda ROS Uretimi olmamaktadir (28,29).
iskemi sirasinda sitozolik kalsiyum artmasi sonucu hiicre ici proteazlar aktive olarak
ksantin dehidrogenazi ksantin oksidaza donistiriir. Iskeminin baglamasiyla ATP
katabolizmasi sonucu olusan adenozin, inozine doénustiiruliir. inozin de hipoksantine
donusur. Boylece dokularda biriken hipoksantin ve ksantin reperfiizyonla gelen O ile

ksantin oksidaz enzimi araciligiyla birleserek O, olusur (33).
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2.2.2.1.4. Arasidonik asit metabolizmasi

Prostoglandin sentezindeki ilk basamak olan yag asiti substratinin elde edilmesi
icin fosfolipaz A, enzimi aktive olarak membran lipidlerinden arasidonik asiti
ayirmaktadir. Arasidonik asitin eikozonoidlere (prostaglandin, l6kotrien ve tromboksan)

enzimatik oksidasyonu sirasinda ROS olusumu goértlmektedir (28).

2.2.2.1.5. Enzimatik olmayan reaksiyonlar

Biyolojik olarak dneme sahip birgok molekil demir ve bakir gibi gegis metallerinin
katalizorlugunde molekuler oksijen tarafindan otooksidasyona ugramakta ve superoksit
radikali olusturmaktadir. Bu molekdller gliseraldehit, adrenalin, noradrenalin gibi

hormonlar ve dopamin gibi ndrotransmitterleri kapsamaktadir (32,34).

2.2.2.2. Eksojen kaynaklar
Organizmada serbest radikal olugturan eksojen kaynaklar sunlardir (28,35):

iyonizan radyasyon,

hepatotoksinler (Karbon tetraklorir ),

ksenobiyotikler,

redoks siklusu yapan maddeler( paraquat, nitrofurantoin),
kemoterapotikler (Adriamisin ),

hava kirliligi,

sigara.

2.2.3. Serbest radikaller ile olugsan hiicresel hasarlar:
Serbest radikaller lipidler, proteinler ve DNA gibi hiicresel bilesenlerde oksidan

hasar olugturmaktadir. Serbest radikallerin organizmada olusturdugu ana etkiler

sunlardir:
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2.2.3.1. Lipid Peroksidasyonu:

Serbest radikal hasarinin esas sureci lipid peroksidasyonu olarak kabul
edilmektedir. Yaslanmayla birlikte dokularda oksidize lipid reziduleri olan lipofussin
pigmenti birikmektedir. Biyolojik membranlar, yiksek oranda doymamis yag asiti
icerirler (PUFA) ve serbest radikal hasarina kargi ¢ok hassastirlar (36,29).

Membrana yapisik poliansatire yag asitleri 6zellikle hidroksil radikali tarafindan
saldirlya ugrar ve yag asiti zincirinden bir hidrojen atomunun uzaklasmasi ile lipid
peroksidasyonu baslar. Boylece bir yag asiti zinciri radikal 6zellik kazanir. Lipid
radikallerinin molekuler oksijenle reaksiyona girmesi sonucu lipid peroksid radikali
meydana gelir. Bu radikal diger yag asitlerini etkileyerek serbest radikal zincir
reaksiyonunu baslatir. Lipid peroksidasyonu lipid peroksitlerinin malondialdehit (MDA)
ve diger karbonil bilegiklerine donusmesiyle sona erer (28). Membran lipidlerinin
yaslanmaya bagli peroksidasyonu membran batinliginin bozulmasina ve sonug
olarak sinyal iletimi veya iyon gegirgenligi gibi yagsamsal fonksiyonlarda bozulmaya yol
acar. Lipid peroksidasyonun gostergesi olarak Tiobarbiturik asitle raksiyona giren

maddeler (TBARS) icerigi doku, idrar veya plazma drneklerinde 6lgtlmektedir (37,38).

2.2.3.2. DNA ve serbest radikal hasarr:

ROS herhangi bir hiucresel yapi veya molekile saldirabilir, bununla birlikte
yaslanma sireci dugtnuldugiu zaman esas hedeflerinden biri DNA'dir. ROS purin ve
pirimidin bazlarinda kimyasal modifikasyonlara neden olabilir ve oksidatif baz
modifikasyonlari mutasyonla sonuglanabilir (39). Hidroksil radikali DNA’nin butin
bazlarinda modifikasyon olugtururken, singlet oksijen dncelikle 8-hidroksilasyon yoluyla
guanin bazini modifiye etmektedir. DNA hasari deoksinukleotidleri ve bazlan
serbestlestiren endonukleaz ve glikozilaz enzimleriyle onariimaktadir. Bazlar direk
olarak idrara atilir, deoksinukleotidler ise idrara atiimadan 6nce mononukleotidlere
metabolize edilir. Oksidasyona ugrayan nukleotidlerin idrarda bulunmalari bu sirecin
patolojik olmayan kosullarda da olustugunu gostermektedir. Oksidatif DNA hasarini
belirlemek icin c¢ogunlukla idrarda 8-hidroksiguanin ve 8-hidroksi-2-deoksiguanosin

Olcima kullaniimaktadir (40,41).

2.2.3.3. Proteinler ve serbest radikal hasarr:
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Proteinler ve proteinlerin yapitagi olan aminoasitler de serbest radikallerin
hedeflerindendir. Serbest radikaller kovalan olarak proteinlere baglanirlar. Membran
lipidlerinin oksidasyonu sonucu olusan lipid radikalleri proteinlere hasar verebilmekte ve
proteinlerin pargcalanmasina neden olmaktadir, ayrica lipoproteinlerin oksidasyonu
ateroskleroz gibi vaskiler hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir (32).
Proteinlerin amino asit yan zincirlerinin oksidatif hasari sonucu protein oksidasyon
drtinleri ve karbonil tarevleri olusabilmektedir. Serbest radikaller, proteinlerde
parcalanmaya ve polimerizasyona yol acarlar. Proteinlerdeki karbonil gruplari oksidatif
hasarin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Serbest radikal hasarinin bir gostergesi
olarak protein oksidasyon durtnleri, spektrofotometrik yontemle doku veya plazma

orneklerinde ol¢ulebilmektedir (32,37).

2.2.3.4. Karbonhidratlar ve serbest radikal hasarr:

Hidroksil radikallerinin karbonhidratlara, 0Ozellikle glikoza etki etmesi sonucu
peroksil radikalleri olusmaktadir. Ayrica glikoz, aldehit grubu icermesi nedeniyle toksik
etki yapabilmektedir. Aldehitler reaktif maddelerdir ve proteinler ile DNA'ya baglanarak
enzimatik olmayan glikasyonlarina yol acarlar. Glikasyon reaksiyonu glikoz seviyeleri
yukseldiginde daha kolay olusur ve diabetli hastalarin bazi proteinlerinde saptanabilir
(28,32). Glikasyon urunlerinin serbest radikallerle oksidasyonu sonucu ileri glikasyon
son drunleri (AGE) olusur. AGE birikimi doku hasarina neden olur, kollajen dokuda

birikmesi elastikiyet kaybina ve bdbrekte bazal membran hasarina neden olabilir (28).

2.3. Antioksidan savunma mekanizmalars

Okside olabilen bir maddenin oksidasyonunu geciktiren ya da Onleyebilen
maddeler antioksidan olarak tanimlanmaktadir (36). Belirli bir dizeye kadar olan
oksidan molekil artig1 yine vicutta daima belirli bir seviyede bulunan dogal endojen
antioksidan molekdller tarafindan etkisiz hale getiriimektedir. Bdylece organizmada
oksidan duzeyi ve antioksidanlarin gucu bir denge igindedir. Oksidanlar belirli bir
diizeyin Uzerinde olusur veya antioksidanlar yetersiz kalirsa, oksidan molekuller
organizmanin yapi taglari olan protein, lipid, karbohidrat, nikleik asid ve vyararh
enzimleri hasara ugratirlar (29,42).

Antioksidan savunma sistemi asagidaki komponentlerden olusur (28,36,39):

- Serbest radikaller ve diger reaktif turleri ortadan kaldiran enzimler: Superoksid
Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT) ve Glutatyon Peroksidaz (GPx).
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- Demir ve bakir iyonlari gibi pro-oksidanlarin etkilerini en aza indiren proteinler.
Ornegin; transferrin, haptoglobulin.

- Duslik molekler agirlikli ajanlar. Ornegin; glutatyon, a-tokoferol. Askorbik asit ve
a-tokoferol gibi bazi dusik molekuler agirhikli antioksidanlar diyetle alinirlar. Beslenme
ve antioksidan defans arasinda 6zel bir iligki bulunmaktadir.

- Biyomolekiilleri hasarlanmaya karsi koruyan diger molekuller. Ornegin; 1si1 sok
proteinleri.

ilaclar. Ornegin; sitokinler (TNF ve interlokin), demir selatorleri
(desferroksamin, dimetil tiotre, seruloplasmin), ksantin oksidaz inhibitorleri (allopurinol,
oksipurinol), NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin lokal anestezikler, Ca kanal
blokerleri, nonsteroidal antienflamatuar ilaglar), mannitol, barbitiratlar, flavonoidler,

trimetazidin, indepamid, H, reseptdr blokerleri.

2.3.1. Antioksidan savunma enzimleri

2.3.1.1. Superoksid dismutaz (SOD)

SOD oksijeni metabolize eden bitin hiicrelerde bulunan ve siperoksidin hidrojen
perokside dismutasyonunu Kkatalizleyen bir metalloenzimdir. Bu enzim sadece
superoksid radikali icin spesifiktir. Enzimatik olmayan kosullarda ¢ok yavas olan
superoksidin dismutasyonunu hizlandirarak hidrojen peroksit ve molektler oksijeni
olusturmaktadir. Karacigerde SOD aktivitesi kalbe gore dort kat daha fazladir. Memeli
dokularinda SOD enzimi temelde hicre ici yerlesimlidir, %10 kadari hicre diginda
bulunmaktadir (28). SOD’un ug farkli formu bulunmaktadir (28,43,44):

1. Bakir ve ginko iceren (Cu-Zn SOD) dismutazlar (Sitozolik SOD) : Aktif
bolgesinde bakir ve c¢inko igerir. Bu enzim protein yapisindadir ve hicrelerin
sitoplazmasinda yerlegmistir. Cinkonun stabiliteyi sagladigi, bakirin ise aktiviteden
sorumlu oldugu dusunilmektedir. Cinkonun ayrilmasi irreversibl iken bakir reversible
olarak ayrilip tekrar baglanabilir. Isitmaya, proteazlara ve Ure gibi ajanlarla
denaturasyona karsi direnglidir. Cu-Zn SOD karaciger, beyin ve testiste en ylksek,
akciger ve pankreasta ise en duguk konsantrasyonlarda bulunmaktadir.

2. Manganez iceren (Mn-SOD) dismutazlar (Mitokondrial SOD) : Mitokondri

matriksinde bulunan Mn-SOD birbirinin ayni olan iki alt birimden olugur ve her alt birim
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basina birer atom mangan baghdir. Aktif bélgeden manganin uzaklagirilmasi katalitik
aktviteyi ortadan kaldirir. Isi veya kimyasallarla denaturasyona karsi CuZnSOD’a goére
daha dayaniksizdir.

3. Demir igeren dismutazlar (FeSOD) : Aktif bolgesinde demir iyonu
tagimaktadir. Hiicre matriksinde yerlegmistir ve iki protein alt Gnitesi vardir Yapisal
olarak Mn-SOD ‘a buyuk benzerlik gostermesine ragmen her iki enzim de aktif
bolgelerinde kendi metal iyonlari oldugu zaman c¢aligsabilmektedir. Mn-SOD enziminin
endojen superoksid radikallerine karsi, Fe-SOD enziminin ise eksojen radikallere karsi
koruyucu etki gosterdigi kabul edilmektedir. Azid ile inhibisyona kargi ¢ok duyarhdir.

FeSOD bitkilerde ve bazi bakteri tirlerinde bulunmaktadir.

2.3.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi peroksidazlar grubunun bir Uyesidir. Aktif bolgesinde hem grubu
icermektedir. Hidrojen peroksidin ortadan kaldiriimasini katalizlemektedir. Katalaz,
distk hizlarda H,O2'nin olustugu durumlarda peroksidatif tepkimeyle, H,O, olugsum
hizinin yiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle H,O,'i suya donusturerek
ortamdan uzaklastirir. Beyindeki aktivitesi karacigere gore daha dusuktir. CAT enzimi
Ozellikle karacigerde yogun olarak bulunmaktadir, beyin, kalp ve iskelet kasindaki

seviyeleri daha duguktur (28,45).

2.3.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx):

GPx, hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin temizlenmesinde gorevlidir. Dort
adet protein alt tnitesinden olugsmustur ve her biri aktif bolgesinde selenyum atomu
tagimaktadir (37).GPx, hidrojen peroksiti indirgenmis glutatyonla baglayarak suya
indirgenmesini saglamaktadir. Bu reaksiyon sirasinda indirgenmis glutatyonu (GSH)
yukseltgenmis glutatyona cevirir (GSSG). GSH dusuk molekuler agirlikh ve tiyol (-SH)
iceren bir tripeptiddir. Reaksiyona giren glutatyonlar disulfid baglari ile baglanarak
indirgeyici Ozelliklerini yitirirler, bu sebeple GSSG'nin tekrar GSH'a dondurilmesi
gerekmektedir. Bu reaksiyon NADPH bagimh bir enzim olan glutatyon rediktaz
tarafindan katalizlenir. Reaksiyonda kullanilan NADPH ise pentoz fosfat yolundan
saglanir (46,47,48).
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GPx iki tip enzim icermektedir. Birincisi, klasik tip GPx'dir. Plazmada diguk
seviyelerde bulunmaktadir, plazmada GSH seviyesi de ¢ok diguk oldugu igin GPX
enzimi olarak fonksiyon goériip gérmedigi tam olarak bilinmemektedir. ikincisi, fosfolipid
hidroperoksit glutatyon peroksidazdir. Bu enzim yag asidi ve kolesterol hidroperoksidleri

azaltmakla gorevlidir (28).

