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TURKCE OZET

Preterm yenidoganlara neonatal yogun bakim {initelerinde, resiisitasyon,
pulmoner hipertansiyon ve solunum sikintis1 gibi nedenlerden dolay1 oksijen tedavisi
uygulanmaktadir.

Term ve preterm yenidoganlar, endojen radikal siipliriicii sistemlerinin tam
olarak olgunlagsmamis olmasi sebebiyle reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu
bozulmalara duyarhdirlar. Reaktif oksijen tiirleri, fizyolojik olarak antioksidan
sistemler aracilig1 ile diizenlenmektedir. Reaktif oksijen tiirleri ve antioksidan
arasindaki dengenin bozulmasit DNA ve mitokondriyal membran, apoptoz ve hiicresel
fonksiyon bozukluguna bagli olarak oksidatif strese neden olabilir. Oksidatif stresin
hiperoksiyi takiben akciger, retina ve muhtemelen genel doku hasarindan sorumlu
oldugu kabul edilmistir.

Bu calismanin amaci, yenidogan sican beyninde hiperoksi uygulamasi
sonrasinda olusan oksidatif stresin neden oldugu bozulmalara karsi {iridinin,
antioksidan sistem araciligiyla olas1 tedavi etkinligini arastirmaktir. Calismamizda 53
adet neonatal Spraque-Dawley cinsi sigan dogumdan 6 giin sonra randomize olarak 5
gruba ayrilmistir. Oda havasindaki siganlara 6. giin tek doz intraperitoneal serum
fizyolojik (%0,9 NaCl) veya diger gruplara hiperoksi maruziyetinden 15 dakika 6nce
tek doz 100 mg/kg, 300 mg/kg, 500 mg/kg dozunda iiridin intraperitoneal (i.p.)
enjeksiyonu yapilmistir. 48 saat boyunca oda havasinda (%21 O;) tutulmus veya
hiperoksiye (%80 O2) maruz birakilan sicanlar takiben dekapite edilerek tiim beyin
homojenatlarindan Western Blot yontemiyle DJ-1 proteininin analizi ve
Malondialdehit (MDA), Myeloperoksidaz (MPO), Siiperoksit Dismutaz (SOD),
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) enzimlerinin biyokimyasal analizleri yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Uridin, antioksidan, hiperoksik beyin hasart, MDA, MPO, SOD,
GSH-Px, DJ-1.
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INGILIZCE OZET

Effect of Uridine on Free Oxygen Radicals in Neonatal Hyperoxic Brain
Injury
Oxygen therapy is applied to preterm neonates in neonatal intensive care units
for reasons such as resuscitation, pulmonary hypertension and respiratory distress.

Term and preterm neonates are susceptible to deterioration caused by reactive
oxygen species because their endogenous radical scavenging systems are not fully
mature. Reactive oxygen species are regulated physiologically by antioxidant systems.
Disruption of the balance between reactive oxygen species and antioxidants may cause
oxidative stress due to DNA and mitochondrial membrane, apoptosis and cellular
dysfunction. The degradation of balance between reactive oxygen species and
antioxidant may cause oxidative stress due to DNA and mitochondrial membrane,
apoptosis and cellular dysfunction. Oxidative stress has been recognized to be
responsible for lung, retina and possibly general tissue damage following hyperoxia.

The aim of this study was to investigate the possible treatment efficiency of
uridine through antioxidant system against the deterioration caused by oxidative stress
after hyperoxia application in pups brain. In our study, 53 neonatal Spraque-Dawley
rats were randomly divided into 5 groups 6 days after birth. Rats in room air were
injected intraperitoneally (i.p.) a single dose of either saline (0.9% NaCl) or uridine100
mg/kg, 300 mg/kg, 500 mg/kg 15 minutes prior to hyperoxia exposure to on day 6. Rat
pups which were kept either at room air (21% O3) or exposed to hyperoxia (80% O2)
for 48 hours, were subsequent to decapitated. The homogenates obtained from the
whole brain were analyzed by Western blotting DJ-1 protein, and the biochemical
analysis of Malondialdehyde (MDA), Myeloperoxidase (MPO), Superoxide
Dismutase (SOD), Glutathione Peroxidase (GSH-Px) enzymes were conducted.

Key Words: Uridine, antioxidant, hyperoxic brain injury, MDA, MPO, SOD,
GSH-Px, DJ-1.
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1. GIRIS

Hipoksik iskemik ensefalopati, intraserebral kanama ve serebral infarkt,
yenidogan beyin hasarinin en yaygin sebeplerindendir (Vannucci ve Hagberg, 2004).
Yenidogan yogun bakimda oksijenin kullanimi yenidogan tip alaninda kritik bir
alandir ve giiniimiizde Yenidogan Yogun Bakim Unitelerinde oksijen atmosferdeki
konsantrasyonundan daha yiiksek oranlarda; PaO>’nin 50mmHg veya SaO>’nun %80
ya da kapiller Oz basincinin 40 mmHg’nin altinda olmasi halinde; resusitasyon,
respiratuar distres sendromu ve pulmoner hipertansiyon tanist almig vakalarda yararl
olmasina ragmen, prematiire bebeklerde uygulanan ek suprafizyolojik oksijen tedavisi,
prematiire retinopatisi (Perrone ve ark., 2009; Saugstad, 2006), bronkopulmoner
displazi (Gien ve Kinsella, 2011) ve beyinde beyaz ve gri madde hasar1 (Felderhoft-
Mueser ve ark., 2004) sonucunda norogelisimsel hastaliklarin patofizyolojisinde
onemli etkisi bulunmaktadir (Brown ve ark., 2009; Collins ve ark., 2001; Lee ve Davis,

2011; Lodygensky ve ark., 2010; Reich ve ark., 2016; Volpe, 2001).

Son yillardaki ¢aligmalarda suprafizyolojik oksijen tedavisinin, viicutta ¢esitli
sitokinlerin {iretiminin baglatmas1 1ile iltthaplanma diizeneklerini tetikleyerek
norodejenerasyona neden oldugu hakkinda goriis birligi bulunmaktadir (Allan ve
Rothwell, 2001; Felderhoff-Mueser ve ark., 2005). Preterm bebeklerde endojen radikal
stipiirme sistemlerinin tamamen olgun olmamasi nedeniyle reaktif oksijen tiirlerinin
neden oldugu bozulmalara karsi 6zellikle hassastir (Reich ve ark., 2016). Oksijen
uygulamasinin gelisen beyinde hiicre 6liimiine de yol agtigi prematiire bebekler,
hayatlarmin sonraki déonemlerinde %50’ye varan oranlarda biligsel bozukluk ya da
davranigsal sorunlarla karsilasmaktadirlar (Volpe, 2001). Bu yan etki profili daha

giivenli olan alternatif tedavilere ihtiya¢ gostermektedir.

Hiperoksinin deneysel beyin hasarinda; azalmis beyin kiitlesi, azalmis néronal
yogunluk (Yis ve ark., 2008a), kaspaz aktivasyonu, oksidatif stres, norotrofinlerin

azalan ekspresyonu, norotrofin-diizenleyici yollarm azalan aktivasyonu (Felderhoff-



Mueser ve ark., 2004; Felderhoff-Mueser ve ark., 2005), proinflamatuvar sitokinlerin
(Felderhoff-Mueser ve ark., 2005) ve Fas’in artmig diizeyleri, vazoobliterasyon ve
noronal, oligodendroglial ve vaskiiler hiicre 6liimii, korteks ve beyaz cevherde yaygin
preoligodendrositlerde apoptotik dejenerasyon ile iliskili oldugu literatiirde

tartisilmaktadir (Endesfelder ve ark., 2017a; Gerstner ve ark., 2008).

Yenidoganda hiperoksik hasar olusturulan deneysel modellerde ndéronal
hasarin azaltilmas1 amaciyla bircok noroprotektif ajan son yillarda yapilan

caligmalarin ilgi odagini olusturmaktadir.

DJ-1 oksidatif stres ve hiicre 6liimiine kars1 noronlar1 koruyan, redoks-duyarli
bir saperon fonksiyonu olan ve beyin yasina bagli nérodejeneratif hastaliklar ile iligkili
bir proteindir (Bonifati ve ark., 2003; Lev ve ark., 2008). Bu nedenle, DJ-1
seviyelerinin diistiigli durumlarda, oksidatif stres tetiklenmekte ve bu da noronal
hasara (Yokota ve ark., 2003) veya hiperoksi uygulamasindan sonra olgunlasmamis

beyinde hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Bendix ve ark., 2012b).

Yenidogan hipoksik iskemik beyin hasar1 sonras1 uygulanan iiridin tedavisinin
apoptotik aktiviteyi baskilayarak beyin hasarini azalttig1 (Cansev ve ark., 2013) uzun
dénemde {iridinin kognitif fonksiyonlar iizerine olumlu etkisi de ortaya konmustur
(Goren ve ark. 2017a).

Ayrica, bir pirimidin niikleotidi olan ve viicuda verildiginde tiridine doniistiigii
bilinen CDP-kolin tedavisinin yenidogan si¢an hiperoksik akciger hasarinda fosfolipid
diizeylerini arttirdid1, aktif kaspaz-3 ekspresyonunu ve doku proinflamatuar sitokin
seviyelerini azalttigi, antioksidan savunma sistemini gii¢clendirerek serbest oksijen

radikallerinin diizeylerini azalttig1 tespit edilmistir (Cetinkaya ve ark., 2013).

Yenidogan hiperoksik beyin hasarinda uygulanan {iridin tedavisinin apoptotik
hiicre 6liimiinii ve hipomiyelizasyonu azalttigi, ndron sayisin1 ve 6grenme ve hafiza
performansini arttirdigr da bulunmustur (Goren ve ark., 2017b).

Bu bulgularin 1s1¢inda ¢aligmamizda hiperoksik beyin hasarinda iiridinin

tedavisinin serbest oksijen radikallerinin diizeyleri ve antioksidan savunma sistemi

tizerine etkisi arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yenidogan Hiperoksik Beyin Hasar1

Yenidogan beyin hasarmin karakteri eriskinlerinkinden farklidir. Ayrica,
beynin gelisimsel evrelerine bagli olarak néronal ve ndéron dis1 yapilardaki etkilenme
diizeyi farkliliklar gosterebilir. Beyin hasar1 goriilme ve 6liim orani, hasarin diizeyi ile

yakin iligkilidir (Jensen ve ark., 2003).

Viicut agirliginin %2'sini olusturmasina ragmen beyin, kalpten sonra en
yiiksek oksijen tiiketimine sahip ikinci organdir. Beynin kan akimindaki ve beyin
dokusuna sunulan oksijen seviyesindeki diisiis; yenidoganlarda ventrikiil i¢i kanama,
periventrikiiler 16komalazi, perinatal ensefalopati, kardiyopulmoner yetmezlige
neden olabilmektedir. Bu nedenle neonatal oksijenasyon beyin hiicrelerinin
devamlilig1 i¢in zorunlu bir terapidir (Siesjo ve Nilsson 1971; Taher ve ark., 2016;

Terraneo ve ark., 2017; Weaver ve Liu, 2015; Xu ve ark., 2012).

Prematiire dogum tiim canli dogumlarin 9%5.5-11.4'inii olusturmaktadir
(Howson ve ark., 2013; Keller ve ark., 2010). Her 10 yenidogandan 1’1 dogumda ek
oksijen destegine ihtiyag duymaktadir (Kayton ve ark., 2018). Uygulanan oksijen
tedavisi, hipoksik yenidoganlarda solunumsal belirtileri iyilestirirken; preterm
bebeklerde en sik goriilen -akciger dokusunda enflamasyon, fibrozis, gelisim
bozuklugu ve/veya duraklamasiyla ortaya ¢ikan- bronkopulmoner displazi olgularinda
ise; prenatal steroid, postnatal siirfaktan, antioksidan tedavilere ek olarak
kullanildiginda hastaligin siddetini azaltabilmektedir (Perrone ve ark., 2017; Van
Marter, 2005).

Oksijen viicutta oksidatif fosforilasyon ile enerji iiretirken, serbest radikal
kaynagi olan reaktif oksijen tiirlerinin olusmasimna neden olarak, toksik etki
gosterebilmektedir (Back ve ark., 1998; Fridovich, 1999; Gerstner ve ark., 2008,
Mandal ve ark., 2009).



Deneysel ¢aligsmalarda, immatiir beyinde oksijen uygulamasi ile artan reaktif
oksijen tiirlerinin, ¢esitli beyin bdlgelerinde yaygin apoptozise neden olabilecegi
(Felderhoff-Mueser ve ark., 2004, Hoehn ve ark., 2003), cesitli sitokinlerin liretimini
baslatabildigi ve boylece iltihaplanmay1 tetikleyip sonug¢ olarak ndrodejenerasyona

neden oldugu savunulmustur (Allan ve Rothwell, 2001).

Klinikte de perinatal iskemi olgularinda kullanilan oksijen tedavisinin,
olgunlagmamis antioksidan savunma mekanizmalarina sahip yenidoganlarda

norodejenerasyonu arttirdig bildirilmistir (Saugstad, 2001).

Saugstad OD. (1989) literatiirde ilk kez, bronkopulmoner displazi, prematiire
retinopatisi, nekrotizan enterokolit, periventrikiilar I0komalazi, patent duktus
arteriozus, respiratuar distres sendromu, intrauterin gelisme geriligi gibi hastaliklarin
aslinda farkli olmadigini, ancak en ¢ok etkilenen dokulara gore “Neonatolojik Oksijen

Radikal Hastalig1” olarak adlandirmistir (Sekil 1).

Intrauterin Gelisme
Geriligi Diisiik Antioksidan
Seviyesi

Oksidatif Stres
7

2 SPe Akcigier

“\ /” Yenidoganda Kalic1

Maternal Hastaliklar

Ly A P\_llmoner_
\ Hipertansiyon
.
Obezite “‘ Bronkopulmoner
\ Displazi
.
.

. Fe Beyin
Oksijenizasyon | Reaktif Oksijen Tirleri Intraventrikiiler

& Hemoraji
Reaktif Nitrojen DOku
Tiirleri + Periventrikiiler
LELEEEETTTTTY = . Lokomalazi
Prematiire Dogum , Vaskiiler
Makrofajlar Yaralanma Barsak
Nekrotizan
Enterokolit
v Goz
Prematiire
Enflamasyon Retinopatisi
Enfeksiyon Sitokinler
Prenatal Peripartum Neonatal

Sekil 1. Yenidoganda Oksijen Radikal Hastalifina katkida bulunan mekanizmalar (Perez ve ark., 2019 kaynagindan

uyarlanmustir).



Uygulanmasi gereken en uygun oksijen satiirasyonu veya PaO» konusunda
heniiz tedavi stratejisi hakkinda goriis birliginin saglanamamas ile birlikte perinatal
mortalite son on yilda %25 azalmis olmasina ragmen perinatal beyin hasari,
cocuklarda hala 6liim ve gelisme geriliginin 6nde gelen nedenidir (Castillo ve ark.,
2008; Christou ve Brodsky, 2005; D’ Angio ve Maniscalco, 2004; Perez ve ark., 2019;
Stoll ve ark., 2010).