2.3.2. Diger antioksidan molekuller

2.3.2.1. Glutatyon

Glutatyon organizmada birgok metabolik siregte rol oynamaktadir. Bunlardan
baslicasi, glutatyon peroksidaz enzimi igin kofaktor olusturmasidir. Ayrica, askorbik asit
metabolizmasinda, hicreler arasi haberlesmede, proteinlerin sulfidril gruplarinin
oksidasyonunu engellemede ve hicre igi bakir transportunda goérev almaktadir.
Glutatyon, hidroksil radikali, peroksil radikali ve peroksinitrit gibi serbest radikallerle

reaksiyona girerek temizlemeye ¢alismaktadir (46,48).

2.3.2.2. Transferrin

Ekstraselluler sivilarda antioksidan savunma enzimlerinin ¢ok diguk seviyelerde
bulunmaktadir. Bu sebeple plazmada, E vitamini, C vitamini veya Urat gibi molekuller
antioksidan savunmaya katkida bulunmaktadir. Plazmada transferrin oraninin yiksek
olmasi antioksidan savunmada esas rolu Ustlendigini gostermektedir. Transferrin, gegis
metallerini baglayarak serbest radikallerle reaksiyona giremeyecekleri bir forma
getirmektedir (28,49).

2.3.2.3. Nutrisyonel antioksidanlar

Yapilan ¢alhsmalar gostermistir ki sebze ve meyve tuketimi ile iskemik kalp hast ve
Olum arasinda anlaml bir iliski vardir, fakat MSS ile ilgisi bakimindan veriler ¢cok azdir.
Yasli hayvan ve insanlarda antioksidan korumanin artiriimasi ile bilissel performansin
ve konsantrasyon gugcluklerinin duzeltiimesi muamkiandir (50). Yiksek miktarda
antioksidan verilen hayvanlarin ortalama yasam siresinin uzadig: gorulmustar (39).

Yaslilarda serum E vitamini seviyesinin dismesiyle hafizanin zayifladigi ve
askorbik asit ile betakaroten seviyelerinin yikselmesi ile de guglendigi gosterilmistir. E
vitamininin Alzheimer gelisimini de Onleyebilecegi ileri surulmustar (45,50). A ve E

vitaminleri ayrica prematurlerde, parenteral beslenmede ve kanser hastalarinda da

26



onemli rol oynamaktadir. E vitamini eksikliginde eritrosit yasam omru dusmekte,
norolojik fonksiyonlarda bozulma, bazi kanser tarlerinin olugsumu ve immun yanitlarda
bozulma gorilmektedir. Yiksek seviyede E vitamini ise yagh kigilerde enfeksiyon
insidansini azaltmaktadir (39,45,51).

A vitamini blyime, Ureme, gérme ve immun sistem icin gereklidir, ayrica
karsinogenesis Uzerine inhibitor etkisi vardir (39). Organizmada sentezlenemedigi igin
diyetle alinmasi gereken bir vitamin olan C vitamini (askorbik asit), dzellikle kollajen
sentezinde gorevli olan enzimler tarafindan kofaktor olarak kullaniimaktadir ve
beyindeki konsantrasyonu oldukga yiiksektir (45). C vitamininin antioksidan ¢zelliklere
sahip oldugu ve biyomolekiilleri ROS hasarina karsi korudugu deneysel olarak
gosterilmistir. Diyetsel C vitamini kisitlamasi yapilan hayvanlarin dokularinda E vitamini
seviyesinin de dismesi C ve E vitaminleri arasinda iligki oldugunu distndirmektedir ve
E vitamininin dongusinde rol aldidi ileri sturtlmektedir. Ayrica C vitamini, 6zellikle sigara
icenlerde hucre zarlarini lipid peroksidasyonuna karsi korudugu bilinmektedir (28,45).
Bu sebeplerle diyetle alinan antioksidanlar kanser ve KVH ile birlikte MSS Uzerine de

koruyucu etki yapabilir.

2.4. Beyin ve serbest radikaller:

Beyin dokusu oksidatif strese yatkinlik gostermektedir. Bu yatkinhdin baglca
sebepleri sunlardir :

Noronal membranlar arasinda kalsiyum (Ca) trafiginin hizli olmasi.
Normalde hicre iginde serbest kalsiyum seviyesi ¢ok azdir, Ca mitokondri icinde,
endoplazmik retikulumda veya kalmoduline bagh olarak bulunmaktadir. Organizmada
ROS orani artarsa mitokondri hasar gérebilir ve Ca agiga ¢ikarak serbest hale geger.
Serbest Ca oraninin artmasi hicrede iki yonde etki yapar; birincisi, membran yapisini
bozabilir, ikincisi kendisine bagimli enzimler olan nitrik oksit sentaz ve fosfolipaz A,
enzimlerinin aktiviteleri artar. Sonu¢ olarak NO radikali olusumu artar ve hicre hasar
gorur (28).

Oksijen tuketiminin yuksek olmasi. Diger dokularda oldugu gibi beyinde de
mitokondri O, ~ olusturabilir ve mitokondrial DNA'da yasla beraber mutasyon ve
delesyonlar artabilir (52,53).

Eksitotoksik aminoasitlerin varhgi (6rn. Glutamat ve aspartat). Oksidan stres

noronlardan eksitator aminoasitlerin salinimini arttirabilir ve bir kisir donguye yol
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acabilir. Diger bir olasilik da ROS’larin glial hicreler tarafindan glutamat uptake’ini
azaltabilmesidir (28).

Norotransmitterlerin - otooksidize olabilmesi. Dopamin, L-DOPA ve
noradrenalin O, ile reaksiyona girerek O, ~, H,O; ve reaktif kinonlar olusturabilir (28).

Beyin omurilik sivisinin (BOS) plazmadan farkli olarak demir baglama
kapasitesine sahip olmamasi. BOS'ta total demir ve ferritin degerleri birbirine c¢ok
yakindir, dolayisiyla BOS'taki ferritin yaklagik olarak demir saturasyonuna esittir. Beyin
dokusunun hasari serbest radikal reaksiyonlarini katalizleyecek sekilde demir iyonlari
salinmasina neden olur. Ornegin, H,O,’den O, ~ olugsumu, lipid peroksidasyonu ve
norotransmitterlerin otooksidasyonu gibi (28,52).

Noron zarlarinda lipidlerin, yuksek oranda kolayca okside olabilen ¢oklu
doymamis yag asiti icermesi (52,53).

Beyin metabolizmasinin H,O, olugturmasi. Ornegin, dopaminin MAO ile
oksidasyonu sirasindaki olusumu gibi (28).

Antioksidan enzimlerin dugiik seviyede olmasi. Ozellikle CAT cogu beyin
bolgesinde dustk seviyededir (52,53).

Glial hucrelerin bir kisminin  mikrogliadan olusmasi. Mikroglialar sinir
sisteminin makrofajlaridir ve diger makrofajlar gibi aktive olduklarinda H>O, ve O;"
olusturabilir, sitokin sekrete edebilir (IL1, IL6, TNFa gibi). TNFa aktivasyonu ile de ROS

olusumu artabilir ve hiicre hasariyla sonuglanabilir (28).

2.5. Apopitoz:

Apopitoz, Yunanca’'da apo (ayri) ve pitozis (dusen) kelimelerinin birlestiriimesiyle
olusmus sonbaharda yaprak dokimunu tanimlayan bir kelimedir. 1980’lerin ortasina
kadar hicre oluminin tek tdrd, infarktiste goérulen masif hicre 6lima olarak klasik
kitaplarda tanimlanmistir. 1971°'de Avustralya’li bir patolog olan Kerr, rat karacigerinde
caligirken gordiugii degisiklikleri biiziilme nekrozu olarak tanimlamistir. ilk kez 1972
yihnda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan “fizyolojik hiicre 6lumu” ifadesi tanimladiktan
sonra yine ilk olarak Wyllie ve Kerr tarafindan glukokortikoidlere maruz kalan timus
hicreleri Gizerinde yapilan deneysel bir calisma ile gosterilmistir (54, 55). 1983 yilinda
Duke ve ark, jel elektroforezi ile apopitozda endonlkleazlarin aktive olarak DNA

kiriklarina neden oldugunu gostermistir. Bdylece apopitotik hicre oOluminin ilk
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biyokimyasal kaniti elde edilmigtir. Bu tarihten sonra apopitoz ile ilgili calismalar hizl bir
sekilde artmigtir (56).

Apopitoz; normal embriyonik gelisimde, timusta reaktif hale gelen T hicrelerinin
delesyonu gibi gesitli organ sistemlerinin olgunlasmasinda, I6kosit gibi olgunlagmig
hicrelerin yenilenmesinde ve ge¢ prostatik gerileme gibi olgularda kritik rol oynayan
programlanmig hticre 6lumuduir (54). Nekroz; hipoksi, agiri 1s1 degisiklikleri, toksinler gibi
hicre digindan gelen cesitli fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelisen ATP
miktarinin azalip, hicre homeostazinin hizla bozuldugu, inflamasyon yanitinin gelistigi
bir olaydir. Apopitozis ise nekrozdan tamamen farkli olarak inflamasyon olmaksizin
hicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle diuzenlenen, programli, RNA, protein
sentezi ve enerjiye gereksinim duyan, organizmada homeostazi koruyan bir olaydir
(56). Apopitozis rejenerasyon ve tamir olaylarinda, hicresel homeostazin
saglanmasinda ve organ Dbuydkluklerinin - korunmasinda 6nemlidir. Hastaliklar
gereginden fazla apopitoz sonucunda veya apopitozun yetersizligi gibi durumlarda
ortaya cikabilmektedir. Apopitozun artmasi norodejeneratif hastaliklara, AIDS'de
gorulen lenfosit yetersizligine; azalmasi ise malignite ve otoimmun hastaliklara yol
acabilir. Yagamakta olan hucreler iki farkli mekanizma ile olurler. Bu mekanizmalar
apopitoz ve nekrozdur. Apopitoz fizyolojik veya patolojik uyaranlarla olusabilirken
nekroz patolojik bir olaydir (57,58).

Apopitoz, organizmanin ihtiyag duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamig veya
hasarlanmig hicrelerin, zararsiz bir bicimde ortadan kaldirilmasini saglayan ve genetik
olarak kontrol edilen programli hiicre dlumudur. Programli hiicre 6lumunin molekuler
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte hiicrelerin genetik olarak belleklerinde var
olan intihar programinin gesitli sinyallerle, patofizyolojik kosullarla ve oksidatif stres gibi
olaylarla aktive olmasiyla baglamaktadir. Ayrica apopitoz mekanizmasi, uyarana ve
hiicre tipine gore farklihklar gostermektedir. Apopitozu etkileyen hicre ic¢i uyaranlar
genel olarak; buyume faktdrleri, onkojenler, tumor stpresor genler olmak tzere t¢ ana
grupta toplanabilir. Bunlardan 0zellikle protoonkojenlerin (c-myc gibi) ¢ogunun
apopitozun regulasyonunda yer aldigi kanitlanmigtir. Ayrica hipertermi, radyasyon,
sitotoksik antikanser ilaglari ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler de hafif
dozlarda apoptoz meydana getirirler. Apopitozda, hiucre oOlumi cgevreye rahatsizlik
vermeksizin geligse de, bazen apopitoz dolayli olarak ¢cevre dokuda nekrozu baglatabilir

ya da tam tersi nekroz apopitoz gelismesine yol acabilir (57).
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Nekrozda apopitozdan farkli olarak hicresel buzisme yerine sisme olur, bu
nekrozun erken belirtisidir. Patolojik hiicre 6limu yani nekrozun klasik nedenleri iginde
ise hipertermi, oksidatif fosforilasyon-Krebs siklusu ya da glikolizisin inhibisyonu,
otolizis, hipoksi ve ¢esitli toksinler yer alir. Hiicre tarafindan genlerle programlanmayan
ve cesitli dig etkenlerle gerceklesen nekrotik hiicre éluminde; enerji depolarinda ani
azalma ile birlikte hiicre zarinin gegirgenligi bozulur ve sodyum ile suyun hicre igerisine
girmesine neden olur, bdylece hiicre siser. Ayrica hucreyle birlikte mitokondrilerde de
sisme gozlenir, diger organeller ise plazma i¢inde dagilir. Sisme sonucunda hticre zari
patlar ve butunlugunu kaybeder, proteolitik enzimler igceren plazma, hicreler arasi

bosluga sizar, doku ¢evresinde inflamasyon ile birlikte zedelenme olusturur (54,59).