2.2. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma

Reaktif oksijen tiirlerinin mitokondride elektron tasima zincirinde oksijenin
indirgenmesi ve/veya enzimatik reaksiyonlar sirasinda asir1 iiretimi, oksidatif ve
antioksidan sistemler arasindaki dengesizlik nedeniyle oksidatif strese neden

olmaktadir (Felderhoff-Mueser ve ark., 2004; Finkel ve Holbrook, 2000).
Yenidogan beyin dokusunun oksidatif strese daha duyarlidir:

- Hipoksik-Hiperoksik ortam degisikligi; fetal gelisim siiresince PaO, ~25 mmHg
hipoksik kosullar altinda iken ekstrauterin normoksik kosullarda bu basing 85-90
mmHg’dir. Dogumda intrauterin ortamdan ekstrauterin ortama gegcis ile oksijen
seviyesi artmaktadir (Gitto ve ark., 2009). Bu artis dogal antioksidan savunma
sistemleri yetersiz olan prematiire yenidoganlarda (Kumar ve ark., 2010; Patel ve ark.,
2009) Yenidogan Yogun Bakim Unitesinde uygulanan ek oksijen tedavisi ile reaktif
oksijen tiirlerinin seviyesini daha da fazla arttirmaktadir (Kayton ve ark., 2018). Ayni
zamanda yapilan deneysel ¢alismalarda da oksijenasyonun reaktif oksijen tiirlerinin

tiretimini indiikledigi gdsterilmistir (Rizzo ve ark., 2012).

- Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve antioksidan savunma arasindaki dengesizlik,
DNA ve mitokondriyal membran, apoptoz ve hiicresel fonksiyon bozukluguna bagl

oksidatif strese neden olabilir (Finkel ve Holbrook, 2000; Yuan ve Yankner, 2000).

- Beyin dokusu total viicudun oksijeninin %20’sini metabolize ettigi i¢in reaktif
oksijen tiirlerinin olusumu da fazladir. Enerjisini oksijen bagimli mitokondriyal
oksidatif fosforilasyondan saglayan beyin dokusu diger dokulardan daha fazla

oksidatif risk tasimaktadir (Ikonomidou ve Kaindl, 2011).

- Noronal membranlar serbest demir diizeyi ve ¢oklu doymamis yag asitleri yoniinden

zengindir ve serbest radikaller ile etkileserek oksidasyon olusmasini destekleyecek



substrat saglayarak oksidatif stresin artmasma neden olur (Chen ve ark., 2008;

Saugstad, 2005).

- Postnatal donemde enzimatik antioksidan enzimler beyinde az bulunmaktadir
(karacigerin %10’u). Ayrica Vitamin E, GSH (Glutatyon), Vitamin A, melatonin,
seruloplazmin, transferrin ve SOD gibi antioksidanlarin da beyinde diisiik seviyede
olmas1 nedeniyle antioksidan savunma mekanizmalar1 yetersiz kalmaktadir (Gitto ve
ark., 2009; Valko ve ark., 2007). Dogumdan sonraki ¢ok kisa bir siire yiliksek diizeyde
bulunan antioksidanlardan Vitamin C ve bilirubin ise dokular1 korumak i¢in yeterli

olamamaktadir (Gopinathan ve ark., 1994).

Antioksidanlardan GSH-Px, katalaz ve SOD’un gebelik siiresinin son %15°lik
periyodunda %150 arttig1 ve nonenzimatik antioksidanlarin artan konsantrasyonlarda

plasenta gecisi oldugu bilinmektedir (Davis ve Aunten, 2010).

Prematiire bebeklerin kordon kanindaki GSH-Px, katalaz, bakir ve ¢inko
iceren Siiperoksit Dismutaz (Cu/Zn SOD) aktiviteleri term bebeklere gore istatistiksel

olarak anlamli oranda diisiik bulunmustur (Georgeson ve ark., 2002).

Antioksidan mekanizmalarin dengeleyebilecegi miktardan daha fazla serbest
radikal tiirleri olustugunda ortaya ¢ikan oksidatif stres intrauterin hayatta baslayarak
hayat boyu devam etmektedir. Reaktif oksijen ve reaktif azot tiirleri hem toksik hem
de faydali bilesiklerdir. Reaktif oksijen ve reaktif azot tiirleri yiiksek
konsantrasyonlarda, niikleik asitlerde, lipidlerde ve proteinlerde yap1
modifikasyonlarin1 saglarken fonksiyon modiilasyonu ile oksidatif stres olustururlar

(Reich ve ark., 2016).

Perinatal ve yenidogan doneminde Yenidogan Yogun Bakim Unitelerinde ek
suprafizyolojik oksijen tedavisine kronik olarak maruz kalmak sonraki donemlerde
serebellum, korteks, bazal ¢ekidekler, hipotalamus, striatum, hipokampus gibi beyin
bolgelerini etkileyebilmektedir (Castillo ve ark., 2008; Felderhoff-Mueser ve ark.,
2005; Reich ve ark., 2016; Volpe, 2009). 28. gebelik haftasindan 6nceki dogumlarda
norogelisimsel noral hiicre olusumu, noronal gog¢, ¢ogalma ve olgunlagsma gibi
gelisimsel siireclerin  bozulma oranlarinin  %70’e kadar yiikselmekte oldugu

bildirilmistir (Twilhaar ve ark., 2018).



Preterm donemde uygulanan oksijen, diisiik motor 6grenme performansi ile
serebral noronal gelisimi (Collins ve ark., 2001; Felderhoff-Mueser ve ark., 2004;
Klinger ve ark., 2005) ve serebellar islevselligini bozarak serebellar boyut ve
fonksiyonun uzun siireli bozulmasina neden olabilmektedir (Limperopoulos ve ark.,
2010; Tran ve ark., 2017). Hiperokside ayrica, degisen oksijen seviyesi ile serebral kan

akimini degismesine de neden olmaktadir (Bulte ve ark., 2007).

Deneysel calismalarda, -oksijen tliketimlerinin fazla olmasi ve yetersiz
antioksidan savunma nedeniyle- hem ndronlarin, (Sorce ve Krause, 2009) hem de
oligodendroglial hiicrelerin gelisiminin etkilendigi (Brill ve ark., 2017; Gerstner ve

ark., 2006; Schmitz ve ark., 2014) bildirilmistir.

Neonatal donemde uygulanan oksijen tedavisi, immatiir beyinde astrositler,
noronal ve oligodendroglial hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli olan oligodendrosit
prekiirsor hiicreleri proliferasyonunda yer alan insiilin benzeri biiyliime faktorii-1
(IGF-1) ve fibroblast biiylime faktorii-2 (FGF-2) gibi biiylime faktorlerinin sentezleme
kapasitelerini de etkilemektedir (Domingues ve ark., 2016; Sofroniew, 2014). Scheuer
ve arkadaslarinin yaptig1r deneysel ¢alismada postnatal 6. giinde (P6) 24 saat siireyle
%80 oksijen uygulamasinin astrosit sayisini %50 azalttig1 gosterilmistir (Scheuer ve
ark, 2019). Ayn1 zamanda beyaz cevher hasarlanmasi ve serebellar bozulmanin ileri
yaslara kadar devam ettigi bildirilmektedir (Back ve ark., 2007; Scheuer ve ark., 2015;
Scheuer ve ark., 2017; Serdar ve ark., 2016).

Serbest radikaller aym1 zamanda beyin dokusunda kan-beyin bariyeri
fonksiyonunun makro seviyede bozulmasini, enflamasyon, sitotoksik ve vazojenik

0dem olusmasini da saglamaktadirlar (Heo ve ark., 2005).

Hipoksiye siirekli maruz kalmanin beyin hasarimi (Caretti ve ark., 2008) ve
biligsel bozuklugu (Gao ve ark., 2015; Merz ve ark., 2013) indiikledigi bilinmektedir.
Son yillarda hiicre Sliimii ve biligsel bozulma ile iligkili siire¢ler hiperokside de

arastirilmaktadir (Yis ve ark., 2008a).

Deneysel hiperoksi uygulamasi hipoksi uygulamasi ile karsilastirildiginda her
ikisinin de kalic1 serebral hasara yol agtig1, altta yatan mekanizmanin, reaktif oksijen

tiirlerinin iretimi ile antioksidan savunma arasindaki dengesizligin benzer oldugu



ancak hipokside hiperoksiden daha yiliksek seviyelerde hasarin meydana geldigi

goriilmistiir (Terraneo ve ark., 2017).

Preterm bebekler sinirli kalori ve mikronutrient deposu ile dogduklari i¢in
beyin hasarma kars1 ¢ok hassastir. Yenidogan takibinde uygulanan ek suprafizyolojik
oksijenizasyonun yararli oldugunu gosterilmis ancak ¢ok merkezli deneysel ve klinik
caligmalar ile desteklenmesi gereklidir. Bu nedenle Hiperoksik Beyin Hasar ile ilgili
deneysel kanitlarin gbzden gegirilerek, noroprotektif stratejilerin degerlendirilmesi

Onem tagimaktadir.

2.3. Serbest Radikaller

Dis yoriingelerinde eslenmemis elektron iceren atom, atom gruplart ya da
molekiiller serbest radikal olarak tanimlanmistir. Serbest radikaller; ytiksek enerjili,
kisa omiirlii, elektriksel olarak ise pozitif, negatif yiiklii ya da nétraldirler (Halliwell
ve Gutteridge, 1989). Serbest radikaller kararsiz ve reaktif yapidadir. Molekiiler
oksijen paralel spin durumunda bir veya iki eslenmemis elektrona sahiptir bu nedenle
serbest radikallerle ¢ok kolay reaksiyona girer (Dawn ve ark,. 1996; Tietz, 1995) (Sekil
2).
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Sekil 2. Serbest radikal tiirlerine elektron transferi
Serbest radikallerin endojen kaynaklari, oksidan olusumuna yol acan hiicresel

aktiviteler bu kaynaklar1 olustururlar.

Serbest radikaller; hidroksil radikali (OHe), sliperoksit radikali (Oy), nitrik
oksit (NO), azot dioksit (NO2), peroksil (ROO) ve lipid peroksil (LOO¢). Ayrica,
oksidan olarak da adlandirilan ve kolayca organizmada serbest radikal reaksiyonlarina
yol agan; hidrojen peroksit (H202), ozon (Os), singlet oksijen (!02), hipoklordz asit
(HOCI), nitrik asit (HNOs3), peroksinitrit (ONOO"), dinitrojen trioksit (K203) ve lipid

peroksittir.



Mitokondriyal elektron transportu sirasinda; Oksidatif fosforilasyon ile ATP
olusumu sirasinda, molekiiler oksijen ardigik olarak indirgendiginde reaktif oksijen
tirleri (O2*, H202, OH¢) olusmaktadir, molekiiler oksijenin %98’i mitokondride
sitokrom C oksidaz ile H,O;’ye indirgenmektedir. Hiicrelerdeki en biiylik serbest
radikal kaynag1 i¢ mitokondrial membranda siiregelen elektron transport zincirindeki
elektron sizintisidir. I¢ mitokondrial membranda iiretilen basta O>™ radikali olmak
tizere H>O> ve OHe radikali mitokondrial oksijen tiiketiminin %1-2’sini
olusturmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Muller ve ark., 2004). Ayrica
sitokrom oksidaz, ksantin oksidaz ve hiicre zarindaki NADPH oksidaz da serbest

oksijen tiirlerinin enzimatik kaynaklarindandir.

02 radikalinin mitokondri iginde SOD aracilig1 ile H2O: ve takiben H2O aciga
cikmasiyla hiicreler oksidatif hasardan korunmaktadir. (Mansouri ve ark, 2006; Peng
ve ark, 20006).

Biyolojik sistemlerde serbest radikal molekiilleri; solunum zincirinde,
fagositoz, prostaglandin sentezi ve sitokrom P450 sisteminde: elektronun bir
molekiilden diger bir molekiile transferi, heterolitik boliinme esnasinda kovalent bag
olusturan iki elektron atom ya da atom gruplarmin birisinde kalmasi sonucu ve

molekiile bir elektron eklenmesi ile olusmaktadir.

Molekiiler oksijenden reaktif ara iirlinlerin olusumu asagida yer alan tepkimede

gosterilmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Molekiiler oksijenden reaktif ara tiriinlerin olusumu



Mitokondrinin yanisira sitokrom P450 yoniinden zengin olan endoplazmik
retikulum ve niikleus i¢ membranlarinda da serbest radikal {iretimi olusmaktadir.
Endoplazmik retikulum ve niikleer membranindaki elektron transport sistemleri,
doymamis yag asitlerini ve ksenobiyotikleri okside ederler ve flavoprotein igeren
sitokrom rediiktazlar otooksidasyon ile Oy ve H>O» radikallerini olusturmaktadirlar

(Liu ve ark, 1999).

Yapisinda fosfolipid, glikolipid, gliserid doymamis yag asidi ve kolay okside
olabilen amino asit igeren transmembran proteinlerini igeren plazma membranlari
serbest radikallerin tehdidi altindadir. Serbest radikallerin hiicre i¢i diger organeller ile
reaksiyona girmesi i¢in plazma membranlarmi gectikleri ya da hasari membranda
baslattiklar1 bilinmektedir. Serbest radikaller; lipid peroksidasyonu, salgi fonksiyon
bozuklugu, bozulmus transmembran iyon dengesi ve hiicresel metabolik olaylarin

inhibisyonuna yol agmaktadir (Niki, 1987).

Serbest radikallerin biyolojik ortamlarda reaktif oksijen ve reaktif nitrojen
olmak tiizere iki tlirli bulunmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif azot tiirleri
oksidatif strese bagli; onkogenlerin asir1 ekspresyonu, mutajen bilesiklerinin
tretilmesi, iltthap olusum silireci ve ndrodejenerasyon patogenezinde ve
patofizyolojisinde rolii oldugu kabul edilmektedir (Droge, 2002; Genestra, 2007;
Pham-Huy ve ark., 2008;, Pisochi ve Pop, 2015; Wilhelm ve ark., 2016).

Endojen serbest radikaller; immiin hiicre aktivasyonu, iltihaplanma, zihinsel
stres, asir1 egzersiz, iskemi, enfeksiyon, kanser ve yaslanma siirecinde {iretilirken,
eksojen reaktif oksijen tilirlerinin olusumunda ise sigara, alkol, gecis metalleri,
siklosporin, takrolimus, gentamisin ve bleomisin gibi bazi ilaglar; asbest gibi
endiistriyel ¢oziiciiler ve radyasyon serbest radikallere ayrismakta ya da metabolize
edilmektedir (Pham-Huy ve ark., 2008; Valko ve ark., 2005; Valko ve ark., 2006;
Young ve Woodside, 2001).

Serbest oksijen radikalleri viicutta endojen olarak sentezlenmekte olan
metabolik yan iirlinleri olusturmakta ve sentezlenen iiriinler hizlica detoksifiye
edilmedikleri zaman zararl etkileri ortaya ¢ikmaktadir (Cash ve ark., 2007; Halliwell

ve Gutteridge, 1989) (Sekil 4).
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Sekil 4. Serbest radikaller ve Reaksiyonlar1 (Torres-Cuevas ve ark., 2016 kaynagindan uyarlanmustir).

2.3.1. Siiperoksit radikali (Oz2*)

Oy, molekiiler oksijenin suya indirgenmesinde ara basamaktir. Serbest
radikal olan siiperoksit, zararli etkisini direkt olarak degil, H>O> kaynag1 ve gecis
metal iyonlariin indirgenmesini saglayarak gosterir. Organizmada siiperoksitin
enflamasyon, apopitozis ve vaskiiler fonksiyonlarin regiilasyonu gibi etkileri de

bulunmaktadir (Cherubini ve ark., 2005; Halliwell, 1993; Young ve Woodside, 2001).

Aerobik hiicrelerde oksijen molekiiliine bir elektron eklenmesi ile Oz
olusmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1992) (Sekil 5). Mitokondrial elektron transfer
sistemi hiicrelerde ATP’nin asil kaynagidir. Oksijenin metabolik reaksiyonlar
sirasinda az miktarda olusan elektron kagaklar1 molekiiler oksijenin Oz doniismesine
sebep olmaktadir. Ayrica sliperoksit ksantin oksidaz benzeri flavoenzimlerce endojen

yollarla da olusturulabilir (Kontos ve ark., 1985).

Hiicresel siiperoksit diizeyleri kontrol altinda olup siiperoksit seviyesi
arttiginda SOD enzimi ile oksijen ve H>O> doniistiiriilerek azaltilir (Cherubini ve ark.,

2005; Kovacic ve ark., 2005).
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Sekil 5. Molekiiler Oksijenden Siiperoksit radikali Olusumu

2.3.2. Hidrojen peroksit (H203)

Stiperoksit tiretilen sistemlerde, dismutasyon tepkimesi sonucunda H>O» de
tiretilmektedir. H>O> oksidan olarak zayif, gecis metal iyonlar1 yoklugunda kararli
olan zayif bir indirgendir. Yiiksek konsantrasyonlarda ise toksik etkisi bulunmaktadir
(Gutteridge, 1995).

H>03, ciftlenmemis elektronu olmadigr icin serbest radikal olarak kabul
edilmemektedir. H>O> hiicre membranindan gegip sitozole diffiize olur ve uzun siire
sitozolde kalabilir ve hiicrelerde fizyolojik degisikliklere neden olabilir. Diffiize
olarak gectigi dokularda siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif radikal olan OHe
olusturur (Cherubini ve ark., 2005).

Stiperoksit anyonuna bir elektron eklenmesi ya da molekiiler oksijene iki
elektron eklenmesi ve iki proton ile H" birleserek H,O; olusur (Nordberg ve Arner,
2001) (Sekil 6).

Oy +e +2H" ——) H,0»

0y +2¢ +2H" —— H,0,

H,0, serbest halde bulunan Fe*? ile reaksiyona girmesi sonucu OHe déniisiir
(Cherubini ve ark., 2005). H2O2‘inredoks 6zelligi vardir ve gecis metalleri ile birlikte
yiiksek reaktif serbest radikalleri olusturdugu i¢in bu etkilerine karsi viicutta
antioksidan savunma sistemi gelismistir. Bu mekanizmalar sonucunda olusan
GSH-Px, H>O;, katalaz ve diger oksidazlarla hiicrelerden uzaklastirilir (Gutteridge,
1995).
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Sekil 6. Hidrojen Peroksit Olusumu

2.3.3. Hidroksil radikali (OHe)

En reaktif radikal olan hidroksil; amino asitler, organik asitler ve niikleik
asitler ile reksiyona girebilmektedir. Tek atom halinde olan ve bir eslenmemis
elektronu olan oksijen ile H'in birlesiminden olusmaktadir. OHe cok yiiksek
reaktivitesi olan, yar1 dmrii (~ 107 s) kisa olan tehlikeli bir radikaldir (Valko ve ark.,
2007).

H>0>’in Fe?" ya da diger gecis elementleri (Cu’, Zn, Mn...) ile indirgenerek
OHe doniismesine “Fenton reaksiyonu” adi verilmektedir (Sekil 7). Gegis metalleri

OHe olusmasinda 6nemli role sahiptir (Lloyd ve ark., 1997).

Fenton reaksiyonu Haber-Weiss reaksiyonu
' H ,<'>'_4 f ()»’ + +H,O,
Hidrojen Superoksid Hidrojen
peroksid peroksid
Fane
H+
Fe3+ f
OOH : + OH- 0, + HO ' @OH
Hidroksil Hidroksil Oksijen Su Hidroksil
radikal yonu radikali
Sekil 7. Fenton reaksiyonu (Smith ve ark., 2005) Sekil 8. Haber-Weiss reaksiyonu (Smith ve ark., 2005)

H>0>’nin Oy ile tepkimeye girmesi sonucunda OHe¢’1n iiretilmesine “Haber-
Weiss reaksiyonu” ad1 verilmektedir (Sekil 8).
Fe*" + H0; ——> Fe*"+ OH*+ OH-
Oy + H O, ——— 0>+ OHe* + H,0
OHe, H>O2’in gecis metalleriyle indirgenmesi ya da O™ ile reaksiyona
girmesi sonucunda olusmaktadir. Katalizorsiiz ¢ok yavas olan bu reaksiyon Fe™

katalizorliigiinde ¢ok hizli olusmaktadir. Katalizorlii tepkimede demir, ferrik formdan
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(Fe*?) ferrdz forma (Fe™) siiperoksitle indirgenir. Ferrdz form, ferrik forma fenton
tepkimesiyle tekrar yiikseltgenir ve OHe tiretilir (Cherubini ve ark., 2005; Gutteridge,
1995; Young ve Woodside, 2001).

OHe deoksiriboz ve bazlarla reaksiyona kolay girer. H>O> hiicre
membranlarini kolaylikla gecebildiginden DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve

hiicre 6liimiine neden olur (Sheldon, 2006).

Biyolojik sistemlerde lipid peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag asitlerinin
serbest radikal oksidasyonu ile olusmaktadir. OHe radikali membran
fosfolipidlerinin, doymamis yag asidi yan zincirlerine hiicum ederek lipid
peroksidasyonunun baglatmasina neden olmaktadir (Gutteridge, 1995). Lipid
peroksidasyonu sonucu hiicre membran biitiinliigiinde bozulma, protein hasari ile
enzimlerin aktivasyonu, mitokondri ve hiicre DNA’sinda hasarlanma, hiicre
iskeletinde bozulma sonucunda hiicrenin Sliimiine neden olur (Droge, 2002; Irani ve

ark., 1997; Lander, 1997).

2.4. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri

Normal hiicresel reaksiyonlar sirasinda Oz, H>O> yanisira nitrik oksit de
tiretebilmektedir. Organizmada serbest radikal reaksiyonlarmin enfeksiyonlara karsi
fagositoz ile savunma, nétrofil, makrofaj ve sitotoksik lenfositler araciligiyla kanser
hiicrelerinin dldiiriilmesi, mitokondride ATP {iretilmesi, hiicre biiylimesi gibi etkileri
bulunmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin az miktarda bulunmasinin niikleer
transkripsiyon faktorlerinin aktive edilmesi, intraselliiler ortamdan Ca* salinimi, bazi
sitokin ve biiylime faktorii sinyallerinin aktive edilmesi gibi reaksiyonlarda onemli
rolii bulunmaktadir. Hiicrelerde reaktif oksijen tiirleri ¢oziinerek guanilat siklaz
aktivitesinin diizenlenmesi ve gen transkripsiyon gibi Onemli islevlerde
kullanilmaktadir (Devasagayam ve ark., 2004; Droge, 2002; Lander, 1997; Valko ve
ark., 2007).

2.4.1. Serbest Radikallerin Lipidler Uzerine Etkileri

Lipidler hiicre ve hiicre i¢i membranlarda bulunan ve serbest radikallerin

hasarlaria kars1 son derece hassas biyomolekiillerdir. Hiicre membraninda bulunan
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kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle ¢ok kolay
reaksiyona girer ve peroksidasyon tirtinlerini olusturur (Devasagayam ve ark., 2003).

Lipid peroksidasyonu kendi kendini siirdiiren zincir reaksiyonu seklinde
ilerleyerek iiretildigi bolgeden daha uzak bolgede etkisini gosterebilmektedir
(Devasagayam ve ark., 2003).

Hiicrelerde olusan radikallerin etkisiyle ¢oklu doymamis yag asitleri
tizerinden bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile lipid peroksidasyonunun ilk
reaksiyonu olusmaktadir. Hidrojen atomunun uzaklagsmasi karbon atomu {izerinde
eslenmemis elektron kalmasina ve yag asidi zincirinin lipid radikal (Le) 6zelligi
kazanmasina neden olmaktadir. Lipid radikallerinin molekiiler oksijen ile etkilesmesi
lipid peroksil radikallerini (LOO¢®) olusturmaktadir. LOOe komsu yag asitleri ile
etkileserek yeni lipid radikallerini olusturmaktadir. LOOe aci8a ¢ikan hidrojen
atomunu alarak lipid hidroperoksitlerine (LOOH) doniismektedir. Bu sekilde
peroksidasyon basladiktan sonra kendini katalizlemeye devam ederek ¢ok miktarda
yag asidi LOOH doniistiiriilebilir. Bu tepkimelere ilerleme reaksiyonu denmektedir
(Abuja ve Albertini, 2001; Gutteridge, 1995).

Le + O ——)> LOOe
LOOs + LH =——> LOOH + Le

Bu zincir reaksiyonu sonucunda konjuge dien, MDA, 4-hidroksinoneal
benzeri aldehit yikim iiriinleri meydana gelmektedir. Yag asitlerinin peroksidasyonu
ile olusan triinler zar gecirgenligi ve zar akiskanligin1 bozarak kopma ve kirilmalara
neden olabilir. Lipid peroksidasyonundan olusan zar hasarinin, hiicre fonksiyonlari
icin ¢ok zararli ve geri doniisiimsiiz oldugu bulunmustur (Devasagayam ve ark.,

2003; Gutteridge, 1995).

Serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonunun artmasinin vaskiiler
hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi, bu radikallerin, damar endotel hiicrelerine
hasar vermesi sonucunda vaskiiler permeabilite degisikliklerine sebep oldugu da

vurgulanmaktadir (Halliwell, 1993).

2.4.1.1. Malondialdehit (MDA)
MDA en az {ig ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda olusmaktadir.

Tiyobarbutirik asid reaktif maddeler olarak ol¢lilmektedir. Hiicre membraninda iyon
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aligverisini etkileyerek membrandaki bilesiklerin capraz baglanmasina sebep olarak
iyon gegirgenligini ve enzim aktivitesini degistirir (Porter, 1984).

Lipid peroksidasyonunun son bileseni MDA’dir. Olusan MDA’ nin;
hiicrelerde deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi, hiicre ylizey bilesenleri
agregasyonu gibi membran ozelliklerinin degigsmesine neden oldugu bilinmektedir.
Yapilan ¢alismalarda kordon kanindaki MDA seviyelerinin yiiksek olmasinin; lipid
peroksidasyonun arttiginin ve yenidogan déneminde daha yiiksek oksidatif stresin
gostergesi oldugu savunulmustur (Buonocore ve ark., 1998; Nycyk ve ark., 1998;

Rogers ve ark., 1998).

2.4.2. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Serbest radikaller, yag asitlerini direkt etkilerken, proteinlerin etkilenme
derecesi aminoasit igeriklerine baglidir (Devasagayam ve ark., 2003). Proteinlerin
fonksiyonu i¢in 6nemli olan amino asitlerin bazilar1 radikal hasarina ¢ok duyarlidir.
Peroksil ya da OHe gibi serbest radikaller veya H>O» gibi reaktif oksijen tiirlerinin
neden oldugu protein hasarlari; amino asit oksidasyonu veya deaminasyon gibi
mekanizmalarla olusmaktadir. Bazi amino asitler oksidatif stresin olusturdugu hasara
kars1 daha duyarlidir, proteinler serbest radikallere maruz kaldiklarinda, amino asit
yan zincirlerinde tersiyer yapisal degisiklikler meydana gelmektedir (Rice-Evans,
1995).

Reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu protein oksidasyonu sonucunda,
protein hidroperoksitler gibi kararli ve yiliksek derecede reaktif iiriinler olugur ve bu
tiriinler gecis metal iyonlarn ile etkilesip radikalleri olusturabilir. Oksitlenmis
proteinler birikerek hiicre hasarlanmalarina neden olabilmektedir (Devasagayam ve

ark., 2004; Sarma ve ark., 2010).

2.4.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Hidroksil gibi serbest radikallerin karbonhidratlarla reaksiyona girmesiyle
karbon atomlarindan bir hidrojen atomu ¢ikmasina ve karbon merkezli radikal
tiretilmesine neden olmaktadirlar. Enflamatuar eklem hastaliklarinda; sinovial siviya
gecen lokositlerden ekstraselliller siviya H2O2 ve O: salinmaktadir. Buradaki

mukopolisakkarit olan hyaluronik asit gibi molekiillerin zincirlerinin kirilmasina
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neden olmaktadir. Hyaluronik asit goziin vitrdz sivisinda da fazla miktarda bulunur
ve oksidatif stres sonucunda katarakt olusmasina da neden olmaktadir (Devasagayam

ve ark., 2004; Raha ve Robinson, 2000).

2.4.4. Myeloperoksidaz (MPO) ve Hipokloroz Asit (HOCI)

Diisiik veya orta konsantrasyonlarda serbest radikaller, hiicresel yapilarin
olgunlagma siireci ic¢in gereklidir. Konak¢r savunma sisteminde, fagositler
(notrofiller, makrofajlar ve monositler), viicudun hastaliklara karsi savunma
mekanizmasinin bir pargasi olarak salgilanmaktadirlar (Droge, 2002; Valko ve ark.,

2007).

MPO enzimi katalizorliigiinde, H>O>’den HOCI olusmaktadir.

H,0,+Cl =22 HOCI

MPO sadece immun sistem hiicrelerinde (6zellikle notrofillere) bulunan hem
grubu iceren bir enzimdir. Siilfidril gruplari, demir-siilfiir merkezleri, hem proteinleri
gibi demir ve siilfiir igeren gruplarin oksidasyonu, proteinlerin oksidatif
dekarboksilasyonu ve deaminasyonu, peptid baglarinin yikilmasi gibi zararl etkiler
olusturmaktadir. HOCI varlifinda aerob bakteriler, ATP sentetaz ya da elektron
transport zincirinde meydana gelen hasar, membran transportu oOzelliklerini
kaybetmesine neden olmaktadir (Marcinkiewicz, 1997; Weiss ve ark., 1982).

MPO insan polimorfoniikleer 16kositlerin ~ %35’ini olusturmaktadir. Ayrica
monositlerde (toplam proteinin ~%1’1) ve doku makrofajlarinda varoldugu
bilinmektedir. MPO, polimorfoniikleer 16kositlerin polimorfoniikleer 16kositler ve
monositlerin azurofilik graniillerinde depolanmislardir. Hiicresel tepkimeler ve
degraniilasyon boyunca fagositik vakuollere birakilmasinin yanisira ekstraseliiler
alana da birakilmaktadir. Bu hiicreler tarafindan fagosite edilen bakteriler, MPO

enzimi aktivitesi ile yok edilmektedirler (Andrews ve Krinsky, 1986).
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2.5. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemleri

2.5.1. Oksidatif Stres

Viicutta serbest oksijen radikallerinin olusumu ve uzaklagtirilmasi ile
antioksidan savunma arasindaki dengenin oksidanlar lehine kaymasina oksidatif stres
denmektedir. Fizyolojik kosullarda organizma serbest radikallerden korunmak,
etkilerini azaltmak veya uzaklastirilmak i¢in antioksidanlara sahiptir; ancak serbest
oksijen radikallerinin asir1 liretilmesi ile antioksidan sistemler yetersiz kalmakta ve
oksidatif hasar meydana gelmektedir (Sekil 9) (Davies, 1995; Davies, 2000; Sies,
1997).

4 Normal
Fizyoloji

Asir1 Reaktif Oksijen Tiirleri Yetersiz Reaktif Oksijen Tiirleri

* Hiicre 8limii *Bagisiklikfonksiyonunun bozulmas
* Hastaliklar * Hiicre cogalmasinin bozulmasi
* Yaslanma * Diger bozulmus tepkiler

Sekil 9. Oksidatif stres ve antioksidanlar
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Intrauterin
Gelisme
Geriligi

Periventrikiiler Bronkopulmoner Solunum Prematiire Nekrotizan Patent Duktus Konjenital

Lokomalazi Displazi Stkntist Retinopatisi Enterokolit Arteriosu Malformasyon
Sendromu

|

Reaktif Oksijen Tiirleri 1

.