2.5.1. Apopitoz ve hucre morfolojisi:

Canh hucrelerde hicre olumi iki sekilde gerceklesmektedir. Bunlardan biri
fiziksel veya kimyasal reaksiyonlar sonucunda patolojik olarak gerceklesen nekroz,
digeri ise programli hiicre 6lumul olarak bilinen fizyolojik veya patolojik bir uyaranla
meydana gelebilen hiicre 6lum mekanizmasi olarak bilinen apoptozdur (60). Apoptotik
hicre 6lumu, nekrotik hucre éliuminden farkli bir sireg izlemektedir. Apoptotik 6limun
ilk baslangicinda, 6lmek lGzere komut almis hiuicreyi normal hiicreden morfolojik olarak
ayirt etmek muamkin dedgildir. Yaklasik iki saat sonra, apopitoza gidecek hicrenin
kromatini yogunlagmaya baslar ve belirli bdlgelerde sikistiklari izlenir. Sitoplazma
yogunlagmaya ve hiicrenin boyutlari kiiciilmeye baslamigtir. ikinci saatin sonunda
apopitoza ugrayan hucrelerde yeni degisiklikler ortaya ¢ikar ve hiicre apopitotik cisimcik
denilen daha kiiguk parcalara bolinur. Bu pargaciklarin en blyuk 6zelligi, fragmente
olmus nukleuslarin ve parcalanan hicreye ait tim yapilarin plazma membrani ile
kaplanarak immun sistemi enflamasyon yoninde uyarmamasidir. Apopitotik cisimcikler,
yuzeylerinde yeni sinyal yapilari ortaya ¢ikarir ve bu sinyalin uyarisi ile yandaki hicre
tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirihr. Tum bu sire¢ yaklasik 5 saatte
tamamlanir (61, 62).

Nekrotik 6lum ise ¢ogunlukla hiicre hasar ile ortaya ¢ikar. Hasarlanan hicre
Once sgiser ve sonra pargalanir. Hucrelerin pargalanmasi sonucu ortaya c¢ikan
prostaglandinler, l6kotrienler, serotonin, histamin gibi vazoaktif aminler, hasara en yakin
damar endotelini uyarir. Damar endoteli ise selektin yapimini uyarir. Selektin plazma
membraninin dis ylzeyine yapisir ve lokositlerin burada yavaglamasi ve yapigsmasini

saglar. Daha sonra integrin ligandlari ayni hicre parcalanma urlnleri ile uyarilir ve
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I6kositler hiicre hasarinin oldugu bélgeye dogru cekilmeye baglarlar. Bu surecin

ardindan iltihaplanma dedigimiz kizariklik, 6édem ve agn ile tanimlanan inflamatuar

reaksiyonlar baglar. Apoptotik hiicre 6limlerinde inflamasyona ait klinik septomlarin

olmamasi, immin sistemi uyarmadigi i¢cin otoimmuin cevaplarin ortaya ¢ikmamasi ve

apoptotik hiicre dlumlerinin enerji bagimh olmasi temel farklari olusturmaktadir (61, 63).
Apopitozisin goruldigu érnekler asagida 6zetlenmistir (59, 64,65):

- Embriogenezis esnasinda hiicrelerin destriiksiyonu,

- Omurgalilarin néron gelisimi sirasinda noéron hicrelerinin azalmasi sirasinda ve
aksonlari hedeflerine ulasmayan ndronlarin ortadan kaldirilarak noronlarla hedef
organlar arasindaki baglanti hatalarinin kaldiriimasinda

- Derideki keratinositlerin yluzeye go¢ edip epidermisin en Ust tabakasi olan
stratum korneumu olusturmalarinda,

- Prolifere olan hiicre populasyonlarinda hiicre delesyonu, 6rnek intestinal kript
epiteli,

- Tumaorlerde regresyon fazinda hiicre 6lumda,

- Akut inflamatuar cevapta notrofillerin 6limu,

- immiin hiicrelerin 6lumi, sitokin deplesyonu sonrasi B ve T lenfositler ile
gelismekte olan timusta otoreaktif T hiicrelerin 6lum,

- Sitotoksik T hucrelerce indiiklenen hiicre 6lima

- Parenkimal organlarda duktus obstriksiyonu sonrasi patolojik atrofi

- Viral hastaliklarda hiicre hasari,

- Toksik uyanlardaki hiicre 6limi, ancak nekroz olusturacak dozdan daha az
verildiginde, 1s1, radyasyon, sitotoksik kanser ilaglari ve hipoksi.

- Apoptozis birgok hastalikla da yakindan iligkilidir. Ornegin apoptozisin artmasi
AIDS hastaliginin karekteristik dzelligidir. iskemik beyin hasarinda apoptozis gozlenir.
Alzhemier, Parkinson, amyotrofik lateral skleroz gibi birgok noérodejeneratif hastalikta,
miyokardial enfarktisten sonra iskemik hasarda, reperfizyon hasarinda, hepatit ve

otoimmun hastaliklarda gozlenir.

2.5.2. Apopitozun molekiler mekanizmasi:

Apopitoz hucre iginden veya disindan gelen sinyallerle baglatilan ve birbirini takip
eden bir olaylar zinciri olarak seyreder. Sonugta hicrenin fagositozu ile sona erer. Bu
asamalar;

[) Apopitozun baglatiimasi,
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Il) Hucre ici proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu,

[Il) Hucrede gesitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasi,

IV) Fagositoz, olarak dzetlenebilir (56).

Apoitozun baslangic asamasi kaspaz aktivasyonunda baslangi¢, hiucre redoks
potansiyelinde degisiklik, hicre kucgilmesi, membran lipid asimetrisinde kayip ve
kromatin kondansasyonu ile karakterizedir. Sonraki asamalar kaspazlar ve
endonukleazlarin aktive olmasi, apopitotik cisimlerin olusumu ve hiicre fragmantasyonu
ile karakterizedir. Bir hicrede apoptozun aktivasyonu ekstensek ve intrensek
mekanizmalarla dizenlenir (66):

1- Hicre disindan kaynaklanan, hicre yizeyi olum reseptorleri ile (TUmor
nekrozis faktor stperailesi Gyeleri ve bunlarin reseptorleri) dizenlenen apoptoz: Hiicre
membranindaki reseptor molekuller farkl efektorleri aktive ederek hiicre davraniglarini
degistirebilirler. Hiicre membran reseptorleri hucre olumini de tetikleyebilir. Hucre
yuzeyi 6lum reseptorleri Tumor necrosis faktor reseptdr (TNFR) superailesine ait
transmembran proteinleridir. Bu reseptorler hicre digindaki bolgelerde sisteinden
zengin bolgelerde yer alirlar. Oltim reseptorleri sitoplazmanin i¢ kisminda 6lim bolgesi
(death domain) denen protein zincirleri tasirlar. Olim bdolgeleri, 6lum reseptorlerine
ligand baglandigi zaman apoptotik mekanizmay: uyarirlar ve hicre digindan gelen
uyariy! hicre icine iletirler. Bu yolagin prototipi Fas proteinidir. Fas yalnizca Fas ligandi
(FasL) olarak isimlendirilen bir ekstraselliler sinyal tarafindan tetiklenir. FasL, Fas’a
baglandigi zaman kaspaz 8'i aktive eder ve tim kaspaz zinciri olaya katilr (55, 58, 67).

2- Hucre iginden kaynaklanan, mitokondriyal yolla duzenlenen apoptozis:
Mitokondri apopitotik hicre 6liminu indukleyicilerin  kontrol noktasi olarak
gorulmektedir. Mitokondriyal yolla hiicrenin apoptozise ugramasi oncelikle kaspazlar
aktive eden proteinleri icermesi nedeniyle ¢cok Onemlidir. Apoptozise iliskin birgok
mitokondrial protein, mitokondrilerin i¢c membraninda bulunur. Apoptotik tetiklenme
sonucu mitokondrial proteinler sitoplazma veya cekirdege salinarak mitokondriyal ve
sitoplazmik apoptozisi kontrol eden proteinlerin etkilesimi sonucunda hiicrenin yasam ve
0lum dengesi saglanir. Mitokondrial Permeability transition pore (PTP) veya bu proteinin
bir bileseni sitokrom c’nin sitoplazmaya salinmasinda yeralmaktadir. Bu proteinin Bax
ile agilmasi veya Bcl-2 ile kapanmasi apopitozdaki rollerini ortaya koymaktadir. Bunlarin
en oOnemlisi bcl-2 grubu proteinlerdir. Bu grubu olugturan proteinlerin bir kismi
antiapopitotik, bir kismi ise proapopitotiktir. Bcl-2 ailesinin antiapopitotik Uyeleri

mitokondri disg zari ile baglantihdirlar ve mitokondri bitinliGguna korurlar. BH1, BH2,
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BH3, BH4 bdlgelerininin hepsini icerirler. BH4 bdlgesinin apoptozisin diger hicresel
yollarla iligkisini kurdugu dasunulur. Anti-apoptotik Uyeler, sitokrom c’nin salinmasini
baskilarlar. Sitokrom c’nin salinimi hiicrede apoptozisin bagladiginin gostergesidir (58,
59).

Bcl-2 ailesinin proapopitotik Uyeleri mitokondri dis zari ile baglantilidirlar ve bu
zarin butinlugunt bozarlar. Pro-apoptotik Uyeler sitokrom c’nin mitokondriden
sitoplazmaya salinimini tetikler. Pro-apoptotik Uyeler kendi icinde iki gruba aynilir;
yapilarinda her t¢ bolgeyi iceren (BH1, BH2, BH3) lyeler (6rnegin Bak, Bax) ve sadece
BH3 bolgesi (BH3-only) iceren tyeler (6rnegin Bid, Bad, Bim) (59).

Apopitozis gelisiminde bir diger yol, viral enfeksiyonlara karsi esas savunma
mekanizmalari olarak tanimlanan sitotoksik T-hlcrelerinin (CTL) viral yolla enfekte
olmus hucrelerde apoptozise neden olmasidir. CTL hucreleri yuzeylerinde Fas/CD95
tagirlar ve Fas ligand eksprese ederler, bdylece Fas tagiyan hedef hucreleri
oldurebilirler. Sitoplazmalarinda granzim B denen serin proteaz ve perforin proteini
iceren sitoplazmik grandllere sabhiptirler. CTL hucreleri hedef hiicre membraninda
perforin aracihgi ile por olusturur ve hedef hiicre sitoplazmasina granzim B salgilar.
Granzim B hedef hiicrelerde kaspazlari aktive ederek hiicreyi apoptozise goéturir (59).

p53, % 50-55 insan kanserleri ile iligkili bir timor supressor genidir. p53, hiicre
siklusunun kontrol noktalarinda yer alip, hiicre siklusunun G1 fazinda durmasi ya da
hicrede DNA hasari tamir edilemeyecek kadar biyikse programli hicre olumana
indiklenmesi sirasinda aktive olur. Aktive olmus p53, hicre siklusunun durmasi,
hicresel yaglanma ve birgok timoér olusumunun engellenmesinde rol oynamaktadir. p53
geni, mitozu engelleyip hicre diferansiasyonunu ve DNA onarimini p21 Uzerinden
yaparken, hicreyi apoptozise Bcl-2 ekspresyonunu azaltarak, Bax salinimini ise

arttirarak yani Bcl-2/Bax oranini degistirerek yaptigr dugunulmektedir (58, 59).

2.5.3. Apopitoz saptama yontemleri:

Apoptozis hicre morfolojisi esas alinarak ya da histokimyasal ve biyokimyasal
teknikler kullanilarak hiicrede DNA kiriklarinin belirlenmesi yoluyla saptanabilir.

Apoptotik  hicre  morfolojisinin -~ degerlendiriimesi:  Istk  mikroskobu ile
incelendiginde apoptotik htcrelerin dnemli 6zellikleri yogunlasmis ve blzismuis bir
sitoplazma ile c¢ekirdeksel degisikliklerdir. Kromatin kondenzasyonu ve kromatinin
cekirdek zarinin periferinde toplanmasi, ¢ekirdegin kugllmesi ve pargalara ayriimasi en

onemli morfolojik 6zellikleridir (65). Floresan maddelerin  (Hoechst boyasi, DAPI,
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propidium iyodur) kullaniimasi ile yapilan boyalarla floresan mikroskopu ile inceleme
yapilabilir. Apoptotik hiicre karakterindeki ¢ekirdek ve hicresel organeller diizeyindeki
degisiklikler elektron mikroskobu ile gozlemlenebilir. Kuiltur ortamlarinda dretilen
hicreleri incelemek amaciyla faz kontrast mikroskobu kullanilabilir. Faz kontrast
mikroskobu ile apoptotik hiicreler tzerinde gelisen cepgikler izlenebilir. Hiicreler hentiz
ortama yayllmis halde iseler hucrelerin sitoplazmalarinda ortaya ¢ikan vakuoller
gozlenebilir. Bu vakuoller hiicreden ayrilip besiyeri icinde yiizebilirler. icleri bos kiiresel
yapilar olarak olarak gozlenen bu hucreler hayalet hiicre (ghost cell) olarak adlandirilir
(68).

DNA fragmentasyonunun belirlenmesi: TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase [Tdt]-mediated dUTP-biotin nick-end labeling) yontemi tek ya da cift iplikli
DNA kiriklarina isaretlenmis nukleotidlerin baglanmasi esasina dayanir. Apoptotik
hiicrelere ait DNA'lar hizla pargalanmakta olduklarindan, birdenbire hicre igerisindeki
kromatin ag, buatinliginu kaybeder ve 3'-OH iceren DNA pargaciklarinin sayisi ¢ok
yukselir. Hucrede terminal deoxynucleotidyl transferaz (TdT) enzimi, ortama eklenen
biotin dUTP’yi, pargcalanmig DNA parcgaciklarinin serbest 3'-OH uglarina transfer eder.
Biotin ile igsaretlenmig DNA parcaciklari, ortama FITC gibi floresans veren bir madde ile
baglanmis avidin eklendiginde gorunur hale gelirler (59).

in situ hibridizasyon teknigi: Apoptotik DNA’nin denaturasyona duyarlihd,
formalin ile tespit edilip parafine gomulmis dokularda apoptozisin belirlenmesi igin
isaretlenmig poly (A) problari kullaniimasi esas alinarak belirlenir (69).

Anneksin—-V yontemi: Normalde hicrenin i¢ ylzeyinde bulunan fosfotidilserinler
apoptozis suresince hucrenin dis yuzine cikarlar. Bu fosfotidilserinler bir floresan
madde (6rn: FITC) ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak gorunur hale getirilebilir ve
apoptotik htcreler saptanmig olur. Bu belirleme flow sitometri yontemi kullanilarak
yapilir ve floresan mikroskobu ile incelenir (59).

Apoptozise 6zgu proteinlerin  saptanmasi: Western Dblotting ya da
immunohistokimya yontemleri kullanilarak sadece apoptotik hiicrelerde aktif hale gelen
(6rnegin kaspazlar) ya da eksprese olan (6rnedin Bcl-2 vb) bazi proteinlerin dokuda

tespit edilmesi esasina dayanir.

2.6. Merkezi Sinir Sistemi



Merkezi sinir sistemi beyin ve medilla spinalisten olusmaktadir. Makroskopik
olarak gri cevher ve beyaz cevher bolumlerine ayriimaktadir. Genel olarak gri cevherde
¢cogunlukla néron govdeleri, beyaz cevherde aksonlar yer almaktadir. Aksonlarin miyelin
kilifi nedeniyle beyaz cevher agik renkli olarak gortlmektedir. Serebral hemisferlerdeki
gri cevher, girus ve sulkuslar olarak adlandirilan birgok katlanti olusturmaktadir. Beynin
bu bolgesi 6drenme, bellek, bilginin analizi, motor yanitlarin baglatiimasi ve duysal
uyarilarin entegrasyonu ile ilgilidir. Beyinde, ndronlarin yogun ve diffuz yerlesim
gosterdigi yuzeyel bolgesi serebral korteks olarak isimlendiriimektedir. Histolojik olarak
serebral korteks, farkli tabakalara yerlesmis bes morfolojik tipte noron igcermektedir.
Neo-korteks olarak isimlendirilen bolgeler alti tabakadan olugsmaktadir. Neo-korteks
duysal ve motor alanlari icermektedir ve insanlarda serebral korteksin yaklasik %90'1ni
olusturmaktadir. U¢ tabakadan olugan eski korteks yalnizca olfaktor korteks ve temporal
lobdaki limbik sistem bolumlerinde bulunmaktadir. Serebral korteksteki ndron tipleri
sunlardir:

1-Piramidal ndronlar; hicre govdeleri piramidal sekillidir, apeksleri korteks
yuzeyine dogrudur. Hiicrenin tabanindan ¢ikan akson alttaki beyaz cevhere dogru ilerler
ve derin tabakalarinda sinaps yapar. Apeksten ayrilan dendrit ylizeye dogru ilerler ve
orada ince dallara ayrilir. Ayrica hiicre tabaninin kdselerinden ¢ikan ve lateral olarak
uzanan kisa dendritleri de bulunmaktadir. Piramidal néronlarin biyuklukleri degiskendir.
Motor korteksteki Betz hiicreleri olarak isimlendirilen néronlar korteksteki en biyuk ¢apli
piramidal hicrelerdir.

2- Stellat (grandler) noéronlar; Kisa bir aksonu ve kisa, dallanan dendritleri
nedeniyle yildiz seklinde goriinen kiguk noéronlardir. Rutin histolojik metotlarla kiiguk
grantller seklinde gorilebilmesi nedeniyle graniler néron olarak da isimlendirilmektedir.

3- Martinotti noronlari; birkag kisa dendriti bulunan kicgik poligonal sekilli
noronlardir. Aksonu ylizeye dogru uzanir ve korteksin en Ust tabakasinda horizontal
olarak ikiye ayrihr.

4- Fuziform noronlar; ig seklindeki noronlardir. Aksonu yuzeye dogru ilerler,
dendritleri derin tabakalara dogru dallanarak ilerler.

5- Cajal'in horizontal noronlari; kiiguk ve ig sekilli hucelerdir, ylizeye paralel olarak
uzanirlar. Kortekste en az gorilen hicrelerdir ve sadece en yizeyel tabakada

bulunurlar. Aksonu piramidal néronlarin dendritleri ile sinaps yapar.
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Neo-korteks icerdigi noronlarin tipine, buyukligine ve yogunluguna gore alti
tabakaya ayrilir. En ylizeyel tabaka piamaterin hemen altinda uzanir, en igteki altinci
tabaka beyaz cevher sinirinda bulunur:

1- Pleksiform (molekiler) tabaka; en ylzeyel tabakadir. Sinaps yapan dendrit ve
aksonlari ve Cajal hucrelerini icermektedir.

2- Dig grantler tabaka; kuguk piramidal hicreler ve stellat huicrelerin olusturdugu
ince bir tabakadr.

3- Piramidal tabaka; orta buyuklukteki piramidal hticreler bulunur, ayrica Martinotti
noronlari da bulunabilir.

4- ic graniiler tabaka; stellat néronlardan meydana gelmistir.

5- Ganglionik tabaka; buyuk ¢apl piramidal hiuicreler, az sayida stellat ve Martinotti

hicreleri bulunmaktadir. Tabakanin adi igerdigi dev Betz hiicrelerinden gelmektedir.

6- Multiform tabaka; tim htcre tiplerini icermesi nedeniyle bu ismi almistir (70,71).

2.7. Prefrontal korteks

Beyin korteksinin 6n kutbu prefrontal korteks olarak tanimlanmaktadir. Prefrontal
korteksin hipotalamus, subtalamus, mezensefalon, limbik sistem ve serebellumla néral
baglantilari bulunmaktadir. Bu baglantilar aracihigiyla prefrontal korteks dikkat,
o0grenme, bellek ve sosyal davraniglarin olusumunda rol oynamaktadir. Histolojik olarak
korteksin tipik alti tabakali yapilanmasini gostermektedir. Ozellikle 4. tabaka olan
icgranuler tabakasi belirgin olarak gorilmektedir ve bu nedenle frontal grantler korteks

olarak da isimlendirilmektedir.

2.8. Korpus striatum

Korpus striatum bazal ganglion cekirdeklerinden biridir. Kaudat nukleus ve
putamen birlikte korpus striatum olarak isimlendirilmektedir. Prefrontal korteks gibi alti
tabakall yapilanma gostermektedir. Ozellikle 1l, V ve VI. tabakalardaki noronlar
korteksten uzanan piramidal néron uzantilari ile sinaps yapmaktadir. Yapisinda %96
oranda spiny ndronlar olarak isimlendirilen noronlar bulunmaktadir. Yapmin kalanini
Deiters noronlari ve ara noronlar olugsturmaktadir. Korpus striatum hareketin

planlanmasi ve duzenlenmesi ile bilissel sureglerde rol oynamaktadir.

2.7. Hipokampal formasyon

36



Hipokampal formasyon; subikulum, Ammon boynuzu (hipokampus proper) ve
girus dentatustan olugmustur. Ammon boynuzu CA (cornu ammonis) olarak kisaltilir ve
dort bolgeye ayrilir. CA1, CA2 ile birleserek lateral ventrikilin temporal boynuzunun
medial tabanini olusturur. CA2 kompakt bir piramidal hiicre tabakasindan olusmus
olmasi nedeniyle rahatlikla taninabilir. CA3 girus dentatusun hilusunda sonlanan bir
medial dal olusturur. CA4, hilusun i¢cinde uzanir ve son plak olarak da isimlendirilir. CA1,
hasarlanmaya karsi en duyarli olan bélgedir. CA2 ise diger bolgelere gore daha
direnclidir. Histolojik olarak su tabakalardan olusmustur: Stratum molekulare (ara
noronlar igerir), stratum radiatum (CA1-CA3 baglantilari ve ara néronlar olusturur),
stratum lusidum (sadece CA3’te bulunur, aselltlerdir), piramidal hicre tabakasi (en

belirgin tabakadir) ve stratum oriens (az hucreli) (72).

2.8. Karnitin

Karnitin (3-hydroxy-4-N-trimethylammoniobutanoate) insan dokularinda yaygin
olarak bulunan dogal bir maddedir. ilk olarak 1905'de kas dokusunda kuaterner
amonyum bilesigi olarak izole edilmigtir. 1950’lere kadar metabolizmadaki primer roli
anlasilamamistir. Dokularda degisen oranlarda bulunmakla birlikte en yuksek
konsantrasyonlari kalp ve iskelet kasindadir. Karnitin’in esas depo bélgeleri olan kalp ve

iskelet kasindaki seviyeleri yagla birlikte azalmaktadir (73,74).

2.8.1. Karnitin biyosentezi

Karnitin et ve sit Urtnleri yoluyla gunlik diyetle alinmaktadir. Siki vejetaryen diyetlerde
bile yeterli karnitin konsantrasyonlari saglanmaktadir. Bunun nedeni, karnitinin primer
olarak diyetle saglanmasinin yani sira lizin ve metioninden karaciger, bobrek, kas ve az
miktarda da noronlarda endojen olarak da sentezlenebilmesidir. Karnitin biyosentezi
endojen karnitin sentezi yapabilen bireylerde 6nem tasimaktadir. Endojen sentezi
demir, C vitamini, B6 vitamini ve niasin kofaktorlerinin yeterli miktarda bulunmasini
gerektiren bir seri biyokimyasal reaksiyonu icermektedir. Biyosentezin baslangig
basamagini peptid-bagh trimetillizinin sentezi olugturmaktadir. Son basamak ise -
butyrobetaine hydroxylase enzimi katalizérlugiinde  7Y-butyrobetaine’nin L-karnitine

hidroksilasyonunu icermektedir. Yenidogan ve bebeklerde 7-butyrobetaine hydroxylase
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enzim aktivitesi yetigkinlerden %12 daha dugsuk oldugu igin karnitin eksikligi geligimi
acisindan risk altindadir. Bu nedenle, bu enzimin aktivitesinde disme karnitin
biyosentezi i¢in hiz sinirlayici basamagi olusturmaktadir. Renal veya hapatik yetmezlikli
hastalar biyosentez basamaklarinda gerekli olan kofaktdrlerin eksikligi nedeniyle karnitin
sentezleyemezler. Yapilan ¢alismalar lizin ve metioninden protein sentezi igin gereken
trimetillizin Gretiminin  karnitin biyosentezini kisitladigini gostermistir. Bu nedenle,
azalmig metionin veya lizin depolari, azalmis total protein depolari ve protein sentezi

olan bireyler de karnitin eksikligi gelisimi agisindan risk altindadir. (75).

2.8.2. Karnitin ve metabolik iglevleri

Karnitin suda ¢6zinen bir molekildir ve L-izoformunda biyolojik olarak aktiftir. Ara
metabolizmada karnitin bulunmasi biyoenerjetik suregler igin gereklidir. Yag asitlerinin
oksitlenerek enerji tretmek tzere mitokondriye tagsinmasinda rol oynamaktadir. Karnitin
uzun zincirli yag asitlerinin asetil-karnitin esterlerinin olusumunda major rol
oynamaktadir. Bu basamak mitokondri ic membraninda gergeklesen beta-oksidasyonda
acil gruplarinin transferi igin gereklidir. Bu reaksiyon karnitin palmitoyltransferase enzimi
tarafindan katalize edilir. Karnitin, karnitin acyltransferase enzim ailesi diger tyeleri igin
de substrat goOrevi gorur. Karnitin acyltransferase enzimleri acyl-CoA/CoA oranini
degisik intraselliler bdlumlerde duzenleme 6zelligine sahiptir. Acylcarnitine ester
tagiyicilarinin membranlari boydan boya ge¢me 6zelligi hiicresel organeller arasinda
metabolik ihtiyaglarina gore farkl agil gruplarinin kolaylikla taginmasini saglamaktadir.
Ayrica karnitine bagiml aciltransferazlar degisik substratlara hassas oldugu igin, karnitin
konsantrasyonunu arttirmaya yonelik farmakolojik yaklasimlar olumlu metabolik
sonuglarin elde edilmesi igin kullanilabilir. Disaridan verilen karnitin destegi lipid
metabolizmasindaki yasa baglh degisimler Gzerine olumlu etkiler yapmaktadir
(73,74,76,75, 77).

Karnitin, uzun zincirli yag asitlerinin transportuna aracilik etmesi nedeniyle g farkl
fonksiyona sahiptir. Sitozol ve mitokondriyal membrandaki serbest koenzim A sitrik asit
dongusl, ketogenesis ve gluconeogenesis gibi birgok metabolik siuregte goérev
yapmaktadir. Agil CoA’'daki acil grubu karnitinle birlestigi zaman, acilkarnitin esterleri
mitokondrial membran ve hiicreden uzaklastirilir ve boylece karaciger ve bdbrek yoluyla
atilir. Karnitin dis mitokondrial membranin i¢ yuzinde lokalize olan carnitine palmitoyl

transferase 1 (CPT-1) etkisiyle uzun zincirli karboksilik asitlerle yiiksek enerijili ester bagi
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olusturur. Acilkarnitin ic mitokondrial membrana acilkarnitin translokaz aracigiyla
transloke olur. igc mitokondial membrandan CPT-2 ile ayrilir. Agilkarnitin esterlerinin
mitokondri digina c¢ikariimasinin iki avantaji vardir. Bu yolla hem mitokondri
membraninda serbest CoA kalir, hem de hiicre toksik acgilCoA bilesiklerinden korunmus
olur. Bu mekanizma nedeniyle karnitin, bazi yad asiti metabolizma hastaliklari ve
organik asiduride rol oynamaktadir. Son fonksiyonu ise, karnitinin hicresel
kompartmanlarda metabolik enerjiyi depolama ve transportudur (75, 78).