Oksidanlar |

Oksidatif Antioksidanlar |

Stres

Sekil 10. Oksidatif Stres ve Yenidogan Hastaliklar1 (Ozsurekei ve Aykac, 2016 kaynagindan uyarlanmstir).

2.5.2. Oksidatif Stres ve Yenidogan Beyni

Serbest demir diizeyi ve ¢oklu doymamis yag asitleri yoniinden zengin olan
yenidogan beyninin, antioksidan enzim diizeyleri (SOD, GSH-Px) diger dokulara
gore daha disiiktiir. Enerjisini oksijen bagimli mitokondriyal oksidatif
fosforilasyondan sagladig1 i¢in, diger dokulardan daha fazla oksidatif risk

gozlenmektedir (Ikonomidou ve Kaindl, 2011).

Serbest radikaller oksidatif strese neden olarak, beyin dokusunda kan-beyin
bariyeri fonksiyonunun makro seviyede bozulmasini, enflamasyon, sitotoksik ve

vazojenik 6dem olugmasini saglamaktadirlar (Heo ve ark., 2005).

Oksidatif stres; hiperoksi, hipoksi/iskemi, ilaglar ve travmatik beyin hasarina
bagli erken gelisimsel beyin harabiyetinin ve noéronal hasar sonucunda gelisen
norogelisimsel hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir (Deuber ve Terhaar,

2011) (Sekil 10).
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2.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlarin, hiicrelerin zar yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonunu engellemesi bilinen ilk etkileridir. Giinlimiizde antioksidanlarin
lipidler, proteinler, niikleik asitler ve hedefte olan makromolekiiller lizerine koruyucu

etkisi oldugu bilinmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Yal¢in, 1992).

Antioksidanlar, molekiilleri okside olmaktan koruyan veya oksidasyonu
yavaglatma yetenegi bulunan molekiillerdir. Bir maddeden oksidasyon ajanina
elektron transferi yapilan kimyasal reaksiyona “oksidasyon” denir. Oksidasyon
reaksiyonlari, hiicre hasari olusturabilen zincir reaksiyonlari baslatabilen serbest
radikallerin {iretilmesine neden olmaktadir. Antioksidanlar, serbest radikallerin
etkisini reaktif oksijen tiirlerini indirgeyen enzim sistemlerininde dahil oldugu

mekanizmalar ile azaltmaktadir.

Antioksidanlarin kullanilmasiin, immiin hiicre fonksiyonunu biiyilik 6lciide
arttirdig1, bircok bakteriyel ve viral enfeksiyonun kontrol altina alinmasina, oksidan
yaralanma bolgesinde antioksidanlar ile oksidanlar arasindaki dengesizligin tersine
cevrilmesine ve ilerleyen doku hasarinin  Onlenmesine neden oldugu

bildirilmistir (Morris ve ark., 2013).

Hem intraselliiler hem de ekstraselliiler sivida bulunan dogal antioksidan
sistemler enzimatik ve nonenzimatik olmak iizere iki gruba ayrilmistir. Enzimatik
antioksidanlar GSH-Px, katalaz, SOD enzimleri ve baz1 proteinlerden olusmaktadir.
Nonenzimatik antioksidanlar ise cogunun besin kaynakli oldugu Vitamin C, Vitamin
E, Vitamin A, GSH gibi antioksidanlar1 icermektedir (Halliwell ve Gutteridge, 2007;
Holmstrom ve Finkel, 2014; Lobo ve ark., 2010; Narin, 2012) (Tablo 1) (Sekil 11).
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Cu/Zn-SOD
(Sitozol)

Mn-SOD
(Mitokondri)

i

Fenton
Reaksiyonu

~ MADFH
GSH-
GE5G Rediktaz
p— MADPS OH-Lipid
Katalaz (Mitokondri)
Vitamin E

Lipid
Peroksidaz
GSH

Vitamin E
a-Lipoik Asit
Viamin C o
e Askorbat Vitamin C
Dehidroaskorbat
Dihidrolipoik

asit

G556 GSH |

Sekil 11. Antioksidanlar; ROT (Reaktif Oksijen Tiirleri) (Kurutas, 2016 kaynagindan uyarlanmustir).

Antioksidanlarin etki mekanizmalar1 dort sekildedir;
Temizleyici etki: Oksidanlarin reaktif olmayan zay1f yeni molekiile ¢evirerek yapilan
etki enzimler tarafindan yapilir. Antioksidan enzimler ve kii¢iik molekiiller bu tip
etkide bulunurlar.
Bastiric1 etki: Serbest oksijen radikalleri ile etkilesip bir hidrojen aktarip
aktivitelerini azaltarak ya da inaktif sekle doniistiirerek etki eder. Vitaminler ve
flavonoidler bu etkide bulunurlar.
Zincir Kiriaa Etki: Serbest oksijen radikallerini baglayip, radikal olusum
reaksiyonunu engelleyerek etki ederler.
Onaric1 Etki: Serbest oksijen radikallerinin meydana getirdigi hasar1 onararak etki

ederler (Young ve Woodside 2001).
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Tablo 1. Antioksidanlarin simiflandirilmasi (Aydemir ve Karadag, 2009)

ENDOJEN ANTIOKSIiDANLAR

ENZIMATIK NONENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR
ANTIOKSIDANLAR
Glutatyon rediiktaz Glutatyon Koenzim Q10
GSH-Px Melatonin Selenyum
Katalaz Urik asit a-Lipoik asit
SOD Bilirubin Transferrin
Albilimin Seruloplazmin

EKSOJEN ANTIOKSiDANLAR

EKSOJEN ANTIOKSiDANLAR

ILAC OLARAK KULLANILAN EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

Vitamin A Ksantin oksidaz inhibitdrleri (allopiirinol, oksipiirinol,)

Vitamin C NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)

Vitamin E Rekombinant Siiperoksit Dismutaz

Folik asit Sitokinler (TNF ve IL-1)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar

(GSH-Px aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)

Demir redoks dongiisii inhibitérleri (desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Trolox-C (Vitamin E analogu)

Demir selatorleri

Barbitiiratlar

2.6.1. Enzimatik Antioksidanlar

2.6.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Mc Cord ve Fridovich 1968 yilinda siiperoksit dismutaz’1 tanimlamiglardir

(Fridovich, 1975).

SOD, 20,1, H,O> ve molekiiler oksijene katalizleyen bir enzimdir. Molekiil
agirlig1 17-85 kDa olan metalloenzimdir. SOD, oksijenin zarar veren etkilesimlerinde
o6nemli koruyucudur. SOD’un fizyolojik fonksiyonu aerobik hiicreleri siiperoksitin
zararl etkilerinden korumaktir (Greenwald, 1990). Hiicrelerde metabolizma sirasinda
fazla miktarda {iretilen siiperoksit SOD enzimi sayesinde hiicre icinde diisiik

tutulmaktadir.

SOD, bakterilerin fagosite edildikten sonra hiicre i¢indeki etkilerinin
onlenmesinde aktiftir. Graniilosit ve lenfositlerde bol miktarda bulunur. SOD
enziminin ylksek katalizor aktivitesi sebebiyle hiicrelerde siiperoksit birikimi

bulunmamaktadir.
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Oz, metal iyonlarmi indirgeyerek bagli bulunduklar1 proteinlerden
salinmasina sebep olmaktadir, kofaktdrlerin oksidasyonunu bozarak, metal
tyonlariin da bulundugu OHe olusturan tepkimelerin hizlanmasina sebep olmaktadir.
Stiperoksit diger radikallerden daha az reaktif olmasina ragmen, indirgenmis
niikleotitleri, aminoasitlerin bazilarini1 ve antioksidan bilesikleri (GSH, Vitamin E)

oksitleyebilmektedir.

Hiicre zarinin hidrofobik ortaminda siiperoksitin dmrii uzun ve ¢oziiniirliigii
fazladir. Zar fosfolipidleri hiicrelerin zar yiizeylerini asidik yapabilir bu nedenle
siiperoksit hiicre zar yiizeyinde protonu kolayca alip hidroperoksit radikalini
olusturabilmektedir. Hidroperoksit radikali reaktif oldugu i¢in hiicre zarinda lipid
peroksidasyonunu baslatarak Vitamin E benzeri antioksidanlari oksitleyebilmektedir

(Gutteridge, 1994; McCord ve Edeas, 2005; Nozik-Grayck ve ark., 2005).

2054 2 H,0, + O,

Insanlarda SOD’un {i¢ izoformu bulunmaktadir. Bunlardan Cu/Zn SOD
sitozolde, manganez iceren Siiperoksit Dismutaz (Mn-SOD) mitokondride ve
ekstraselliiler Siiperoksit Dismutaz (EC-SOD) hiicre dis1 sivilarda bulunmaktadir
(Sen ve Chakraborty, 2011; Young ve Woodside, 2001).

Hiicrelerde en bol bulunan SOD formu olan sitozolik dimerik Cu/Zn SOD; iki
esit alt {liniteden olusmaktadir. Her bir alt iinitesinde bir Cu ve bir Zn atomu
icermektedir (Mruk ve ark., 2002; Nordberg ve Arner 2001). Mn-SOD; mitokondriyal
bir enzimdir ve dért esit alt iiniteye sahiptir. Aktif bolgesinde Mn* bulundurur. Baz1
farkliliklar olmasina ragmen Cu/Zn SOD ile ayni reaksiyonu katalizlemektedir
(Fridovich, 1995). EC-SOD, her bir alt iinitesinde birer tane enzimatik aktiviteler i¢in
gerekli olan bakir ve c¢inko atomu bulundurmaktadir. EC-SOD, dismutazin
ekstraseliiler matriks ve hiicre ylizeylerinde plazmadakinden daha yiiksek yogunlukta
bulunmaktadir. EC-SOD, fibroblast hiicreleri, glia hiicreleri ve endotel hiicreleri

tarafindan salgilanmakta ve sentezlenmektedir. Ekstraselliiler diizeyde enzimatik

olarak O>"leri etkisizlestirebilen tek antioksidandir (Holmstréom ve Finkel 2014;

Marklund, 1990; Zaghloul ve ark., 2012).
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2.6.1.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan GSH-Px enzimi, H>O,’den kaynaklanan
oksidatif stresten OHe’1n olugmasini engelleyerek hiicreleri korumaktadir. GSH-Px,

Her alt biriminde bir selenyum atomu bulunan dort alt birimden olugsmaktadir (Sen ve

Chakraborty, 2011).

GSH-Px’in elektron kaynagi GSH’dir, H>O>’yi ve organik hidroperoksitleri
(DNA hidroperoksitler, LOOH) metabolize edebilen bir enzimdir. GSH-Px enziminin
aktif bolgesinde selenyum igeren selenyuma bagimli GSH-Px ve selenyuma bagimli
olmayan GSH-Px olmak {izere iki ana tipi bulunmaktadir. Glutatyon
peroksidazlardan, Selenyuma bagimli olan H>O: ve organik hiperoksitlerde,
Selenyuma bagimli olmayan ise organik hidroperoksitlerin metabolize edilmesinde
daha etkilidir. GSH-Px enzimi oksidatif strese karsi eritrositlerde en etkili

antioksidandir (Cnubben ve ark., 2001; Guemouri ve ark., 1991; Reiter ve ark., 1995).

GSH-Px
H202 +2GSH ———> GSSG+ 2H20

2.6.1.3. Glutatyon Rediiktaz (GR)

GR, GSH-Px enzimi ile NADPH nin bir elektronunu (okside glutatyon)
GSSG disiilfit baglarina aktarir ve GSH’a doniisiimiinii katalize eder. Bu nedenle
NADPH serbest radikal hasarini1 engellemek i¢in gereklidir (Sen ve ark., 2010) (Sekil
12). GSH-Px enzimi ile hidroperoksitlerin indirgenmesi ile olusan GSSG NADPH
bagimli glutatyon rediiktaz (GR) enzimi tarafindan rejenere edilmektedir (Yalgin,

1998).
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NADPH|  naDP

GSSG

Glutatyon
Rediiktaz

Glutatyon
Peroksidaz

Sekil 12. Glutatyon Rediiktaz

2.6.1.4. Katalaz

Katalaz, sitozolde peroksizomlar, mitokondri ve endoplazmik retikulumda
bulunmaktadir. H>O’in, H2O ve O’ye doniisiimiinii saglayan katalaz enzimi;
(Limon-Pacheco ve Gonsebatt, 2009) dort protein alt birimden meydana gelir.

Enzimin her bir alt birimi, bir hem grubu ve bir NADPH molekiilii icermektedir.

Katalaz

2H,0, ——) 2H,0+0,

Oz, H20O2 ve molekiiler oksijene katalizleyen SOD aktivitesinin katalaz
aktivitesi artmadan yiikselmesi H2O: birikerek OHe radikallerinin olugmasina sebep

olmaktadir (Garewal, 1997).

2.6.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

2.6.2.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon,  hiicrelerin ~ redoks  durumunu  korumasinda,  sinyal
mekanizmalarmin diizenlenmesinde, gen ekspresyonu ve apoptozisde antioksidan

olarak etki gostermektedir (Townsend ve ark., 2003).

GSH, GSH-Px’in katalitik etkisi sonucunda lipid peroksitleri ve H>O2’yi
detoksifiye etmektedir. GSH, plazma membranindan aminoasit transportu ile Vitamin

E ve C gibi antioksidanlarin yeniden diizenlenmesini saglar. GSH, Vitamin E’nin
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tokoferol radikalini direkt, askorbati semidehidroaskorbata indirekt olarak

indirgeyebilmektedir (Sen ve Chakraborty, 2011).

2.6.2.2. Melatonin

Melatonin, endojen olarak pineal bezden {iretilip, dolasima salgilanmaktadir
(Hevia ve ark., 2014). Melatoninin, serbest radikal siipiiriiciisii ve dolayl1 olarak
antioksidan etki gostermesi, serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stresi azaltarak
genis capli bir koruma saglamaktadir. SOD, katalaz, GSH-Px ve GR igeren
antioksidan enzimleri uyararak, protein ve lipidleri ayrica ¢ekirdek DNA’sin1 ve

mitokondriyel DNA’y1 korumaktadir (Reiter ve ark., 2006).

Melatoninin beyin iskemi/reperflizyon, bobrek, barsak, kalp ve karacigerde
olusan reaktif oksijen tiirlerini (Marseglia ve ark., 2015); preterm yenidoganlarda
Respiratuar Distres Sendromu siddetini ve enflamasyonunu azaltmistir (Gitto ve ark.,
2004). Bunlara bagli olarak yenidoganlarda hipoksik-iskemik ensefalopatinin
tedavisinde melatoninin tekli ve/veya kombine kullanilabilecegi gosterilmistir
(Cetinkaya ve ark., 2011; Ozyener ve ark., 2012; Robertson ve ark., 2013). Deneysel
modellerde yapilan c¢alismalarda, periventrikiiler 16komalazinin 6nlenmesinde
melatonin ve agomelatin ndroprotektif etkisi oldugu bulunmustur (Lee ve Davis,

2011).

2.6.2.3. Urik Asit

Insanlarda piirin katabolizmasmin son oksidasyon iiriinii olan iirik asit,
hidroksil, siiperoksit, peroksinitrit anyonu, peroksinitrit asiti etkisiz hale getirir, lipid
peroksidasyonu engeller, gecis metal iyonlarinin selatorii olarak etki eder (Waring,

2002).