Sitozolde olusturulan acilCoA’lar mitokondri, peroksizom ve endoplazmik
retikulumdaki metabolik yollarda substrat olarak kullanilir. Acil CoA esterleri
endoplazmik retikulum limeninde diacylglycerol acyltransferase ve acyl-CoAcholesterol
acyltransferase araciligiyla kullanilir. Uzun zincirli agilCoA direkt olarak tasinamadigi
icin, bu organeller arasinda agilkarnitin olarak taginmaktadir.

Karnitin tagiyicisi sigan karaciger mikrozomlarindan saflagtirilarak lipozomlar
halinde yapilandinimigtir. Karnitinin tek yonli tasinmasini saglayan bu tasiyici,
karnitin/uzun zincirli agilkarnitin antiporter’i olarak da ¢ahsabilir. Bu tasiyicinin diger bir
fonksiyonu ise amino asit (ornitin, arginin, glutamin ve lizin) tasiyicisi olarak ¢caligmasidir
(79).

Beyin oksidatif metabolizmada yag asitlerini direkt olarak kullanamamaktadir, fakat
karacijerde yag asitlerinin beta oksidasyonu sonucu olusan asetilCoA ve
asetoasetilCoA’'dan tireyen keton cisimlerini oksitleyebilir. Yag asiti oksidasyonu
bozulunca yag dokusundan salinan yaglar karaciger, iskelet kasi ve kalbe giderek
birikir, sonucta steatoz olusur. Karnitin kalp, iskelet kasi ve bobrek dokularina OCTN2
karnitin tasiyicisi araciligiyla giderek birikir. Ketonlar kalp, iskelet kasi ve beyinde
glukoza alternatif bir enerji kaynagi olarak kullanihr. Yag asiti oksidasyonunun
bozulmasi sonucu yaglarin kullanilamamasi nedeniyle, glukoz glukoneogenezle yerine
konamadan tuketilir ve hipoglisemi olusur. Kullanilabilir enerji kaynaklarinin tikenmesi
beyin fonksiyonlarini bozar ve biling kaybi olusur (80).

Karnitinin farmakolojik etkileri; metabolik ve biyofiziksel fonksiyonlari olarak
tanimlanmaktadir. Karnitinin lipid ve glukoz metabolizmasindaki fizyolojik rolti metabolik
fonksiyonuna 6rnek olarak verilebilir. Karnitin ve plazma membraninin lipid igerigi
arasindaki fiziko-kimyasal etkilesimler de biyofiziksel fonksiyonlarina 6rnek gdsterilebilir
(74).

Karnitin Okaryot hicrelerde metabolik olarak yikilmadigi icin regilasyonu su

yollarla olmaktadir; endojen olarak sentezi, disardan diyetle alimi ve renal
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reabsorbsiyonu. Karnitin etkin sekilde bdbrekten reabsorbe olmakla birlikte Griner atilimi
biyiuk oranda diyete baghdir. Diyetsel aliminin artmasi halinde bobrekler

reabsorbsiyonunu azaltarak adapte olmaktadir (78).

2.8.3. Karnitin ve ndron koruyucu etkisi

Karnitin en yuksek oranda kalp ve iskelet kasinda bulunmakla birlikte, karnitin ve
asetil tirevi (ALKAR) kan-beyin bariyerini aktif transportla gecebilmektedir. Karnitin
eksojen olarak verildigi zaman 6zgun tasiyicisi ile hizli bir sekilde kan-beyin bariyerini
gecmekte ve beyin-omurilik sivisindaki konsantrasyonu artmaktadir. Karnitin serebral
korteks ndronlarinda primer olarak serbest formunda ve %210-15 kadar da ALKAR
formunda birikmektedir. Bu yodnulyle karnitin noroprotektif ajan 0Ozelligi gostermekte,
nekrotik ve apopitotik ndron olumind engelleyebilmektedir. Yapilan c¢alismalarda
karnitin’in iskemiye bagh néron 6limund engelledigi gosterilmigtir (76, 81).

Karnitin, glutamat maruziyeti sonucu olusan noéronal hicre Olimunt inhibe
etmektedir. Ekzisitotoksisite olusturulan deneylerin cogunda glutamati maksimize eden
kosullar kullaniimigtir. Bu kosullar kultir ortamina magnezyum ve glisin eklenmesini
icermektedir. Yapilan hicre kilturi deneylerinde karnitinin hucre 6lumunu anlamli
olarak azalttigi goOsterilmigtir. Bu c¢alismalar ayrica karnitinin, hicre oOlumine
hippokampal no6ronlar kadar hassas olan kortikal noronlari da korudugunu
gostermektedir. Karnitin ayrica ekzisitotoksisitenin hem akut hemde gecikmis fazinda
noron koruyucu etki gostermektedir (82).

Karnitinin toksik hicre o6lumine kargi koruyucu etkisi glutamat reseptorlerinin
direkt antagonizmasi ve gamma-aminobutyric acid (GABA) reseptorlerinin aktivasyonu
yoluyla olabilmektedir. Diger mekanizmalar in vitro ve in vivo iskemik ndron olimu
modellerinde arastinimigtir. Noron kiltiriinde karnitin uygulanmasi ndrotrofik faktor
eksikliginin sebep oldugu apopitozu inhibe etmektedir. Bu olay karnitinin ndrotrofik etkisi
de olabilecegini gostermektedir. Akut beyin hasarini takiben olusan apopitoz
intraselluler degisimler (6rn. kalsiyum artig1 veya oksidatif stres) veya ekstrasellller
faktorlere yanit olarak (6rn. inflamatuar sitokinler ve Fas gibi hiicre o6liim ligandlarr)
olusabilir. Karnitin ve karnitin esterleri ile tedavi dolasimdaki TNFalfa ve interlokin
seviyelerini anlamli olarak disurmektedir. Karnitin akut hasarlanmayi takiben beyinde
olusan inflamatuar reaksiyonlari da azaltmaktadir. Serebral iskemi ve travma sirasinda

kalsiyuma bagimli fosfolipaz 2 gibi enzimler aracihigiyla salinan toksik intraselltler
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serbest yag asitlerini karnitin tamponlayabilmektedir. Agil karnitin esterlerinin olusumu
sebebiyle serbest yag asitlerinin azalmasi mitokondrial gegirgenligi azaltma 6zelliklerini
inhibe etmektedir. Bu yolla hepatositlerin anoksik o6limine kargi korunma
saglanmaktadir. Karnitinin néron koruyucu olarak bircok mekanizmaya sahip olmasi en
onemli etkisinin kullanilarak yontem olusturulmasini sinirlamaktadir. Diger taraftan
degisik beyin hasari yolaklarinda kullanilabilmesini saglamaktadir (82).

Karnitin akut valproik asit toksisitesinde kullanilabilmektedir. Valproik asit
toksisitesinde ¢zellikle hastalar komada ise, amonyak seviyesi yuksekse veya valproik
asit duzeyi 450 mg/l ‘yi asmig ise karnitin kullanimi uygun olmaktadir. Yapilan olgu
sunumlari karnitinin yan etki profilinin uygun oldugunu ve akut valproik asit

toksisitesinde kullanilmasinin yararli oldugunu gostermektedir (83).

2.8.4. Karnitin ve oksidatif stres

Kardiak arrest modeli kullanilan ¢calismalarda karnitin tedavisinin reperflizyondan 2
ve 24 saat sonra protein karbonil gruplarini anlamli olarak azalttigi gosterilmigtir. Protein
karbonil gruplar oksidatif doku hasarinin bir gostergesidir ve iskemi/reperfliizyon
esnasinda anlamli olarak artmaktadir. Karnitin, ROS olusumunu baslatan doku laktik
asidozunu azaltarak dolayli yoldan oksidatif strese kargi koruma saglamaktadir.
Karnitin, mitokondrial ve sitozolik redoks dengesindeki kaymayi azaltarak da ROS
detoksifikasyonunda rol oynamaktadir (84).

Kardiak arrestten 30 dk ve 24 saat sonra beyin pirtivat dehidrogenaz enzim
aktivitesi karnitin tedavisi ile dizelmektedir. Oksidatif stres nedeniyle reperfiizyon
sirasinda piruvat dehidrogenaz aktivitesinde azalma olugmaktadir. Bu bulgu karnitinin
beyindeki protein oksidasyonu Uzerine dolayll etkisini yansitmaktadir. Pirtivat
dehidrogenazin oksidatif inaktivasyonu reperflizyon sirasinda hizla gelismektedir, fakat
inhibisyon karnitin gibi antioksidan maddelerin uygulanmasi ile geri donusumli olarak
olusmaktadir (85).

Karnitin antioksidan genlerin indiksiyonu yoluyla da dolayli antioksidan etki
gosterebilmektedir. Primer sican kortikal astrosit kaltird karnitin ile tedavi edilince
antioksidan enzim hemoksijenaz-1 ekspresyonu artmaktadir ve inflamatuar sitokinlerin
neden oldugu hicre 6limu ve mitokondrial degisimlere karsi koruma saglamaktadir.
Karnitinin hemoksijenaz ekspresyonu uzerine etkisi Nrf2 ekspresyonundaki artigla
olusmaktadir. Nrf2, mitokondrial genom Uzerindeki transkripsiyon genlerin dolayl

41



stimulasyonu ve antioksidan genlerin ekspresyonunu stimile eden bir transkripsiyonel
aktivator faktordur (86).

Beta-amiloid Alzheimer’li hastalarin beyinlerinde biriken ve ndrodejenerasyonda
rol oynayan norotoksik bir peptiddir. Karnitin, néronal htcrelerin beta-amiloide maruz
kalmasi sonucu olusan hiicre 6limu ve oksidatif stresi inhibe edici etki gostermektedir.
Multipl sklerozlu hastalarin oral karnitin ile 6 ay tedavisi, bu hastalarin beyin omurilik
sivisinda yuksek olarak tesbit edilen oksidatif stres markirlarini azaltici yonde etki
yapmistir (82).

Mitokondriyal beta oksidasyon reaktif oksijen turlerinin olugsumu ig¢in major
kaynagi olusturmaktadir. Oksidatif stres, hiicresel biyoenerjetik sireglerin etkinligindeki
azalma nedeniyle metabolik bozukluklarin gelismesine yol a¢gmaktadir. Oksidasyon
/rediksiyon durumu oksidatif strese eslik eden inflamatuar bir sinyali tetiklemekte ve
boylece proinflamatuar sitokinlerin salinimina yol agmaktadir. Mitokondrial fonksiyonu
dizenlemek igin karnitin  kullanimi  oksidatif stresi ve inflamatuar durumu
azaltabilmektedir. Sonu¢ olarak hastalarin klinik bulgularinda diizelme saglanmaktadir.
iskelet kasinda en yilksek oranda bulunmasi nedeniyle, karnitin eksikligi kas giiciinde
azalma, hipotoni, lipid depolayan miyopati ve miyolizle birlikte Tip Il lif atrofisine yol
acmaktadir (87).

Karnitinin antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleri hayvan modellerinde yogun
olarak calisilmistir. Karnitin destegdi yasl inflamatuar htcrelerin kemotaktik ve fagositik
aktivitelerini diizeltmekte, astrositleri oksidatif strese karsi korumakta ve E vitamini ve
folat kombinasyonu ile birlikte Alzheimer hastaligini 6nlemede yarar saglamaktadir.
insanlarda arastirmalar son dénem bobrek yetmezligi olan hastalarda yodunlagmistir.
Hemodiyaliz hastalarinda karnitin destedi halen tartismali bir konudur, fakat karnitin
kullaniminin hastalarda olumlu sonuglar verdigi bilinmektedir (87,88,89).

Bobrek yetmezlikli hastalarin diginda kas yorgunlugu gibi oksidatif stresin artis
gosterdigi diger klinik durumlarda da karnitin desteginin yararh etkileri test edilmistir.
Ulseratif kolitli hastalarda karnitin kullanimi hastalardaki histolojik bulgulari diizeltmekte

ve hastaligin aktivite indeksinde anlaml diizelme yapmaktadir (87).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Caligma gruplars

Bu calismada Wistar cinsi yetigkin erkek siganlar (250-300 g) kullaniimistir.
Calismalar icin Tip Fakultesi Deney Hayvani Arastirmalari Etik Kurul Bagkanhgrndan
29.11.2005 tarihli oturumunda 107 protokol no ile onay alinmistir. DEU Tip Fakdiltesi
Deney Hayvanlari Laboratuvarinda Wistar susunun bulunmasi ve literattirle uyumlu
olmasi nedeniyle bu tir ve cins secilmigtir. TiUm hayvanlar deney sonlanincaya kadar
Deney Hayvanlari Laboratuvarlarinda standart kosullarda bakilmigtir. Herhangi bir
sebeple deneyi devam ettiremeyecek olan (enfeksiyon, ila¢ reaksiyonu vs) ya da
deneyler bitmeden yasami sonlanan hayvanlar deney ve istatistik kapsamindan
cikarilmigtir. Tum siganlar sham, EMA+Serum fizyolojik (S) ve EMA+Karnitin (KAR)
olarak rastgele U¢ gruba ayrildi. EMA+S ve EMA+KAR gruplarina 30 gin suireyle 4
saat/gun EMA uygulandi. Bu sire iginde EMA+S ve EMA+KAR gruplarina EMA
uygulamasi ile birlikte serum fizyolojik (S) veya L-karnitin (KAR) uygulandi. Calisma
gruplar asagidaki sekilde olusturuldu:

I. grup: Sham grubu. EMA’na maruz kalma ve enjeksiyon uygulamasi yok (n=10)

II. grup: EMA+S grubu. EMA’'na maruz kalan ve serum fizyolojik uygulanan
sicanlar (n=12, 1 ml/kg, po, 30 giin)

lll. grup: EMA+KAR grubu. EMA’na maruz kalma+L-karnitin uygulanan siganlar
(n=10, 300 mg/kg, po, 30 giin)

3.2. EMA olusturulmasi

EMA olusturmak icin 50 Hz frekansh alternatif akim ile 3 mT EMA meydana
getiren helmholtz bobin sistemi kullanildi. EMA'nin siddeti bir transformatér ve
teslametre (FW Bell, 5170) araciligiyla kontrol edildi. EMA sistemi birbirinden 33 cm
aralikl yerlestirilen 95 cm capl iki bakir bobinden olusturuldu. Bobinler ahsap bir
cerceveye monte edilen 320 sarimli, 2.5 mm c¢apli bakir tellerden olusturuldu. Sigan
kafesleri bobinlerin arasina yerlestirildi. Bu sistemle ayni anda 2 kafese EMA

uygulanabilmektedir.