2.6.2.4. Bilirubin

Bilirubin, eritrositlerin parcalanmasi sonucunda igerilerinde bulunan hem
proteinlerinin yikimi ile olusmaktadir. Bilirubin antioksidan etkisini, peroksil

radikallerini zincir kirici etki etkiyle saglar (Gutteridge, 1995).
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2.6.2.5. Albumin

Albuminin fizyolojik ve farmakolojik etkileri bulunmaktadir. Viicutta
boliimler arasinda sivi dagilimi ve ozmotik basinci diizenlemede 6nemli rolii
bulunmaktadir. Genel olarak, plazmadaki énemli ve etkili antioksidanlardan birisi

alblimindir (Roche ve ark., 2008).

2.6.2.6. Koenzim Q10

Koenzim Q10, insan viicudunda sentezlenen, vitamin benzeri bilesiktir.
Aerobik metabolizma, aerobik solunum metabolizmalarinda enerji iiretiminde
onemlidir. Koenzim Q10’in, serbest radikalleri siiplirme, lipid peroksidasyonunu

baskilama gibi antioksidan etkileri bulunmaktadir (Giirkan ve Bozdag-Diindar, 2005).

2.6.2.7. a-Lipoik asit

a-Lipoik asit ve a-lipoik asitin indirgenmesi sonucu ortaya ¢ikan dihidrolipoik
asit giliclii antioksidanlardandir. a-Lipoik asit, hidroksil, HOCI, singlet oksijen ve
peroksinitrit anyonun; dihidrolipoik asit, siliperoksit ve peroksil radikallerinin

stiptiriictistidiir (Packer ve ark., 2001).

2.6.2.8. Selenyum

Bagisiklik diizenleyici ve antioksidan fonksiyonlar1 bulunan selenyum, GSH-
Px’in aktivitesini artirarak reaktif oksijen tlirlerinin olusumunu baskilamaktadir (Kim

ve ark., 2014).

2.6.2.9. Seruloplazmin ve Transferrin

Antioksidan protein olan seruloplazmin ve transferrin beynin de dahil oldugu
birgok dokuda sentezlenmektedir. Seruloplazmin, SOD gibi etki gdstererek eritrosit
zarlarinda ki ¢goklu doymamus yag asitlerini reaktif oksijen tiirlerinin zararlarina kars1
korur ve ayn1 zamanda énemli bir biiyiime faktoriidiir. Fenton reaksiyonunda Fe'?,
H>O2’nin daha toksik iiriin olan OHe’a doniisiimiinii katalizlemesi sonucunda

oksidatif strese neden olmaktadir. Transferrinin hiicrelere Fe™ tasimasi, serbest Fe
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iyon konsantrasyonunu azaltarak antioksidan etki gostermektedir (Chauhan ve ark.,

2004).

Deneysel ¢aligmalarda, mitokondriyal kaynakli oksidatif stresin spesifik
roliiniin; patofizyolojisinde rol aldig1 yenidogan hastaliklarinda antioksidan tedavi
uygulanmasimin {imit verici sonuglar1 olmasina ragmen, antioksidan tedavinin
klinikte tedavi standardi olarak kullanilmasini tesvik eden giiclii kanit eksikligi
bulunmaktadir. Prematiire yenidoganlarda antioksidan sistemi anlamak, ideal enzim
aktivitesini belirlemek icin deneysel modellerin gelistirilmesi ve yenidoganlarda
klinik fizyolojik sonuglarla baglantisin1 anlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag

vardir.

2.8. Pirimidin Bilesikleri ve Uridin

Pirimidinlerin kimyasal yapilar1 benzen ve piridin’e benzer, aromatik
heterosiklik organik bilesiklerdir. Altili kimyasal halka yapisinin 1 ve 3 numaral
pozisyonlarinda birer adet nitrojen atomu bulunmaktadir. Pirimidinlerin baz,
niikleozid ve niikleotid olmak iizere ii¢ formu bulunmaktadir. Ug cesit pirimidin baz1
niikleik asitlerin (DNA ve RNA) yapilarinda yer almaktadir. Timin sadece DNA nin
yapisinda, urasil ise sadece RNAnin yapisinda bulunurken, sitozin DNA ve RNAnin
yapisinda bulunmaktadir. Pirimidin bazlarina riboz veya 2-deoksiriboz formlarmnda
seker molekiiliiniin 1 numarali karbonu ile pirimidin bazinin 1 numarali azotunun
birlesmesi sonucunda pirimidin niikleozidleri olusturmaktadir. Elde edilen pirimidin
niikleozidi, baz isminin sonuna “—idin” takis1 getirilerek (O6rnegin iiridin)
adlandirilmaktadir. Bazlara riboz eklendiginde niikleozidler taki almazlar, 2-deoksiriboz
eklendiginde ise isminin Oniine “d-* takis1 getirilmektedir; sitidin, timidin, {iridin.

Pirimidin niikleotidleri; baz+seker (niikleozid) ve sekerin 5’-hidroksil grubuna
bir veya daha fazla fosfat grubunun kovalent bag ile eklenmesiyle olugsmaktadirlar.
Niikleotide eklenen fosfat gruplarinin sayisina gore ismi belirlenmektedir; buna gore
bir niikleozid mono-, iki di-, li¢ fosfat grubu eklendiginde ismine tri- ekleri

getirilmektedir.
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2.8.1. Pirimidin Bilesiklerinin Sentezi

~ 9

Pirimidin bilesikleri viicutta “de novo” ve “kurtarma yolagi” mekanizmalari

aracilifiyla sentezlenmektedir (Barness ve ark., 1995).

De novo yolagi, biiylime ve gelisme siiresince aktiftir. Kurtarma yolagina
kiyasla bobrekte ve bircok dokuda de novo yolagi daha 6nemli sentez seklidir (Traut
ve Jones, 1996). Beyinde pirimidinlerin baglica sentez sekli kurtarma yolagidir.
Pirimidin biyosentezinin de novo yolaginin ilk basamagi karbomoil fosfat’tan iiridin-
5’-monofosfat (UMP) olugmasidir. Daha sonra ATP’den niikleotid kinaz enzimi ile
katalize edilen ardisik reaksiyonlar ile olusturulan fosfat gruplarinin UMP’ye
aktarilmasi ile sirasiyla iiridin-5’-difosfat (UDP) ve iiridin-5’-trifosfat (UTP) sentezi
gerceklesmektedir. Sitidin-5’-trifosfat sentaz enziminin katalizlemesi sonucunda
UTP Sitidin-5-trifosfat’a (CTP) doniistiiriilmektedir (Lecca ve Ceruti, 2008). Hiicre
icindeki Sitidin-5’-trifosfat havuzu sitidin’in re-fosforilasyonundan ya da iiridin’in
metabolizmasindan olusabilir. Kan beyin bariyerini dolagimda bulunan sitidinden
daha etkin bir gekilde gecen iiridin, beyin dokusunda CTP sentezinin ana kaynagini
olusturur (Cansev, 2006). Sentez sirasinda gerekli olan amin grubu glutamin’den elde
edilmektedir. Timin niikleotidleri DNA’nin yapisina katildiklar1 i¢in deoksi formda
sentezlenmektedirler. Dokunun ana pirimidin kaynaginini, kandan alinan pirimidin

niikleozidleri olusturmaktadir.

Kurtarma yolagi ile hiicre i¢i niikleotid havuzlari daha az enerji harcanarak
yerine konulmaktadir (Sekil 13). Kurtarma yolagi, iiridin, sitidin, timidin gibi
niikleozidlerin kandan dokulara alinmasini ve dokularda niikleotidlerin bu
niikleozidlerden sentezlenmesini igermektedir. merkezi sinir sisteminde de novo
sentezi kisithdir, niikleotid ihtiyac1 ise fazladir (Geiger ve Yamasaki, 1956).
Sentezlenen niikleotidler, niikleotid havuzuna aktarilmaktadir. Insanlarda,
dolasimdaki temel pirimidin iiridindir ve plazma konsantrasyonu ~3-5 uM’dir
(Cansev, 2006; Traut, 1994; Wurtman ve ark., 2000). Si¢anlarda, sitidinin plazma
konsantrasyonu tiridinden 3 kat yiiksek olmasina ragmen, iiridin kan beyin bariyerini

daha etkin sekilde gegebilmektedir (Cansev, 2006).
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Serbest UTP Havuzu

Uridin Kinaz T

/ Uridin ‘ UMP |—r| UDP ‘—-

Uridin

Sitidin Deaminaz

Sitidin —_—

Sitidin

Sekil 13. Pirimidin niikleotidlerin kurtarma yolag: (Geiger ve Yamasaki, 1956 kaynagindan uyarlanmustir).

2.8.2. Pirimidin Niikleotidlerin Biyokimyasal Aktiviteleri
Uridin niikleotidler RNA ve DNA’nin yap1 taslaridir ve hiicre biiyiimesi,
farklilagsmasi, proliferasyonu gibi fizyolojik olaylarda etkili olan biyokimyasal

yolaklarda merkezi rolleri bulunmaktadir.

2.8.2.1. Protein Glikozilasyon Reaksiyonlari

Proteine, kompleks yada basit sekerlerin eklenmesi ile olusmaktadir.
Glikoproteinlerde galaktoz, fukoz, mannoz, N-asetil galaktozamin, N-asetil-
glukozamin ve N-asetil-néroaminik asit bulunmaktadir. Glikoprotein sentezi

sirasinda sekerler UDP’ye baglanarak aktive edilmektedir.

2.8.2.2. Fosfolipid ve Glikosfingolipidlerin Sentezi

Hiicre membraninin temel bileseni olan fosfolipidlerin miktarlarinin
korunmasi, membranin optimal akigkanlifinin belirlenmesinde ve biitiinliigiiniin

saglanmasinda dnemli rol oynamaktadir.

Fosfolipidler beyinde bulunan fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin
““Kennedy yolagi’’ isimli mekanizma iizerinden ger¢eklesmektedir (Kennedy ve

Weiss 1956). Molekiiliin amin kismi (etanolamin ya da kolin) ile sitidin difosfat
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(CDP) birleserek diagilgliserol’e katilmadan 6nce aktiflestirilmelidir. Bu reaksiyon
ile CDP-kolin yada CDP-etanolaminin olugmaktadir. Hiicre i¢inde sitidin’in re-
fosforilasyonu yada {iridin’in metabolizmas1 ile CTP havuzu olusmaktdir.
Dolasimdaki iiridin kan beyin bariyerini sitidin’den daha etkin sekilde
gecmektedir. Beyin dokusundaki CTP sentezinin ana kaynagimi iiridin
olusturmaktadir (Cansev, 2006). Bdylece hiicre i¢i UTP diizeylerinin yeni
sentezlenen fosfolipid miktarlarinin temel belirleyicisi oldugu sonucuna

varilmaktadir (Cansev ve ark., 2005).

2.8.2.3. Glikojen Sentezi

Polisakkarid olan glikojen viicutta glikozun depo formunu olugturmaktadir.
Karaciger ve kaslarda sentezi daha fazla olmasinin yani sira uterus, beyin ve diger
dokularda da sentezlenmektedir. Glikojen molekiilii her basamaginda UDP-
glukoz’dan bir glukoz molekiilii almasi ile zincir seklinde uzar, bu reaksiyonlarin
her birinde UDP molekiilii serbest birakilir (Haugaard ve ark., 1977). Glikojen
sentaz enzimi ve protein diizeyleri glikojen iiretiminde etkili kriterdir, UTP ve
glukoz yogunluguna gore hiicre i¢indeki UDP-glukoz seviyeleri tarafindan
diizenlenmektedir. Hiicre icinde UTP konsantrasyonundaki azalmalar glikojen
sentezini de azaltmaktadir, kiiltiir sivisina tiridin ilave edilerek bu durum
diizeltilebilmektedir (Haugaard ve ark., 1977). Glukoz yoksunlugu, hiicre i¢ci UDP-
glukoz depolarinda hizla azalmaya neden olmaktadir. Sonugta glikojen sentaz
aktivitesinin inhibe olmasi glikojen sentaz mRNA’s1 ve protein diizeylerinin

azalmasina neden olur (Higuita ve ark., 2004).

2.8.2.4. P2Y Reseptorleri

Niikleotidlerin aktive ettigi reseptor ailesi P2X (iyonotropik) ve P2Y

(metabotropik)’dir (Miras-Portugal ve ark., 2018). P2X reseptor ailesini sadece

adenin niikleotidleri uyarirken, P2Y reseptor ailesini ise adenozin ve iiridin

niikleotidleri uyarmaktadir. P2Y reseptorleri, G proteinine bagl, 4 tanesi (P2Y2,
P2Y4, P2Y6 ve P2Y14) iiridin niikleotidleri tarafindan aktive edilebilen 8 tane alt

reseptorii  belirlenmistir  (Abbracchio ve ark.,, 2006). P2Y reseptorlerinin
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uyarilmasmin hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve biiyiimesinde etkili oldugu
bulunmustur (Cansev, 2007). P2Y reseptorleri; 7 hidrofobik transmemran bolge, 3

ekstraselliiler, 3 intraselliiler halka igcermektedirler.

Adenin niikleotidlerine duyarli olan P2Y1, P2Y1l, P2Y12 ve P2Y13
reseptorleri iiridine duyarh degildir. P2Y2 ve P2Y4 reseptorleri ise ATP ve UTP
tarafindan aktive edilebilmektedir. Uridin niikleotidleri olan UTP, UDP ve UDP-
glukoz periferik ve merkezi sinir sisteminde ekprese edilen P2Y2, P2Y4, P2Y6 ve
P2Y 14 reseptor alt tiplerini aktive edebilmektedir (Abbracchio ve ark., 2006). UDP
ve UTP tarafindan aktive edilen P2Y2, P2Y4, ve P2Y 6 reseptorleri uyarildiginda, Gq
proteinler ile fosfolipaz C’nin aktivasyonu ile hiicre i¢i diagilgliserol, inositol
trisfosfat ve kalsiyum artis1 olugsmaktadir (Albert ve ark., 1997; Arslan ve ark., 2000).
P2Y 14 reseptorleri ise UDP-glukoz ve diger UDP-sekerler tarafindan uyarilarak Gi
proteinleri lizerinden adenilat siklaz aktivitesinin inhibisyonunu saglayarak hiicre i¢i
siklik AMP (sAMP) diizeyini azaltmaktadirlar (Chambers ve ark., 2000). Ayrica
UDP, UDP-glukoz ve UDP-galaktoz tarafindan active edilen; beyin, bobrek ve kalpte
yaygin olarak bulunan GPR17; {iridin niikleotidleri i¢in yeni bir reseptordiir

(Chambers ve ark., 2000; Ciana ve ark., 2006).

Yapilan ¢aligmalarda; iiridin konsantrasyonlarinin Alzheimer hastalarinin
beyin omurilik sivisinda yas-uyumlu normal bireylere kiyasla diisiik oldugu
bulunmus (Czech ve ark., 2012) ve P2Y?2 reseptoriiniin beyin korteksinde azalmasinin
Alzheimer hastaliginin néropatolojisi ile iligkili olabilecegi sonucuna varilmistir (Lai

ve ark., 2008).

2.8.2.5. Beyinde Pirimidin Bilesikleri

Beyinde, de novo pirimidin sentezi karacigerdekinden daha az miktarda
bulunmaktadir (Bourget ve Tremblay, 1972). Beyin pirimidin diizeylerinin de novo
sentezine bagimli miktarlar1 bilinmese de, dolasimda bulunan tiridin ve sitidin’in,
karbonhidrat, elektrofizyolojik aktivitesi ve fosfolipid iceriginin devamlilig1 igin
onemli oldugu bulunmustur (Benzi ve ark., 1984; Geiger ve Yamasaki, 1956).
Pirimidinlerin plazma konsantrasyonunun ve tasiyici proteinlerin beyin pirimidin

diizeyinin belirlenmesinde 6nemli oldugu; bu yilizden beynin dolasimda bulunan
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pirimidinlere ihtiyact oldugu diisiiniilmektedir. Insanlarda dolasimdaki pirimidin
tiridin (Wurtman ve ark., 2000) sicanlarda ise sitidin’dir (Traut, 1994). Deney
hayvanlarinda plazma konsantrasyonlarini arttiran sitidin ve {iridin’in oral (Cansev ve
ark., 2005) yada parenteral (Peters ve ark., 1987) yolla yapilan tedavileri beyin

diizeylerini de arttirmistir.