EMA+S ve EMA+KAR gruplarindaki sigcanlar giinde 4 saat boyunca 3 mT EMA'na
maruz birakildi. Maruz kalma siresince tum siganlar plastik kafeslere yerlestirildi. Sham

grubundaki siganlar ayni ortamda tutuldu fakat EMA uygulanmadi.

3.3. Doku orneklerinin hazrrlanmasi

30 guinlik deneyin tamamlanmasinin ardindan 24 saat sonra tim sigcanlar eter
anestezisi altinda sakrifiye edildi. Siganlarin yarisina 6nce izotonik NaCl, ardindan %10
formaldehit ile intrakardiyak perfiizyon yapildi. Sag atriuma kesi yapilarak kanin digari
akigi saglandi, serum gelmeye baglayinca izotonik infuzyonu kesilerek formaldehit
inflzyonuna baglandi. Perfizyonun ardindan beyin dokusu cikarildi ve %10
formaldehitte 2 gin bekletildi, ardindan bir gece suda bekletildi. Rutin histolojik takip
iglemlerinin ardindan dokular parafine gomuldi. Mikrotom yardimiyla (Leica RM2255)
beyin dokusundan 5 pum kalinliginda kesitler alinarak ornekler lizinli lamlara yerlegtirildi.
Her hayvandan Paxinos ve Watson’un rat beyin atlasina gore tanimlanmig 21-23 ve 25.
seviyelere denk gelen 3’er kesit alinarak sirasiyla cresyl violet, TUNEL ve aktive

antikaspaz-3 antikoru ile boyandi.

3.3.1. Isik mikroskopik doku takibi

1- Fiksasyon: 48 saat % 10 formalin

2- 24 saat akarsuda yikama

3- % 70 etil alkol 20 dk
4- % 80 etil alkol 20 dk
5- % 96 etil alkol 20 dk
6- Aseton | 20 dk
7- Aseton I 20 dk
8- Aseton lll 20 dk
9- Aseton IV 20 dk
10- Ksilol | 30 dk
11- Ksilol Il 30 dk
12- 60°C’lik etlivde erimis parafin | 1 saat
13- Parafin Il 1 saat

14- Parafin iginde bloklama



3.3.2. Cresyl violet ile boyama yontemi

Cresyl violet ile néronlarin Nissl grandllerinin boyanmasi amaclanmigtir.

1-Ksilol I (ettivde) 20dk
2-Ksilol I 10dk

3- Ksilol 1l 10 dk

4- Absolu alkol 1 dk
5-%96 alkol 1 dk
6-%80 alkol 1 dk
7-%70 alkol 1 dk
8-Distile su 5 dk

9- Boya solusyonu 20 dk
10-%96 alkol calkalama
11- Ksilol (¢ degigim) 30-60 dk

12- Entellan ile kapama

3.3.3. TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick

end labeling) Teknigi ile Boyama

Her hayvandan birer kesit dokudaki apopitotik hicreleri gostermek amaci ile
TUNEL teknigi ile boyandi. Bu teknik igin In situ cell death detection TUNEL system,
POD kiti (Roche) kullanildi. Kesitler boyama icin bir gece 60 C°lik etiivde tutulduktan
sonra, 3 degisim ksilol ile deparafinizasyon islemi gercgeklestirildi. Ardindan azalan
derecede alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi.
Kesitler 15 dakika 20 pg/ml proteinase K ile enkube edildikten sonra, distile su ile 5
dakika yikandi. Doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika %3’lik
H,O, (Merck, Germany) uygulandiktan sonra 3 defa 5er dakika fosfat tampon
solusyonu (PBS; Phosphate Buffered Saline Solution, DBS, Pleasanton, CA) ile yikanan
kesitler TdT-enzimi 37°C de 1 saat enklbe edildi. Ardindan tampon solisyonu ile oda
sicakliginda 10 dakika yikanan kesitler anti-streptavidin-peroksidaz ile 30 dakika
enkibe edildi. Tampon solusyonu ile ykanan kesitler TUNEL reaksiyonunun
gorunurligina saptamak amaciyla diaminobenzidine (DAB, Roche Diagnostics,

Germany) ile boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra Harris hematoksilen ile zemin
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boyamasi yapilan kesitler %80 ve %96’lik alkollerde dehidratasyon ve 30'ar dk 3

degisim ksilol ile seffaflastirma isleminden sonra entellan ile kapatildi.

3.3.4. Indirekt iInmiinohistokimya Yéntemi

Kesitler 24 saat 60°C etlivde bekletildikten sonra immunohistokimyasal yontemle
boyandi. Antikaspaz-3 immunreaktivitesinin gdsterilmesi amaciyla rat spesifik aktive
antikaspaz-3 (1:100; Neomarkers, Fremont, CA) antikoru kullanildi. Lizinli kesitler g
degisim ksilol ile deparafinizasyon islemine tabi tutuldu. Ardindan azalan derecede alkol
serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi. Proteinaz K
solisyonu i¢inde 37°C etuvde 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini
inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’lik Hidrojen peroksit uygulandi. 3 defa 5’er dakika fosfat
tampon solusyonu ile yikanan kesitler antikaspaz-3 antikoru ile bir gece +4°C’de enkiibe
edildi. Ertesi gun fosfath tampon solusyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmig
sekonder antikor ile 30 dk enkiibe edildi. Sekonder antikor Vector Elite ABC kit (Vector
Labs, Burlingame, CA) ile baglandiktan sonra antikor-biyotin-avidin-peroksidaz
kompleksi 0.02% Diaminobenzidin (DAB) kullanilarak gorinidr hale getirildi. Zemin
boyamasi Harris hematoksilen ile yapildi. Dereceli alkollerde dehidratasyon islemi

gerceklestirilen kesitler ksilol ile seffaflagtirma igsleminden sonra entellan ile kapatildi.

3.3.5. Elektron mikroskopik inceleme

Dokulardaki ince yapinin degerlendirilmesi amaciyla her gruptaki 3’er denekten
1x1 mm biyuklugunde doku ornekleri alindi. Ornekler %2.5'luk gluteraldehid iginde
fikse edildi. %1’lik osmiumtetraoksit iginde postfiksasyon yapildiktan sonra derecel
alkollerde dehidratasyon iglemleri yapildi. Doku ornekleri propilen oksitten gegirildikten
sonra araldit icine gomiulerek 60°C etlvde polimerizasyon igin 48 saat bekletildi.
Ultraince kesitler uranil asetat-kursun sitrat ile boyanarak Zeiss Libra 120 TEM ile

incelendi.

3.4. Homojenizasyon

Tum sigcanlarin kalan yarisinin servikal dislokasyon ile yasamlari sonlandirildi. 1-2
dakika icinde soguk zemin Uzerinde Once beyin ardinda da hipokampus, striatum ve
prefrontal korteks dokulari disseke edildi. Her dokudan 1x1 mm bulyukliginde ornekler

elektron mikroskopik inceleme icin ayrildi. Kalan dokular soguk serum fizyolojik ile
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hemen yikandi ve lipid peroksidasyon urunid olan malondialdehit (MDA), antioksidan
enzimler Siperoksit Dismutaz (SOD) ve Glutatyon Peroksidaz (GPx) o6lguimi igin
homojenize edildi. Doku o6rnekleri ultrasonik homojenizatdérde (Bandelin Sonopuls,
Germany) 2 ml soguk PBS iginde homojenize edildi. Homojenizasyon iglemleri buzla
sogutulmus ortamda yapildi. Homojenatlar +4°C’de 600 g'de 10 dk santriflij edilerek
MDA 6lcumii icin ependorf tipine ayrildi, geri kalan homojenat +4°C’de 10000 g'de 20
dk sireyle santrifij edildi. Santrifj sonucu elde edilen sipernatan enzim ve protein

olcumleri icin ayrilarak -70 °C'de saklandi. 30 giin iginde dlgcumler yapildi.

3.5. Enzim aktiviteleri ve MDA diizeylerinin saptanmasi

MDA degerleri The Bioxytech MDA-586 (Oxis International, USA) ticari kiti ile
spektrofotometrik yontemle 6lguldi. Sonuglar uM olarak ifade edildi.

SOD ve GPx enzim aktiviteleri Oxis Research kitleri kullanilarak spektrofotometre
(HachLange, DR5000) ile olculdd. Enzim aktiviteleri hazirlanan sipernatanlardan
Olculdl ve sonuglar tnite/mg protein (U/mg pr) £ Standart Hata (SH) olarak gosterildi.

SOD aktivitesi Bioxytech SOD-525 (Oxis International, USA) kiti ile dl¢tldi. SOD'
un rolu, oksidatif enerji suregleri sirasinda olusan toksik stiperoksit radikalinin hidrojen
peroksit ve molekiler oksijene dismutasyonunu saglamaktir. Kitin ¢alisma yontemi
superoksit radikalleri olusturmak Uzere ksantin ve ksantin oksidazi kullanir. Olusan
superoksit radikalleri 2-(4-iodophenil)-3-(4-nitrophenol) -5-phenyltetrazolium chloride
(LN.T.) ile tepkimeye girerek kirmizi renk olusturur. Yontemin temeli, bu tepkimenin
SOD tarafindan inhibisyon derecesine dayanir.

GPx aktivitesi Bioxytech GPx-340 (Oxis International, USA) kiti ile saptanmistir. Bu
kit Paglia ve Valentine'in tanimladigi yonteme go6re hazirlanmistir. GPx, kiimen
hidroperoksit ile glutatyonun (GSH) oksidasyonunu katalizler. Glutatyon rediktaz (GR)
ve NADPH varliginda, okside glutatyon (GSSG) indirgenmis formuna (GSH) ¢evrilir, bu
sirada NADPH okside olarak NADP' ye donugur. Spektrofotometrede 340 nm'de
absorbansdaki azalma ol¢ulur.

Doku protein olcuimleri RANDOX'un U/CSF protein kitiyle yapildi. Kitin ¢alisma
prensibinde dnce drnek magnezyum iyonlarini uzaklastirmak ve proteini ¢oktirmek
amacltyla EDTA igeren alkalin soltsyonla karistirilir, sonra benzethonyum klorid eklenir,

turbidite olugturarak spektrofotometrede 600 nm’ de absorbans okunur.
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3.6. Istatistik degerlendirme

Tum veriler ortalamatSH olarak gosterildi. Gruplarin ortalamalari arasindaki
farklar SPSS programinda one-way ANOVA post hoc Bonferroni testi kullanilarak

degerlendirildi. p< 0.05 anlamhlik duzeyi esas alindi.



4. BULGULAR

4.1. MDA degerleri

Tam gruplarin MDA degerleri Tablo 1'de, ortalama MDA sonuclari sekil 1'de
gosterilmektedir. Prefrontal korteks, striatum ve hipokampus bolgelerinde sham ve
EMA+KAR gruplarinin MDA degerleri EMA+S grubuna gore anlamli olarak dusuk
bulunmustur (p<0.05). Sham ve EMA+KAR gruplari arasinda anlamh fark
bulunmamaktadir (p>0.05).

Sekil 1: Ortalama MDA degerleri

Sekil 1. MDA degerleri B hal S
B EMA+KAR

PFC STR HIPO
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Tablo 1: Tam gruplarin MDA degerleri (UM £ SH)

Prefrontal
Grup Hayvan no korteks Striatum Hipokampus
sham 1 6,7 6,3 4,3
sham 2 6,2 7,1 5,6
sham 3 54 4.4 4.4
sham 4 53 54 6,4
sham 5 59 57 6,7
grup ort+SH 59+0,2 5,78+0,4 548 +0,4
EMA+S 1 15,9 15,9 15,3
EMA+S 2 12,7 15,3 15,5
EMA+S 3 14,1 12,2 14
EMA+S 4 13,6 13,5 15,6
EMA+S 5 15,1 13,1 13,9
EMA+S 6 17,1 15,1 15,6
EMA+S 7 18,4 13,3 13,9
grup ort+SH 15,3+0,7* 14,1+0,5 14,8 +0,3
EMA+KAR 1 12,2 12,5 11,3
EMA+KAR 2 11,8 10,7 9,5
EMA+KAR 3 11,4 11,1 12,4
EMA+KAR 4 11,7 10,1 111
EMA+KAR 5 11,6 11,3 13,1
grup ortxSH 11,7+ 0,1 11,1+0,3 11,4+0,6

50



4.2. SOD ve GPx enzim aktiviteleri

Tam gruplarin SOD enzim aktivitesi degerleri Tablo 2'de, ortalama SOD enzim
aktivitesi sonuglari Sekil 2'de goOsterilmektedir. Prefrontal korteks, striatum ve
hipokampusta sham ve EMA+KAR gruplarinda SOD enzim aktivitesi, EMA+S grubuna
gore anlamh olarak yuksek bulunmustur (p<0.05). Sham ve EMA+KAR gruplar
arasinda anlamli fark bulunmamistir (p>0.05).