Pirimidin niikleotidleri disaridan verildiginde fosfat gruplarindan ayrilarak
kana sitidin ve iiridin olarak gegmektedir (Wurtman ve ark., 2000). Uridin ve sitidin
beyin hiicrelerine dnce kan-beyin bariyerindeki tastyicilar araciligi ile sonra beyin
ekstraselliiler sivisina daha sonra hiicre zarinda bulunan tasiyici proteinler aracilig
ile hiicre i¢ine alinmaktadir (Cansev, 2006). Disaridan alinan sitidin ve iiridin beyne
tastyicilar araciligr ile alinsa da, literatiirde insanlarda fizyolojik olarak beyne

tiridin’in sitidin’e kiyasla daha kolay gecebilecegi dne stiriilmektedir (Cansev, 2006).

2.9. DJ-1 Proteini

Normal kosullarda sitozolde ve az yogunlukta nukleus ve mitokondride
lokalize olan, 1. kromozomun kisa kolunda yer alan ve PARK7'nin gen {iriinii olan
DIJ-1 proteini 2003 yilinda taninlanmistir (Bonifati ve ark. 2003).

DJ-1 sitoprotektif etkisini diger proteinlerin DNA-baglanma bdlgelerine
baglanarak gostermektedir (Kato ve ark. 2013).

Anti-apoptotik etkisini ise p53 transkripsiyonal aktivitesini inhibe ederek (Fan
ve ark. 2008) ve hiicreyi apoptozdan koruyarak gostermektedir (Canet-Avilés ve ark.
2004). Ayrica anti inflamatuar yolaklar1 da regiile ettigi literatiirde tartisilmistir
(Canet-Avilés ve ark. 2004; Shinbo ve ark. 2005; Takahashi ve ark. 2001; Yokota ve
ark. 2003; Zhong ve ark. 2006). DJ-1 6zellikle néron, glialarda ve diger dokularda da
yaygin bir bicimde eksprese edilmektedir (Bader ve ark. 2005). Bu nedenle DJ-1’in
noron-glia etkilesiminde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Bandopadhyay ve ark.
2004).

Antioksidan etkisini; oksidatif hasar siirecinde yapisindaki 106. sistein
rezidiistiniin oksidasyonu ile mitokondriye transloke olarak mitokondri matriksinde
ve membranlar arasi1 boslukta yerleserek gosterir (Blackinton ve ark. 2009; Canet-
Avilés ve ark. 2004; Zhang ve ark. 2005). Ayrica transkripsiyonel koaktivator,

molekiiler saperon ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini azaltarak gostermektedir (Li
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ve ark. 2005; Xu ve ark. 2005; Yokota ve ark. 2003). DJ-1 oksidatif stresin
intraselliiler sensorli olup oksidatif stresin ortadan kaldirilmasinda gorevli olan
onemli bir protein oldugu i¢in mitokondriyal disfonksiyonla iliskisi kurulmustur. DJ-
1, mitokondriyal kompleks I’in alt iinitelerine baglanarak mitokondriyal hasari
ortadan kaldirir (Hayashi ve ark. 2009). Oksidatif stres sirasinda DJ-1'in parkin ve
PINK1 gibi proteinlerle etkilesime girerek mitokondriyal fonksiyonlari
desteklemektedir (Moore ve ark. 2005; Tang ve ark. 2006). DJ-1'in fonksiyon kaybi,
azalan mitokondriyal membran potansiyeli ve fragmentasyonuyla sonu¢lanmaktadir,
ayni zamanda E64D mutasyonunun c¢alisildigi mitokondriyal disfonksiyonlara,
mitokondride artan reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine, mitokondriyal membran
potansiyelinde azalmaya neden oldugunun gosterildigi in vitro c¢alismalar da
bulunmaktadir (Krebiehl ve ark. 2010). DJ-1 knockout farelerde yapilan ¢alismalarda
mitokondrideki membranlar arasi potansiyel diisiik bulunmus (Giaime ve ark. 2012)
olup oksidatif stresin ortadan kaldirilmasinda glutamat sistein ligaz geninin
ekspresyonunu artirarak ve hiicresel GSH diizeyi ile birlikte Mn-SOD geninin
transkripsiyonunu arttirarak etkisini gostermektedir (Zhong ve Xu 2008; Zhou ve

Freed 2005).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlari

Calisma, Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 2017-05/05 sayili karar ile onaylanmistir. Uludag Universitesi Deney
Hayvanlar1 Yetistirme, Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden P6’da temin edilen,
12,0 gr’1n iizerinde olan 53 adet Spraque Dawley yenidogan yavru digi/erkek farkina
bakilmaksizin kullanilmistir. Anneleri esliginde 12 saatlik aydinlik/karanlik dongiisii
ile 18-24°C arasinda gida ve su kisitlilig1 olmadan standart kosullar altinda ve ayri

ayr1 kafeslerde takip edildi. Deney akis semas1 Sekil 14’te gosterilmistir.

[ ]
1

Hiperoksi —

Vs

7”7

48 saat

PO P6 P8
Tedavi uygulamasi WBA ve Biyokimyasal Analizler

Sekil 14. Deney Akis Semasi

3.2. Calisma Protokolii ve Tedavi Gruplar
P6 yavru sicanlar randomize olarak 5 gruba ayrildi;

Siirekli oksijen akis sistemi siirdiiriilen 60x20x20cm (GxDxY) boyutlarinda kontrollii
gaz giris ve ¢ikis sistemi bulunan plexiglas diizenek icerisinde oda havasi (%21 O3)

soluyan;
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* Normoksi+Salin (n:10) tek doz i.p. %0,9 NaCl uygulanan grup.

Diizenegin i¢inde %80 O uygulanan ve hiperoksi uygulamasindan 15 dakika 6nce

tek doz tedavi alan gruplar ise;
* Hiperoksi + Salin (n:11) %0,9 luk NaCl uygulanan grup.
* Hiperoksi + U100 (n:13) 100 mg/kg Uridin uygulanan grup.
* Hiperoksi + U300 (n:9) 300 mg/kg Uridin uygulanan grup.
* Hiperoksi + U500 (n:10) 500 mg/kg Uridin uygulanan grup.
Tedavi amaciyla %0,9 NaCl; 0,1 ml/10 g viicut agirlig1 ve tiridin 100/300/500
mg/kg, salin i¢inde ¢6ziilmiis sekilde hazirlandi ve i.p. olarak uygulandi. Bu
caligmada verilen iridin dozu (100/300/500 mg/kg), Cansev ve ark. hipoksik iskemik

ensefalopatinin yenidogan sican modellerinde noroprotektif etkilerini gostermis

oldugu i¢in se¢ilmistir (Cansev ve ark., 2013; Koyuncuoglu ve ark., 2015).

3. 3. Hiperoksik Beyin Hasarinin Olusturulmasi

Gebeligi planlanmis spontan dogumu takiben, dogduklar1 giin 0 olarak kabul
edilen yavru sicanlar (P0), 6. ile 8. giinler arasinda (P6-P8) 48 saat siireyle; Normoksi
grubunda oda havasina (%21 Oy); Hiperoksi grubunda ise %80 O, maruz birakildilar.

Hiperoksi uygulamasi siirekli oksijen akis sistemi stirdiiriillen 60x20x20 cm
(GxDxY) boyutlarinda kontrollii gaz giris ve ¢ikis sistemi bulunan plexiglas diizenek
icine anestezi cihazi (Minor 612, AMS Tiirkiye) aracilig1 ile saglanmis olup nem orani
%380’in iizerinde tutulmus ve CO; soda-lime ile uzaklastirilmistir (Endesfelder ve
ark., 2017a). Diizenegin i¢indeki oksijen seviyesi %80 oksijen doygunlugunu
korumak i¢in MiniOX 3000 oksijen analizorii (Ohio Medical Corporation, Gurnee,
IL, ABD) ile siirekli izlenmistir (Resim 1). Bu dénemdeki yavru sicanlarin beyin
gelisimi, insanda ~24. gestasyonel gebelik haftasindaki yenidogana karsilik
gelmektedir (Dobbing ve Sands, 1979).

Derin anestezi altinda gerceklestirilen dekapitasyon; 8. glinde tartimi takiben,
gergeklestirilmis ve beyin dokusu distile su igerisinde homojenize edilerek
biyokimyasal arastirmalar ve Western Blot analizleri i¢in kullanilana kadar -80 °C'de

saklandi.
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Resim 1. Hiperoksik Beyin Hasarmin Olusturulan Diizenek

3.4. Doku Prosediirii

MDA enzimi i¢in ¢dzdiiriilen dokular Sunred firmasina ait rat spesifik ¢ift
antikor sandvi¢ yontemi esas alinarak c¢alisildi. Sonuglar nmol/g protein olarak
verildi. (SunRed Biotechnology Company Rat ELISA Kit, Cat. No:201-11-0157
Shangai)

MPO enzimi i¢in ¢ozdiiriilen dokular Sunred firmasina ait rat spesifik c¢ift
antikor sandvi¢ yontemi esas alinarak calisildi. Sonuclar ng/g protein olarak verildi.

(SunRed Biotechnology Company Rat ELISA Kit, Cat. No:201-11-0575 Shangai)

SOD enzimi i¢in ¢ozdiiriilen dokular Sunred firmasina ait rat spesifik ¢ift
antikor sandvi¢ yontemi esas alinarak calisildi. Sonuclar ng/g protein olarak verildi.

(SunRed Biotechnology Company Rat ELISA Kit, Cat. No:201-11-0169 Shangai)

GSH-Px enzimi i¢in ¢ozdiiriilen dokular Sunred firmasina ait rat spesifik ¢ift
antikor sandvi¢ yontemi esas alinarak calisildi. Sonuclar ng/g protein olarak verildi.

(SunRed Biotechnology Company Rat ELISA Kit, Cat. No:201-11-5104 Shangai)

37



DJ-1 Proteini igin ¢dzdiiriilen dokular, DJ-1/B-tubulin, % degisim orani Cell
Signaling Technology firmasina ait DJ-1 (D21E11) Rabbit mAb proteini Western blot

protokolii esas aliarak ¢alisildi.

Daha oOnceden tartilmis olan beyin dokulart 2-8°C’de bekletilerek
agirliklarinin 10 kati Fosfat Buffer Salin (PBS) (Soguk ve pH 7,4) soliisyonu ile
homojenize edildi. 2500 r.p.m.’de 20 dakika boyunca santrifiij edildi. Kit prosediiriine
gore standartlar hazirlandi. Plate standartlardan 50 pL, doku orneklerinden 40 pL
yiikleme yapildi, 6rneklerin {izerine 10 pL biotin-Ab eklendi. Daha sonra standart ve
orneklerin tizerine Str-HRP-Conjugate Reagent soliisyonundan 50 pL eklendi. Plate
37 °C’de 1 saat boyunca inkiibe edildi. Bir saatin sonunda 6nceden yikama soliisyonu
ile 5 kez yikandi. Bu islem sonunda her bir kuyucuga 50 pL kromojen A soliisyonu,
ardindan 50 uL kromojen B soliisyonu eklendi. Kromojen B soliisyonu 1518a duyarl
oldugu i¢in 1siktan korunarak 37°C’de 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Bu siire
sonunda tiim kuyucuklara stop soliisyonu eklendi (Mavi renk sar1 renge doniistii).

Spektrofotometrede 450 nm’de plateler okutuldu ve sonuglar analiz edildi.

3.5. Western Blot Protokolii

Sekizinci giin dekapite edilen deney hayvanlarinin beyin dokular1 eksize
edildi. Beyin dokusu 2 ml distile su igerisinde homojenize edilerek -80°C’de
muhafaza edildi. Tiim homojenatlarin total protein igerigi Lowry yontemine (Lowry
ve ark., 1951) gore analiz edildikten sonra 1:1 oraninda Laemmli tamponu (Laemmli,
1970) ile muamele edilerek kaynatildi. Her 6rnek, 20ug protein igerecek sekilde
Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE; Mini Protean II,
Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) yardimiyla elektroforetik olarak (175mV) yiiriitiildi.
Ardindan protein bantlar1 poliviniliden floriir (PVDF) membranlara (Millipore,
Billerica, MA, ABD) (400mA) aktarildi. Membranlar tris tamponlu salin ve tween 20
(TBST) i¢inde ¢ozdiiriilmiis %5 yagsiz kuru siit (Carnation, Glendale, CA, ABD)
cozeltisi ile bloke edildi. Membranlar bloke edildikten sonra TBST tamponuyla
yikandi ve bir gece DJ-1 Rabbit mAb (1:1000, Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, ABD) primer antikorlar1 ile inkiibe edildi. Ertesi giin, TBST tamponunda
yikandiktan sonra membranlar HRP (Horse radish peroksidaz) ile baglanmis rabbit

anti Ig G ikincil antikoru (1:5000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, ABD)
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ile 1 saat inkiibe edildi. En sonunda, membranlar gii¢clendirilmis kemiliiminesans
soliisyonu (Millipore, Billerica, MA, ABD) ile inkiibe edilerek gorsel hale getirildi
ve dijital goriintiiler Licor CDigit tarayicist (LI-COR Biotechnology, Lincoln, NE,
ABD) ile analiz edildi. Bantlarin dansitesi Licor CDigit sisteminin yazilimi
kullanilarak karsilagtirildi. Bu islemi takiben membranlar, primer ve sekonder
antikorlar1 uzaklastirmak i¢in 6zel bir tampon (Thermo Fisher Scientific, Rockford
IL, ABD) ile muamele edildi. Ardindan membranlar, esit miktarda protein
yiiklendiginin kontrolii i¢in fare-anti-B-III-tubulin antikoru (Millipore, Temecula,
CA, ABD) ile inkiibe edildi ve uygun ikincil antikor ile islem tekrarlanip goriintii
alind.

DJ-1 protein/B-Tubulin protein diizeyleri, protein bantlarinin ortalama

dansitelerinin ylizdesi olarak degerlendirildi.

3.6. Istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler Sigma Plot 12.0 yazilim1 kullanilarak yapildi. Gruplar
arasindaki fark One-Way ANOVA, ardindan post-hoc Tukey testi ile belirlendi.
Veriler ortalama + standart ortalama hatasi (SEM) olarak ifade edildi; P<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplarin Beyin MDA diizeylerinin karsilastiriimasi

*k%*

**k*

- #H##

Beyin MDA Diizeyleri (nmol/g protein)

Normoksi  Hiperoksi Hiperoksi Hiperoksi Hiperoksi
+ + + + +
Salin Salin U100 U300 U500

Sekil 15. Beyin MDA diizeylerinin (nmol/g protein) karsilastiriimasi

**%n<(),001 Normoksi+Salin grubuna gore Hiperoksi+Salin ve Hiperoksi+U100 grubu
#p<0,01 Hiperoksi+Salin grubuna gére Hiperoksi+U300 grubu

##p<0,001 Hiperoksi+Salin grubuna gore Hiperoksi+U500 grubu

Hiperoksi+Salin ve Hiperoksi+U100 gruplarinin beyin MDA diizeyleri
Normoksi+Salin grubuna goére anlamli olarak fazla bulunmustur (***p<0,001).
Hiperoksi+Salin grubunun beyin MDA diizeyleri Hiperoksi+U300 grubuna gore
anlaml olarak fazla bulunmustur (*p<0,01). Hiperoksi+Salin grubunun beyin MDA
diizeyleri Hiperoksi+U500 grubuna gore anlamli olarak fazla bulunmustur
(**p<0,001). Hiperoksi+UU100 grubunun beyin MDA diizeyleri Hiperoksi+U500
grubuna gore anlamli olarak fazla bulunmustur (p<0,01).