Tam gruplarin GPx enzim aktivitesi degerleri Tablo 3'de, ortalama GPx enzim
aktivitesi sonuglar Sekil 3'de gosterilmektedir. Her ¢ beyin bodlgesinde de sham ve
EMA+KAR gruplarinin ortalama GPx aktivitesi degerleri, EMA+S grubuna gore anlamli
olarak yuksek bulunmustur (p<0.05). Sham ve EMA+KAR gruplari arasinda anlamli fark
bulunmamigtir (p>0.05).

Sekil 2: SOD enzim aktiviteleri

. . . B sham
Sekil 2. SOD aktiviteleri 0 EMA+S
B EMA+KAR
2,5
2 * *
*
4 15
£
-] i
0,5
0
PFC STR HIPO
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Tablo 2: Tum gruplarin SOD aktivitesi degerleri (U/mL+SH)

Prefrontal
Grup Hayvan no korteks Striatum Hipokampus
sham 1 1,99 2,91 1,28
sham 2 1,28 1,17 1,39
sham 3 1,93 1,87 2,24
sham 4 1,45 1,99 2,05
sham 5 1,57 1,93 1,28
Grup ort+SH 1,64 £0,14 1,97 £ 0,27 1,64 + 0,20
EMA+S 1 ,69 ,69 ,69
EMA+S 2 ,58 ,38 ,58
EMA+S 3 ,09 ,05 14
EMA+S 4 29 ,69 ,84
EMA+S 5 24 ,58 ,19
EMA+S 6 ,69 ,69 ,33
EMA+S 7 1,17 1,21 1,05
Grup ort+SH 0,54+ 0,14 0,61+0,13 0,54 +0,12
EMA+KAR 1 1,34 2,05 2,18
EMA+KAR 2 2,24 1,00 1,22
EMA+KAR 3 1,51 1,87 1,57
EMA+KAR 4 1,28 1,63 1,28
EMA+KAR 5 2,37 1,87 74
Grup ort+SH 1,74 £0,23 1,68+ 0,20 1,39 £ 0,15
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Sekil 3: GPx enzim aktiviteleri

Sekil 3. GPx aktiviteleri | shamg
B EMA+KAR
100
80 -
*
@ 60
= %
= 40 A *
20 - * *
0
PFC STR HiPO
Tablo 3: Tum gruplarin ortalama GPx aktivitesi degerleri (Unite + SH)
Prefrontal
Grup Hayvan no korteks Striatum Hipokampus
sham 1 53,50 24,60 128,60
sham 2 111,10 72,00 89,50
sham 3 115,20 83,30 45,30
sham 4 20,50 27,70 67,90
sham 5 75,10 23,60 99,80
Grup ort+SH 75,08 +17,8 46,24 +12,9 86,22 + 14,1
EMA+S 1 11,90 20,50 31,80
EMA+S 2 8,23 9,26 7,20
EMA+S 3 6,10 7,20 24,60
EMA+S 4 6,10 14,40 39,00
EMA+S 5 14,40 12,30 20,60
EMA+S 6 14,40 7,20 24,70
Grup ort+SH 10,18+ 1,5 11,8121 24,65 + 4,3
EMA+KAR 1 57,60 36,20 41,20
EMA+KAR 2 53,20 52,40 43,20
EMA+KAR 3 55,50 51,40 51,40
EMA+KAR 4 33,90 21,60 77,10
EMA+KAR 5 65,80 19,50 109,00
Grup ort+SH 53,2+5,2 36,22+ 7,0 64,38 + 12,8

4.3. stk mikroskopik bulgular
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4.3.1. Krezil violet boyama

Sekil 4: Krezil violet boyama (prefrontal korteks)



Sekil 5: Krezil violet boyama (hipokampus)
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Krezil violet ile boyanan prefrontal korteks ve hipokampus kesitlerinde htcre
sayimi yapilarak gruplar arasindaki fark degerlendirildi. Hicre sayimlarini belirlemek
icin her gruptan beser hayvandan Uger kesit degerlendirildi. Kesit goéruntdleri bir
mikroskop (Olympus BH-2 Tokyo, Japan) ve video kamera (JVC TK 890E, Japan)
aracihdiyla bilgisayar ekranina aktarilarak 20X objektif altinda 15800 um? ‘lik sayim
cercevesi ile degerlendirildi. Sayim gergevesi her kesitin on farkli alanina yerlegtirilerek
noron sayimlari yapildi. Ortalama ndron sayilari hesaplanarak gruplar arasindaki fark
analiz edildi.

Prefrontal korteks degerlendirmesi sonucunda; EMA grubunda ortalama ndron
sayisinin  sham grubuna goére anlamh olarak disuk oldugu bulundu. Karnitin
uygulamasinin noron kaybini dnledigi gozlendi (Tablo 4). Gruplara ait goruntuler Sekil
4’'de gorulmektedir.

Hipokampus degerlendirmesi sonucunda; EMA grubunda sham grubuna gore
anlamh néron kaybi oldugu gozlendi. EMA+KAR grubunda noron sayisinin EMA
grubuna gore korundugu gozlendi (Tablo 4). Gruplara ait goruntiler Sekil 5'te

gorulmektedir.

Noéron sayisi (Ort + SH) /

Bolge grup n 15800 pum®
Prefrontal

korteks sham 5 6,4 + 0,67
EMA 5 4,6+0,24
EMA+KAR 5 6,8 +0,96
Hipokampus sham 5 16,4+ 0,74
EMA 5 9,8 +0,86
EMA+KAR 5 14,2 +1,01

Tablo 4: Prefrontal korteks ve hipokampus bdlgelerindeki hiicre sayilari
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4.3.2. TUNEL boyama

Sekil 6: TUNEL boyama (prefrontal korteks).Oklar TUNEL-pozitif hicreleri

gOstermektedir.
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Sekil 7: TUNEL boyama (Hipokampus). Oklar TUNEL-pozitif hucreleri
gOstermektedir.
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Prefontal korteks ve hipokampusa ait kesitlerde apopitoz oranini belirlemek igin
20X objektif ile her kesitte ortalama 1000 hucre sayilarak TUNEL-pozitif hiicre sayisi
belirlendi. Apopitotik hiicre orani ylizde cinsinden hesaplandi ve gruplar arasindaki fark
analiz edildi. Her iki beyin bolgesinin degerlendirilmesi sonucu; EMA grubunda TUNEL-
pozitif hiicre oraninin sham ve EMA+KAR grularina gore anlaml olarak yiksek oldugu

bulundu (Sekil 8). Gruplara ait resimler $ekil 6 ve 7’de gorulmektedir.

Sekil 8: TUNEL (+) hiicre orani

Sekil 8. TUNEL(+) hticre orani @ sham
B EMA-RAR
p=0.00 p=0.043 -

14 ||
12
10 - A

p=0.00 p=0.030

TUNEL(+) hticre (%)

Prefrontal korteks Hipokampus
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4.3.3. Aktive antikaspaz-3 immunohistokimyasal boyama

Sekil 9: Aktive antikaspaz-3 immunohistokimyasal boyama (prefrontal korteks).
Oklar antikaspaz-3 pozitif hiicreleri gostermektedir.
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Sekil 10: Aktive antikaspaz-3 immunohistokimyasal boyama (hipokampus). Oklar

antikaspaz-3 pozitif hiicreleri gostermektedir.
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TUNEL boyama ile belirlenen apopitozu desteklemek icin prefrontal korteks ve
hipokampus bdlgelerine ait kesitlere aktive antikaspaz-3 immunohistokimyasal boyama
uygulandi. TUNEL boyamada degerlendirilen sekilde hiicre sayimlari yapilarak yizde
oran cinsinden antikaspaz-3 pozitif hiicre sayilari belirlendi ve analiz edildi. Yapilan
degerlendirme sonucunda EMA grubunda antikaspaz-3 pozitif hiicre oraninin sham ve
EMA+KAR gruplarina gore anlamli olarak yuksek oldugu bulundu (Sekil 11). Gruplara

ait goruntuler Sekil 9 ve 10'da gorulmektedir.

Sekil 11: Antikaspaz-3 (+) huicre sayisi

Sekil 11. Antikaspaz-3(+)hiicre sayisi msham
0 EMA+KAR

p=0.00 p=0.001
81 || p=0.00 p=0.001

Antikaspaz-3(+) hicre (%)
N
_‘

S

Prefrontal korteks Hipokampus
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4.3.4. Elektron mikroskopik inceleme

Hipokampus

Prefrontal korteks Korpus Striatum

L iy

Sekil 12: Sham grubuna ait Hipokampal, prefrontal korteks ve korpus striatuma ait
noronlardan alinan ince kesitler.
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Hipokampus Korpus Striatum

Prefrontal korteks

Sekil 13: EMA grubuna ait Hipokampal, prefrontal korteks ve korpus striatuma ait ndronlardan
alinan ince kesitler.



Hipokampus Prefrontal korteks Korpus Striatum

Resim 14: EMA+KAR grubuna ait Hipokampal, prefrontal korteks ve korpus striatuma ait
noronlardan alinan ince kesitler.
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5. TARTISMA

Bu calismada, 50 Hz, 3 mT EMA’'na maruz kalan sigcan beyin dokusunda karnitinin
yapisal, immunohistokimyasal ve antioksidatif etkileri aragtirilmistir.

EMA'nin biyolojik etkileri 19. yuzyill basindan beri ¢alisma konusu olmustur.
1950'den bu yana yogun bir sekilde ¢aligiimaktadir. Gunumuzde elektromanyetik alan
olusturan birgcok kaynak bulunmaktadir. Manyetik rezonans gdruntileme, baz
istasyonlari, yuksek gerilim hatlari, elektrikli ev aletleri gibi elektromanyetik alan
kaynaklari sebebiyle eski dogal c¢evremize gore ¢ok daha yuksek oranda
elektromanyetik alana maruz kalmaktayiz. Gunumuzde insanlar iki tipte EMA’'na maruz
kalmaktadir: 1. Elektrik-elektronik cihazlar ve gu¢ kablolarindan kaynaklanan ¢ok dugtk
frekansli EMA. 2. Kablosuz cihazlar (cep telefonu ve telsiz telefon gibi) ve radyo yayin
kulelerinden kaynaklanan radyofrekans dalgalari. Her iki tip de genel olarak EMA'ni
tanimlamaktadir ve non-iyonizan radyasyon sinifina girmektedir. Dolayisiyla iyonizan
radyasyon gibi atom yoriingesinde elektronlarin kirilmasina yol agmamaktadir. EMA'nin
biyolojik etkileri tek bir mekanizma ile agiklanamamaktadir. Teorilerden biri osilasyon
gosteren eksternal elektrik alanlarin plazma membraninin her iki tarafindaki her serbest
iyon Uzerine osilatuvar bir gii¢ olusturmasi ve membran boyunca hareket ettirilmesidir.
iyonlarin  hareketi membrandaki iyon kanallarinin bozulmasina, membranda
biyokimyasal degisiklik olusmasina ve dolayisiyla tim hicre fonksiyonunun
bozulmasina yol agmaktadir. (90,91)

EMA etkisi ile biyolojik sistemlerde olusan patolojik sireglerin anlasiimasi igin
serbest radikallerin hicresel kaynaklarinin arastiriimasi dnem tasimaktadir. Lipidler
membran yapisinda bulunmalari nedeniyle hicre igi sinyal iletiminde rol oynamaktadir.
Gunumuzde, serbest radikallerin hiicre membranindaki ¢oklu doymamis yag asitlerini
ve amino asitleri oksidize ederek hiicre hasarina yol agtigi bilinmektedir. Membrandaki
doymamis zincirlerden bir hidrojenin gikarilmasi bir karbon radikalinin olusumuna ve
oksijenle reaksiyona girerek peroksil radikali olusturmasina yol agmaktadir. Antioksidan
enzimler serbest radikalleri temizleyerek, oksidatif hasara karsi koruyuculuk
yapmaktadir. Bu enzimlerin beyindeki aktivitelerinin duguk olmasi ve ndron
membranlarinda kolayca okside olabilen yag asitlerinin yiksek seviyede olmasi
nedeniyle, beyin oksidatif hasara kargi 6zellikle yatkinlik gostermektedir (92,93, 94).

Bu calismada, EMA+S grubunda lipid peroksidasyonu U¢ beyin bdlgesinde de

sham ve EMA+KAR gruplarina gore anlamli olarak yiksek bulundu. Yapilan ¢aligmalar
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EMA maruziyeti ile lipid peroksidasyonu arasinda iligki bulundugunu gdstermektedir.
Moustafa ve ark. cep telefonlarinin olusturdugu elektromanyetik alanin plazma lipid
peroksidasyonunu arttirdigini  gostermistir (95). ilhan ve ark. sican beyinlerinde
yaptiklari ¢calismalarinda cep telefonu maruziyetinin tim beyin homojenatlarinda lipid
peroksidasyonunu arttirdigini gostermistir (96). Meral ve ark. 900 MHz EMA maruziyeti
sonucu, kobaylarda beyin dokusu ve plazmalarinda MDA seviyelerinin arttigini
gostermistir (97). Bediz ve ark. yaptiklari ¢calismada 50 Hz 50 mG EMA’'ya maruz kalan
sican beyin homojenatlarinda TBARS seviyelerinin yukseldigini gostermigtir (98).
Jelenkovic ve ark. yaptiklarn calismada EMA'na maruz kalan sigan beyinlerinde lipid
peroksidasyonunun arttigini gostermiglerdir (99). Calismamizda EMA'nin sigan beyin
dokusunda bdolgesel olarak MDA artisina neden oldugu gosterildi. Bizim ¢alismamizda
oldugu gibi farkli beyin bdlgelerinde EMA'nin lipid peroksidatif etkisini gOsteren bir
¢calisma bulunmamaktadir.