Hiperoksi+U300 ve Hiperoksi+U500 gruplarinin Normoksi+Salin grubuna
gore; Hiperoksi+U100 grubunun Hiperoksi+Salin grubuna gére; Hiperoksi+U300
grubunun  Hiperoksi+U100  grubuna  gore;  Hiperoksi+U500  grubunun
Hiperoksi+UU300 grubuna gére beyin MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmamustir.
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4.2. Gruplarin Beyin MPO diizeylerinin karsilastirilmasi

6 -
*k*
5 4 * k% #
T * %
T HH#

Beyin MPO Duzeyleri (ng/g protein)

Normoksi  Hiperoksi Hiperoksi Hiperoksi Hiperoksi
+ + o+ + 4+
Salin Salin U100 U300 U500

Sekil 16. Beyin MPO diizeylerinin (ng/g protein) karsilastirilmasi

##%p<(,001 Normoksi+Salin grubuna gére Hiperoksi+Salin ve Hiperoksi+(100 grubu
**p<0,01 Normoksi+Salin grubuna gore Hiperoksi+U300 grubu

#p<0,05 Hiperoksi+Salin grubuna gore Hiperoksi+{(J300 grubu

##p<0,01 Hiperoksi+Salin grubuna gére Hiperoksi+UU500 grubu

Hiperoksi+Salin ve Hiperoksi+UU100 gruplarinin beyin MPO diizeyleri
Normoksi+Salin grubuna gore anlamli olarak fazla bulunmustur (***p<0,001).
Hiperoksi+U300 grubunun beyin MPO diizeyleri Normoksi+Salin grubuna gore
anlamli olarak fazla bulunmustur (**p<0,01). Hiperoksi+Salin grubunun beyin MPO
diizeyleri Hiperoksi+U500 grubuna gore anlamli olarak fazla bulunmustur
(**p<0,001). Hiperoksi+U100 grubunun beyin MPO diizeyleri Hiperoksi+U500
grubuna gore anlamli olarak fazla bulunmustur (p<0,01). Hiperoksi+Salin grubunun
beyin MPO diizeyleri Hiperoksi+U300 grubuna gore anlamli olarak fazla
bulunmustur (*p<0,05).

Hiperoksi+U500 grubunun Normoksi+Salin grubuna gore; Hiperoksi+U100
grubunun  Hiperoksi+Salin ~ grubuna  gore;  Hiperoksi+U300  grubunun
Hiperoksi+U100 grubuna gére; Hiperoksi+U500 grubunun Hiperoksi+U300 grubuna

gore beyin MPO diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.
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4.3. Gruplarin Beyin SOD diizeylerinin karsilastirilmasi
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Normoksi  Hiperoksi Hiperoksi Hiperoksi Hiperoksi
+ + + + +
Salin Salin U100 U300 U500

Sekil 17. Beyin SOD diizeylerinin (ng/g protein) karsilastirilmasi
**%p<0,001 Normoksi+Salin grubuna gore Hiperoksi+Salin grubu
#p<0,01 Hiperoksi+Salin grubuna gére Hiperoksi+U300 grubu
##5<0,001 Hiperoksi+Salin grubuna gore Hiperoksi+U500 grubu

Normoksi+Salin grubunun beyin SOD diizeyleri Hiperoksi+Salin grubuna
gore anlamli olarak fazla bulunmustur (***p<0,001). Hiperoksi+U500 grubunun
beyin SOD diizeyleri Hiperoksi+Salin grubuna gore anlamli olarak fazla bulunmustur
("p<0,001). Hiperoksi+U300 grubunun beyin SOD diizeyleri Hiperoksi+Salin

grubuna gére anlamli olarak fazla bulunmustur (*p<0,01).

Hiperoksi+U100, Hiperoksi+U300 ve Hiperoksi+U500 gruplarinin
Normoksi+Salin grubuna gore; Hiperoksi+U100 grubunun Hiperoksi+Salin grubuna
gore; Hiperoksi+U300 ve Hiperoksi+U500 gruplarinin Hiperoksi+U100 grubuna
gore; Hiperoksi+U500 grubunun Hiperoksi+U300 grubuna gore beyin SOD

diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.
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4.4. Gruplarin Beyin GSH-Px diizeylerinin karsilastirilmasi

N
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|
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[S)]
1

Beyin GSH-Px Duzeyleri (ng/g protein)

o

Normoksi  Hiperoksi Hiperoksi Hiperoksi Hiperoksi
+ + + +

+
Salin Salin U100 U300 U500

Sekil 18. Beyin GSH-Px diizeylerinin (ng/g protein) karsilastirilmasi
**%p<0,001 Normoksi+Salin grubuna gore Hiperoksi+Salin grubu
*p<0,05 Normoksi+Salin grubuna gére Hiperoksi+U100 grubu
#p<0,05 Hiperoksi+Salin grubuna gére Hiperoksi+(U300 grubu
#p<0,01 Hiperoksi+Salin grubuna gére Hiperoksi+U500 grubu

Normoksi+Salin grubunun beyin GSH-Px diizeyleri Hiperoksi+Salin grubuna
gore anlamli olarak fazla bulunmustur (***p<0,001). Normoksi+Salin grubunun
beyin GSH-Px diizeyleri Hiperoksi+U100 grubuna gore anlamli olarak fazla
bulunmustur (*p<0,05). Hiperoksi+U300 grubunun beyin GSH-Px diizeyleri
Hiperoksi+Salin grubuna gére anlamli olarak fazla bulunmustur (*p<0,05).
Hiperoksi+U500 grubunun beyin GSH-Px diizeyleri Hiperoksi+Salin grubuna gore

anlamli olarak fazla bulunmustur (*p<0,01).

Hiperoksi+U300 ve Hiperoksi+U500 gruplarinin Normoksi+Salin grubuna
gore; Hiperoksi+U100 grubunun Hiperoksi+Salin grubuna gére; Hiperoksi+U300
grubunun Hiperoksi+UU100 grubun gére; Hiperoksi+U500 grubunun Hiperoksi+U300
grubuna gore beyin GSH-Px diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamustir.
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4.5. Gruplarm Beyin DJ-1 Protein diizeylerinin karsilastirilmasi

- —— -,-- -DJ-1 22kDa

-B-Tubulin 55kDa

1,2
#Hit#
1,0 T ##
*kk L
0,8 1 *kk T

0,6 -

04 -

Beyin DJ-1 Protein Dlzeyleri
(DJ-1/b-tubulin, % degisim)

0,2 -

0,0

Normoksi Hiperoksi Hiperoksi Hiperoksi Hiperoksi
+ + + + +

Salin Salin U100 U300 U500

Sekil 19. Beyin DJ-1 (DJ-1/ B-tubulin, % degisim diizeyleri) Protein diizeylerinin karsilastiriimasi
#*%p<(),001 Normoksi+Salin grubuna gore Hiperoksi+Salin ve Hiperoksi+U100 grubu

#p<0,01 Hiperoksi+Salin grubuna gére Hiperoksi+U300 grubu
-

p<0,001 Hiperoksi+Salin grubuna gére Hiperoksi+U500 grubu

Normoksi+Salin grubunun beyin DJ-1/B-tubulin diizeyleri, Hiperoksi+Salin
ve Hiperoksi+U100 gruplaria gore anlamli olarak fazla bulunmustur (***p<0,001).
Hiperoksi+U300 grubunun beyin DJ-1/B-tubulin, Hiperoksi+Salin grubuna gore
anlaml olarak fazla bulunmustur (*p<0,01). Hiperoksi+U500 grubunun beyin DJ-
1/B-tubulin, Hiperoksi+Salin grubuna gore anlamli olarak fazla bulunmustur
(*p<0,001). Hiperoksi+UU500 grubunun beyin DIJ-1/B-tubulin, Hiperoksi+U100

grubuna gore anlamli olarak fazla bulunmustur (p<0,01).

Hiperoksi+U300 ve Hiperoksi+U500 gruplarinin Normoksi+Salin grubuna
gore; Hiperoksi+U100 grubunun Hiperoksi+Salin grubuna gére; Hiperoksi+U300
grubunun  Hiperoksi+U100  grubuna  gore;  Hiperoksi+U500  grubunun
Hiperoksi+U300 grubuna gére beyin DJ-1/B-tubulin diizeylerinde istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmamustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, hiperoksi ile indiiklenen yenidogan beyin hasarinda iiridinin
oksidatif stres parametreleri lizerine etkisi arastirilmigtir. Bu calismada elde edilen
bulgular ile iiridin tedavisinin; hiperoksi uygulamasini takiben diisen SOD, GSH-Px
ve oksidatif stresin intraselliiler sensorii olan DJ-1 proteininin seviyelerini arttirirken,
artmis MDA ve MPO seviyelerini azalttig1 ve bu etkisini doza bagli olarak gdsterdigi

literatiirde ilk defa gosterilmistir.

Perinatal ve neonatal tiptaki son gelismelere ragmen, preterm yenidoganlarin
sagkalim oranlar1 Yenidogan Yogun Bakim Unitelerinin gelismesiyle artmakta ancak
morbidite oranlar1 ayni hizda artmamaktadir (Marlow ve ark., 2005; Mutinati ve ark.,
2014; Wood ve ark., 2000). Manuck ve ark. (2016) yaptig1 kohort ¢aligmasinda %1.4

yenidogan olimii, %7.9 ve %37.6 major ve mindr morbidite bildirilmistir.

Giincel kanitlara gore prematiire bebeklerde hedef oksijen saturasyonunun
%90-94 araliginda olmasi oOnerilmektedir. Yogun Bakim Unitelerinde preterm
yenidogana oksijen uygulamasmin satiirasyon araligi halen tartisilmaya devam
edilmekle birlikte, yapilan NeOProM (Neonatal Oxygenation Prospective Meta-
analysis) meta-analizde, satiirasyonu %85-89 araliginda izlenen bebeklerde oksidatif
hasar ile iligkili oldugu literatiirde kabul goren bronkopulmoner displazi, prematiire
retinopatisi sikliginda bir azalma olmadigi aksine cerrahi gerektiren nekrotizan
enterokolit ve mortalite riskini arttirdigl, saturasyonu %91-95 araliginda izlenen
bebeklerde ise 18-24. ay norogelisimsel sonuglarda engellilik agisindan fark olmadigi

gosterilmistir (Saugstad ve Aune, 2014; Stevens ve ark., 2014).

Preterm yenidoganlara perinatal donemde yenidogan yogun bakim iinitelerinde
ek suprafizyolojik oksijen tedavisi uygulanmasinin (Sola ve ark., 2014); ozellikle
akciger (Gien ve Kinsella, 2011), retina (Perrone ve ark., 2009, Saugstad, 2006),
barsak (Giannone ve ark., 2007; Perrone ve ark., 2014) ve beyin gibi dokularla iligkili
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morbiditelere katkida bulundugu literatiirde gosterilmistir (Collins ve ark., 2001;

Felderhoff-Mueser ve ark., 2004; Reich ve ark., 2016).

Bronkopulmoner displazi, prematiire retinopatisi, nekrotizan enterokolit,
patent duktus arteriozus, periventrikiiler 16komalazi, solunum sikintist sendromu,
intrauterin gelisme geriligi ve konjenital malformasyonun oksidatif strese baglh
Neonatolojik Oksijen Radikal Hastalig1 olarak tanimlamasi Saugstad tarafindan
1989°da yapilmis olmasina ve ilgili deneysel ¢alismalar hiz kazanmasina ragmen
terapotik olarak bu sistemleri hedeflemeye yonelik girisimler tutarsiz sonuglar
vermistir (Marseglia ve ark., 2014; Paracha ve ark., 2013; Rokicki ve ark., 2003;
Sapieha ve ark., 2010; Saugstad, 1989; Zhang ve ark., 2014).

Intraventrikiiler kanama veya periventrikiiler l6komalazi gibi belirgin
intrakraniyal patolojinin yoklugunda bile, preterm bebeklerin nérogelisimsel hasar
riski yliksektir. Hayatta kalanlarin ¢ogunda diffiiz beyaz madde hasar1 ve kortikal gri
madde hacminde azalma goriiliir ve siklikla biligsel bozukluk, dikkat eksikligi, otizm
ve ileri donemde psikiyatrik hastaligin gelisimi ile de iliskilidir (Doyle ve Anderson,

2010; Monson ve ark., 2016; Thompson ve ark., 2008; Woodward ve ark., 2006).

24. gebelik haftasinda dogan preterm bebeklerin, noronal goc islemleri
tamamlanmis olmasina ragmen, glial hiicre olgunlasmasi, biiyiimesi ve baglanti

olusumu hala devam etmektedir (Back, 2006; Volpe, 2001).

Kullanilan deneysel modeldeki yenidoganlarin beyin gelisimi, P6; 28-32.
gebelik haftasindaki insan fetal beynine karsilik geldigi i¢in bu model yaygin olarak
tercih edilmektedir (Dobbing ve Sands, 1979; Endesfelder ve ark., 2017a; Ikonomidou
ve Kaindl, 2011).

Dogumu takiben intrauterin ortamdan (20-25 mmHg) ekstrauterin ortama (PO>
85 mmHg) geciste arteriyel oksijen basinci 4 kata kadar arttigindan (Castillo ve ark.,
2008), bu artan oksijenizasyonu taklit etmek amaciyla P6 yenidoganlar 48 saat
boyunca %80 oksijenle inkiibe edildiler (Reich ve ark., 2016; Schmitz ve ark., 2011;
Sifringer ve ark., 2015).

P6°da 2, 6, 12, 24 ve 48 saatlik siireler boyunca hiperoksi uygulamasi, korteks,

bazal ganglionlar, hipotalamus, striatum, beyaz madde ve hipokampus bdlgelerinde
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fizyolojik apoptoz ile karsilastirildiginda yaygin ndronal apoptozun oldugu
goriilmistiir (Felderhoff-Mueser ve ark., 2004; Felderhoff-Mueser ve ark., 2005).

Uygulanan hiperoksi, beyindeki gelisimsel siirecleri degistirebilir, beyin
olgunlagsmasinin kritik agamasinda ndral plastisite ve miyelinasyonun bozulmasina
neden olabilir; immatur si¢canlara dogumdan sonraki ilk 5 giinde yiiksek dozda oksijen
tedavisinin apoptotik hiicrelerde 6nemli bir artigsa ve beyin agirliginin diismesine neden
oldugu (Kurul ve ark., 2009; Yis ve ark., 2008a); 14 giinliik siganlarda hiperoksiye
karsi direng olustugu, sadece hipokampusun dentat bolgesinde apoptotik hiicre
Oliimiiniin arttig1 ve bu nedenle oksijen hassasiyetinin olgunlasmaya bagli oldugu

sonucuna varilmistir (Felderhoff-Mueser ve ark., 2004).

Hiperoksinin neden oldugu apoptoz, intrinsik (Sifringer ve ark., 2012) ve
ekstrinsik (Dzietko ve ark., 2008) yolaklar tarafindan indiiklenir ve pro-inflamatuar
sitokinler (Felderhoff-Mueser ve ark., 2005), matriks metaloproteinazlarin
indiiksiyonu (Sifringer ve ark., 2009) ve oksidatif stres ile tetiklenir (Sifringer ve ark.,

2010).