Calismamizda, Karnitin uygulanmasi beyin dokusunda EMA’nin neden oldugu
MDA artigini  Onlemistir. Yapilan in vivo ve in vitro caligmalar karnitinin lipid
peroksidasyonunu 6nledigini gostermektedir. Barhwal ve ark. hipoksik hasar olusturulan
sican hipokampusunda karnitin uygulamasinin lipid peroksidasyonunu azalttigini
gostermistir (100). Sican iskemi modelinde karnitin tedavisi hipokampusta TBARS
seviyelerini dusurmustur (101). Norotoksisite olusturulan sigcanlarda karnitin tedavisi
MDA seviyelerini dugsurmustir (102). Exitotoksik néron hasari modelinde in vitro ve in
vivo olarak karnitinin lipid peroksidasyonunu azalttigi gosterilmistir (103). Literatirde
karnitinin  EMA maruziyeti sonucu olugan lipid peroksidasyonuna karsi beyin
dokusundaki koruyucu etkisini gésteren ¢alisma bulunmamaktadir.

Antioksidan enzimler serbest radikalleri temizleyerek oksidatif hasara karsi koruma
saglamaktadir. Superoksid radikalleri oksidatif hasarla sonuglanan reaksiyon zincirini
baglatir. SOD, bu radikalleri uzaklastiran esas enzimdir. SOD, siperoksid radikallerinin
hidrojen peroksite dismutasyonunu katalizlemektedir. Hidrojen peroksit ve organik
peroksitlerin temizlenmesinde GPx go6rev almaktadir. GPx, hidrojen peroksiti
indirgenmis glutatyonla baglayarak suya indirgenmesini saglar. Bu reaksiyon sirasinda
indirgenmis glutatyonu (GSH) yikseltgenmig glutatyona cevirir (GSSG) (47).

Bu calismada SOD ve GPx enzim aktiviteleri EMA+S grubunda sham ve
EMA+KAR gruplarina gore anlamli olarak azalmig bulundu. Yapilan calismalarda
EMA'na maruz kalan beyin dokusunda antioksidan enzim aktivitelerinin dustugu

gosterilmistir. ilhan ve ark. cep telefonlarinin olusturdugu EMA'nin beyin dokusunda
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SOD ve GPx aktivitelerini dugtrdagunu gostermistir (96). Bediz ve ark. 50 Hz EMA’ na
maruz kalan sican eritrosit ve beyinlerinde glutatyon seviyelerinin dustiguna
gostermistir (98). Meral ve ark. cep telefonlarinin olusturdugu EMA’nin kobay beyin
dokusunda antioksidan enzim aktivitelerini disurdigunit gostermistir (97). Calismamizin
bulgulari diger ¢galhigmalarin bulgularini desteklemektedir.

Calismamizda, karnitin uygulanan grupta SOD ve GPx aktiviteleri her U¢ beyin
bolgesinde de yikselmig olarak bulundu. Deneysel modellerde karnitinin antioksidatif
etkisi gOsterilmistir. Hipoksik hasar olusturulan sigcanlarda karnitin  tedavisi
hipokampusda GPx aktivitesini yukseltmigtir (100). Karnitin yagl sican beyinlerinde
antioksidan enzim aktivitelerini arttirmaktadir  (104). Norotoksisite olusturulan
sicanlarda karnitin tedavisi beyin dokusunda antioksidan etki gostermektedir (102).
(105) Karnitinin  EMA uygulanan beyin dokusundaki farkli anatomik bolgelerde
antioksidan etkilerini gosteren ¢alisma bulunmamaktadir.

Serbest radikallerin makromolekullerde olugturdugu hasarlarin 6nemli bir biyolojik
sonucu hucre 6limine yol agabilmesidir. Serbest radikaller direkt veya indirekt yollarla
apopitotik hicre olumini baglatabilmektedir. Apopitoz birgok biyolojik, kimyasal ve
fiziksel etkenle olugabilmekte ve embriyoner gelisimde de rol oynamaktadir. Hicreler
morfolojik olarak hicre voliminde azalma, membran butinliginde bozulma ve
cekirdek fragmantasyonu ile karakterizedir. Apopitoz iki esas sinyal ileti yolu ile
tetiklenmektedir. Bunlardan birincisi, 6lim reseptorleri yolagidir. Bu yolak timor nekroz
faktor (TNF) ailesine ait yolaktir ve kaspazlarin direkt olarak aktivasyonunu
tetiklemektedir. ikinci yolak, mitokondriyal ileti yoludur, stres, granzim B veya p53 ileti
yolagi ile aktive edilir (106). Oksidatif stres farkli apopitotik enzimleri aktive etmektedir.
Yapilan calismalarda kaspazlar gibi birgcok apopitotik proteinin oksidatif hasari
gosterilmistir (66).

Bu calismada dokudaki apopitozu gostermek amaciyla TUNEL boyama ve aktive
antikaspaz-3 immunohistokimyasal isaretleme yapildi. EMA’'na maruz kalma sonucunda
beyin dokusunda apopitozun arttigi gosterildi. Yapilan in vivo ve in vitro caligmalar EMA
maruziyetinin bircok dokuda DNA kiriklarina yol actigi ve apopitotik hicre dlumana
arttirdigini gostermektedir. Degigik htcre kiltirlerinde yapilan in vitro g¢alhsmalarda
EMA’'nin apopitozu tetikledigi gosterilmistir (3, 107,108).

Antioksidatif ajanlar serbest radikal olusumunu azaltarak antiapopitotik etki
gosterebilmektedir. Calismamizda karnitin uygulanan grupta apopitozun azaldigi

bulundu. Cesitli deneysel modellerde karnitinin antiapopitotik etkisi gdsterilmigtir.
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Selvatici ve ark. noronal hicre kultirt modelinde nérotoksik ajanla olugturduklar
apopitoza kargi karnitinin koruyucu etkisini goéstermislerdir (109). Barhwal ve ark.
hipokampal hicre kaltird modelinde hipoksik stres sonucu hicre canliiginin
degerlendiriimesinde karnitinin  DNA kiriklarina kargi kultir htcrelerini  korudugu
gosterilmistir (110). Zou ve ark. yavru siganlarda inhale anestetiklerle indiklenen
noronal hicre o6lumund karnitinin dnlediginin gostermiglerdir (111). Karnitin hipoksik
hasar olusturulan sigcanlarda hipokampal néronlari apopitoza karsi korumaktadir (112).
Karnitin lipoik asitle birlikte uygulandigi zaman nérotoksisite olusturulan hipokampus
kaltir hicrelerini apopitoza karsi koruyucu etki gostermektedir (113). Wang ve ark.
sican beyin kulturinde norotoksinle olusturulan apopitoza karsi karnitinin koruyucu
etkisi bulundugunu gostermis ve norodejeneratif hastaliklarda tedavi secgenegi
olabilecegini ileri surmuglerdir (114). Bir bagka hicre kilturi galismasinda karnitinin
yine apopitoza kargi etkili oldugu gosteriimis ve Alzheimer’li hastalarin tedavisinde
yararh olabilecegi ileri strilmugtir (115). Hipoglisemik hasar olugturulan hipokampus
hicrelerinde karnitin, apopitoza karsi koruyucu etki gostermektedir (116). Yapilan in
vivo ve in vitro deneyler karnitinin antiapopitotik etkisi bulunduguna igsaret etmektedir,
fakat EMA'nin neden oldugu noéronal apopitoza karsi etkisinin olup olmadig: belli
degildir. Caligmamizda bu konuya da agiklik getirilmistir.

EMA uygulanmasi beyin dokusunda 1sik ve elektron mikroskopik dizeyde
belirlenebilen noéron kaybi ve hasar bulgular olugsturmaktadir. Bas ve ark. cep
telefonlarindan kaynaklanan EMA uygulanan siganlarda hipokampusta ndron sayisinin
anlamh olarak azaldigini gostermigtir (117). Benzer sekilde Odaci ve ark. benzer
deneysel modelde girus dentatus bolgesinde EMA uygulanmasi ile ndron kaybi
olustugunu gostermislerdir (118). Calismamizda tesbit ettigimiz EMA grubundaki néron
kaybi literatiirle paralellik gostermektedir. Onem ve ark. iskemi-reperfiizyon hasari
olusturulan sican beyinlerinde 1sik ve elektron mikroskopik olarak karnitinin etkisini
incelemiglerdir. Hasar grubunda elektron mikroskopik olarak; hipokampus bdlgesinde
perindral 6dem, sitoplazmik yogunluk artisi, sekonder lizozomlar, mitokondrilerde
dilatasyon ve dejenerasyon, golgi ve endoplazmik retikulum sisternalarinda dilatasyon
saptanmigtir. Karnitin uygulanan grupta hasar bulgularinin olusmadigi goézlenmistir.
Yapilan hiicre sayimi degerlendirmesinde karnitinin iskemi-reperfiizyonun neden oldugu
hicre hasarini engelledigi ve hasar grubunda bulunan ndron sayisindaki anlamli
distsun karnitin grubunda olusmadigi gosterilmistir (119). Shenk ve ark. yaptiklar

calismalarinda vaskiler demansli farelerde karnitinin beyin dokusu utzerindeki etkilerini
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incelemiglerdir. Genetik hasarli farelerin hipokampus bolgesindeki ndronlarda elektron
mikroskopik olarak 0Ozellikle mitokondriyal hasar olustugu gozlenmistir. Karnitin
uygulanmasi bu farelerde mitokondriyal hasari 6nlemekte, ayni zamanda néronlarda
lipofuksin ve miyelin benzeri yapilarin olusumunu da engellemektedir (120).

Sonug olarak bu calismada beynin farkh bolgelerinde EMA’nin neden oldugu
hasara karsi karnitinin koruyucu etkisi ilk kez gdsterilmistir. Karnitin antioksidatif etkisi
aracihgiyla antiapopitotik etki gostermektedir. EMA’nIn biyolojik sistemlerde olusturdugu
zararll etkilerin 6nlenmesi veya hasarlarin en aza indirilebilmesi agisindan endojen
antioksidanlarin modifikasyonu 06nem tasimaktadir. Toplum saghginin korunmasi
amacityla EMA’nin hasar olusturucu mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasi ve koruyucu
ya da destek tedavilerinin gelistiriimesi acgisindan caligmalarin ilerletiimesi

gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gunumuzde elektrik cihazlarin kullaniminin  artmasi EMA'na maruz kalimi
arttirmaktadir. EMA’na maruz kalma ve kanser riski arasinda korelasyon bulunmasi
konuyu toplumsal sorun haline getirmektedir. Bazi epidemiyolojik ¢alismalar EMA'na
maruz kalma ile beyin, meme ve hematolojik maligniteler arasinda korelasyon
bulundugunu gostermektedir. EMA’dan kaginmak muamkin olmadigr igin yol agtigi
zararlarin azaltilmasi veya oOnlenmesi gerekmektedir. EMA’nIn hicresel davranislar
nasil etkiledigi tam olarak agiklanamamistir, bununla birlikte EMA'nin serbest radikal
uretimiyle sonuclanan kimyasal reaksiyonlarla etkilesmesi gibi cesitli hipotezler
mevcuttur. Redox sistemlerin uyariimasi transkripsiyon genlerini, Reaktif Oksijen
Turlerini ve  hicre  o6limiyle  sonuglanan  mitokondrial ~ komponentlerin
oksidasyon/degradasyonunu aktive edebilir. Apopitozun bu t¢ basamakli sire¢ yoluyla
aktive oldugu dugsunulmektedir. Bu sebeple EMA, ROS Uzerine etkiyerek apopitoza yol
acabilmektedir.

Beyin dokusu diger organlara gore daha fazla toksik radikaller Gretmesi nedeniyle
serbest radikal hasarina yatkinlik gostermektedir. EMA'na maruz kalma beyinde birgok
biyolojik sureci etkilemenin yani sira DNA'da tek veya cift zincir kiriklarina yol
acabilmekte, bu durum karsinogenez gelisimi igcin potansiyel risk olusturmaktadir. Bu
nedenle antioksidan koruyucularin kullaniimasi muhtemel zararli riskleri onlemek
acisindan yararl olabilir.

Karnitin insan dokularinda yaygin olarak bulunan dogal bir maddedir. Karnitin
eksojen olarak verildigi zaman 6zgun tasiyicisi ile hizli bir sekilde kan-beyin bariyerini
gecmektedir. Bu yonuyle karnitin noroprotektif ajan ¢zelligi gostermekte, nekrotik ve
apopitotik ndron o6lumind engelleyebilmektedir. Gelecek galismalar EMA’nin etkilerinin
degerlendirilmesi igin yeni yontemlerin gelistiriimesi ve koruyucu terapilerin kullaniimasi
acisindan 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismanin sonuclarina gore karnitin, dogal bir madde
olmasi ve koruyucu etkileri nedeniyle bu alanda kullanilabilecek terapotik destek

ajanlardan birisidir.
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