Suprafizyolojik oksijen tedavisi, artmis enflamasyon, oksidatif stres ve
otofajinin eslik ettigi matriks metalloproteinaz aktivitesi, beyindeki artmis apoptotik
hiicre 6liimii ve beyinde noro-glial gelisimin azalmasi ile iliskilidir (Brehmer ve ark.,
2012; Endesfelder ve ark., 2017a; Sifringer ve ark., 2009; Sifringer ve ark., 2010;
Sifringer ve ark., 2012). Neonatal farelerde oligodendrosit progenitdr hiicre kaybi ve
azalmis olgun oligodendrosit popiilasyonu ile oligodendrosit gelisiminin bozulmasina
neden olur (Schmitz ve ark., 2014) ve oligodendrosit Oliimiinii tetiklerken,

lipopolisakarit oligodendrosit olgunlagsmasini bozar (Brehmer ve ark., 2012).

Hiperoksi uygulamasi beyinde, interlokin-18 (IL-1B) ve interlokin-18 (IL-18)
gibi pro-inflamatuar sitokinlerin tetikledigi enflamasyon, artan, GSSG, MDA
(Sifringer ve ark., 2009; Sifringer ve ark., 2010), tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler
(TBARS) ve H>0O ile iligkilidir (Endesfelder ve ark., 2017a).

Insandaki olgun oligodendrositler olgunlasmamis beyinde mevcut olan
oligodendrosit dnciilleriyle karsilastirildiginda daha az miktarda antioksidan enzim

sistemi tagir ve bu durum erken dogan bebeklerin beyaz cevher hasarma karsi

47



duyarliligin1 kismen aciklayabilir (Baud ve ark., 2004; Haynes ve ark., 2005; Volpe,
1997).

Yenidogan doneminde hem ndronlarin, (Sorce ve Krause, 2009) hem de
oligodendroglial hiicrelerin gelisiminin etkilendigi (Brill ve ark., 2017; Buonocore ve
ark., 2001; Gerstner ve ark., 2006; Halliwell, 2006; Schmitz ve ark., 2014) deneysel

calismalarda bildirilmistir.

Scheuer ve arkadaslarinin yaptigi deneysel ¢alismada P6’da 24 saat %80
oksijen uygulamasinin astrosit sayisint %50 azalttig1 gosterilmistir (Scheuer ve ark,
2019). Ayn1 zamanda beyaz cevher hasarlanmasi ve serebellar bozulmanin ileri yaslara
kadar devam ettigi bildirilmektedir (Scheuer ve ark., 2015; Scheuer ve ark., 2017;
Serdar ve ark., 2016).

Preterm yenidoganlardaki toplam GSH-Px aktivitesi olgun beyin ile
karsilagtirildiginda, 18. embriyonik giin (E18) ve P1 arasinda arttig1 ancak yine de daha
diisiik seviyelerde oldugu bildirilmistir (Khan ve Black, 2003).

Hiperoksiye maruz kalan siganlarin beyninde, oda havasina maruz kalanlara
kiyasla anlamli 6l¢clide GSH oraninin arttigr gozlenmistir (Ikonomidou ve Kaindl,
2011). Bizim sonuglarimizda bu calismay1 desteklemektedir. Hiperoksi sonrasinda
Normoksi+Salin grubuna gore anlamli olarak azalan Hiperoksi+Salin grubu
(***p<0.001) GSH-Px diizeyi, Hiperoksi+Salin grubuna gore Hiperoksi+U500 grubu

anlaml olarak fazla ¢tkmistir (*p<0.01).

Sifringer ve ark. (2010) P6 yenidoganlara 2, 6, 12, 24 ve 48 saat siireyle %80
O uygulamasiin gelismekte olan beyindeki oksijene bagli hiicre Oliimiiniin
glutatyonun azalmis olduguna ve okside glutatyon seviyelerinin 12-48 saat hiperoksi

uygulamasi ile arttigin1 bulmuslardir.

Oksidatif stres, serbest radikal olusumunun fazlaligi ve/veya reaktif oksijen
tiirlerinin asir1 liretimi nedeniyle preterm dogum sonrasi norolojik sekele yol agan
onemli hasar faktorlerinden biridir (Chua ve ark., 2010; Waldbaum ve Patel, 2010).
GSH-Px, katalaz ve SOD'lar gibi anti oksidatif enzimler, hiicrelerin oksidatif strese
maruz kalmaktan korunmalar i¢in gereklidir (Zaghloul ve ark., 2012).
Antioksidanlardan SOD, katalaz ve GSH-Px'in, gebelik siiresinin son %15’lik

periyodunda %150 artmaktadir (Davis ve Auten, 2010). Bizim sonug¢larimizda da,
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hiperoksi uygulamasi sonrasinda Normoksi+Salin grubuna gore anlamli olarak azalan
Hiperoksi+Salin grubu (***p<0.001) SOD diizeyi, Hiperoksi+Salin grubuna gore
Hiperoksi+U500 grubu anlamli olarak fazla ¢ikmistir (*¥p<0.01).

Noroproteksiyon, beyin hasarina sebep olan bir olaydan sonra hem akut hem
de geciken noronal hasarini sagaltim amaciyla uygulanan strateji biitlintidiir.
Yenidoganlarda hiperoksi kaynakli beyin hasarini diizeltmek; oksidatif stres,
iltihaplanma ve apoptozu dnlemek i¢in; eritropoietin (Hoeber ve ark., 2016; Kaindl ve
ark., 2008; Sifringer ve ark., 2009; Sifringer ve ark., 2010; Yis ve ark., 2008b), kafein
(Endesfelder ve ark., 2017a), zonisamid (Topgu ve ark., 2014), topiramat (Kurul ve
ark., 2009), asetilkolinesteraz inhibitorleri (Sifringer ve ark., 2013), deksmedetomidin
(Endesfelder ve ark., 2017b; Sifringer ve ark., 2015), fingolimod (Serdar ve ark.,
2016), mezenkimal kok hiicreler (Kim ve ark., 2016), iiridin (Géren 2017b) deney
hayvanlarinda; melatonin (Gitto ve ark., 2004), allopurinol (Benders ve ark., 2006),
nitrik oksit (Ballard ve ark., 2006) ise insanlarda test edilmistir. Klinik ve deneysel
yaklagimlarda bir¢ok antioksidan ilag kullanilmis olmasina ragmen, sonuclar hala

belirsizdir.

Noroprotektif tedavi stratejileri, klinik ¢alismalarin yapilmasindaki zorluklar
nedeniyle siirlidir. Uygulanan tedavi tek basina hasar gérmiis hiicredeki serbest
oksijen radikallerinin tamamini temizleyemese de endojen antioksidan

mekanizmalarin basa ¢ikabilecegi diizeylere indirebilir.

Literatiirde oksidatif stres parametreleri; lipid peroksidasyonu i¢in son {iriin
olan MDA (Wispe ve ark., 1985); protein oksidasyonu i¢in ise; SOD, GSH-Px gibi
antioksidan enzimlerin 6l¢iimii ile belirlenir. Lipid peroksitler kararsiz bilesikler olup
hizlica bozunma egilimi gosterdikleri i¢in kisa zincirli alkanlar, aldehitler gibi cesitli
tiriinlere doniisebilirler. Dolayis1 ile deneysel g¢alismalarda MDA 6l¢limii tercih

edilmektedir (Meagher ve Fitzgerald, 2000).

MPO enzimi katalizorliigiinde, H>O»’den, oksidasyon reaksiyonlar1 baglatarak
birka¢ saniyede yok edebilen potent bir oksidan olan HOCI olusmaktadir
(Marcinkiewicz, 1997; Weiss ve ark., 1982). Yenidogan sicanlarda hipoksik-iskemik
hasar sonrasi Taurin (Zhu ve ark. 2016) ve hipoksik énkosullamanin (Alkan ve ark.,

2008) artan MPO aktivitesini anlamli Olgiide azalttigt bulunmustur. Bizim
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sonuglarimiz da hiperoksi maruziyeti sonrasinda artan MPO aktivitesini iiridin

uygulamasinin doz bagimli olarak diistirdiigii bulunmustur.

SOD, GSH-Px, MDA ve MPO verilerimiz, deney hayvanlar1 yenidogan
hiperoksik beyin hasari modelinde antioksidan stratejilerin noroproteksiyon
sagladigin1 bildiren onceki g¢alismalarla uyumludur (Endesfelder ve ark., 2017a;

Sifringer ve ark., 2009; Sifringer ve ark., 2010; Sifringer ve ark., 2015).

Literatiir 15181inda DJ-1 proteini ekspresyonunu artiran tedavilerin oksidatif
stresi Onleyebilecegi ve ndroproteksiyon agisindan fayda saglayabilecegi ongoriisii ile
calismamizda iiridin tedavisi kullanilmistir. DJ-1, dokular oksidatif strese ve hiicre
Oliimiine kars1 korumak i¢in redoks duyarl bir saperon islevi goriir (Bonifati ve ark.,
2003; Jin ve ark., 2005; Lev ve ark., 2008; Lev ve ark., 2009). Dolayisiyla,
hidroperoksite duyarl bir protein olan DJ-1 seviyelerinin azaldigir durumlar, oksidatif
stres tetiklenmesiyle -ndronal hiicrelerde veya hiperoksi maruziyetinden sonra
olgunlasmamis beyinde gosterildigi gibi- hiicre 6liimiine katkida bulunur (Bendix ve
ark., 2012b). Biz de ¢aligmamizda DJ-1'in %80 oksijen uygulamasinin ardindan

normoksi grubuna gore %33 azaldigini gosterdik.

Insanlarda  dolagimindaki temel pirimidin olan iiridin; membran
fosfolipidlerinin Onciisiidiir (Cansev, 2006; Kennedy ve Weiss, 1956; Wurtman ve
ark., 2000). Uridin tedavisinin hipoksik iskemik enselefopati modelinde apoptotik
hiicre 6limiinii azaltarak (Cansev ve ark.,, 2013) ve histon deasetilaz (HDAC)
aktivitesini (Koyuncuoglu ve ark., 2015) inhibe ederek, ndroproteksiyon sagladigi ve
periadolesan donemdeki uzun donem biligsel eksiklikleri diizelttigi (Goren ve ark.,
2017a) goriilmiistiir. Ek olarak, hiperoksik beyin hasar1 modelinde, PO-P5 boyunca
hiperoksi uygulamasini takiben iiridin tedavisinin yenidogan beyninde apoptotizisi
inhibe ettigi ve uzun donem kognitif eksikliklere karst korundugunu gostermistir
(Goren ve ark. 2017b). Deneysel Parkinson modelinde {iridin tedavisinin
norodejeneratif etkinligi incelendiginde, iiridin igeren gidalarla beslenen si¢anlarin
rotasyonel davranislarinda azalma, striatum’daki dopamin seviyeleri gibi
dopaminerjik parametrelerde iyilesme goriilmiistiir (Cansev ve ark., 2008). Uridin
akciger hastaliklart modellerinde (Cicko ve ark., 2015; Evaldsson ve ark., 2007) ya da
kolitlerde (Jeengar ve ark., 2017) anti-enflamatuar etkiler goriilmesine ragmen,

tiridinin oksidatif stres lizerindeki etkisi heniiz ¢alisilmamastir.
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Hipoksik-iskemik beyin hasar1 modelinde, 7 gilinlik sicanlara iiridin
100/300/500 mg/kg i.p. 3 giin uygulanmis sonugta 300 ve 500 mg/kg dozlarinin
apoptotik aktiviteyi baskilayarak néroproteksiyon sagladigir bulunmustur (Cansev ve
ark. 2013). Bu ¢alismada da tiridinin doza bagl olarak noroprotektif etkisi nedeniyle

tiridinin 3 dozu kullanilmistir.

Bu veriler ile ilk kez, iiridinin yenidogan hiperoksik beyin hasar1 modelinde
noroprotektif etkisinin SOD ve GSH-Px seviyelerinde hiperoksinin neden oldugu
diistisleri ve MDA ve MPO seviyelerinde artislar1 6nleyerek, oksidatif strese duyarli
bir protein olan DJ-1’nin azalmis seviyelerini artirarak antioksidan o&zellikler

sergiledigini gostermektedir.

Oksijen, yenidogan resiisitasyonu ve tedavisinin 6nemli bir bileseni oldugu i¢in
uzamis ek oksijen tedavisinin ve tekrarlayan hipoksi-hiperoksi dénemlerinin
yenidoganlarda bircok hastaligin patogenezinde rol oynadigi kabul gérmektedir.
Kanitlar hem oksidan tiirlerin olusumunun hem de antioksidanlarin eksikliginin bir rol
oynayabilecegini goOstermektedir. Bununla birlikte, yenidogan hastaliklarinin
patogenezinde oksidatif hasarin potansiyel rolii ile ilgili mekanizmalar agiklik

kazanmamustir.

Yenidoganlarda oksidatif doku hasarini azaltabilmek i¢in onaylanmis oksidatif
stres biyobelirteclerinin tanimlanmasi, ndroprotektif tedavi segenekleri gelistirebilmek
icin oksidatif stres kaynakli hastaliklarin yonetiminde antioksidan sistemlerin
desteklenmesi gelecekteki klinik ve deneysel arastirmalarin muhtemel hedefi

olusturdugu goriilmektedir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

Cu/Zn SOD: Bakir ve Cinko iceren Siiperoksit Dismutaz
CDP: sitidin difosfat

CTP: Sitidin-5’-trifosfat

EC-SOD: Ekstraseliiler Stiperoksit Dismutaz
FGF-2: Fibroblast Biiylime Faktorii-2
GSH: Glutatyon

GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz

GSSG: Okside Gulutatyon

GR: Glutatyon Rediiktaz

HOCI: Hipoklordéz Asit

H>07: Hidrojen Peroksit

IGF-1: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1
IL-1B: Interlokin-1pB

IL-18: Interl6kin-18

LOOe¢: Lipid Peroksil Radikali

LOOH: Lipid Hidroperoksil

MDA: Malondialdehit

MPO: Myeloperoksidaz

Mn-SOD: Manganez Siiperoksit Dismutaz
NaCl: Serum Fizyolojik

Oy: Siiperoksit Radikali

OHe: Hidroksil Radikali

SOD: Siiperoksit Dismutaz

UDP: Uridin-5’-Difosfat

UMP: Uridin -5’-Monofosfat

UTP: Uridin-5-trifosfat
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8. TESEKKUR

Fizyoloji Anabilim Dali Bagkam Prof. Dr. Kastm OZLUK hocama; bu tez
konusunu bana 6neren, her agidan yol gdsteren, destegini esirgemeyen, bilimsel gorgii
ve tecriibelerini hep 6rnek aldigim sayin danigmanim Prof. Dr. Tiilin ALKAN hocama;
caligmalarimin her agsamasinda yardimi ve destegini esirgemeyen Tibbi Farmakaloji
Anabilim Dali Ogretim Uyesi saym Prof. Dr. Mehmet CANSEV hocama;
caligmalarimda c¢ok biiyiik katkilar1 olan ve bilgilerini comertge paylasan, dzveri ile
calisan Ogr. Gor. Aysen CAKIR ve Doktora dgrencisi Cansu KOC’a, Fizyoloji
Anabilim Dali Ogretim Uyeleri ve calisanlarina, beni bugiinlere getiren aileme;
hayatimi anlamli kilan sabr1 ve sevgisiyle her zaman beni destekleyen, motive eden
esim Necip AL’a ve sevgili oglum Utku Efe AL ve sevgili kizim Zeynep AL’a; bana
destegini esirgemeyen herkese tesekkiir ederim.

Bu tez calismas1 Uludag Univeristesi Bilimsel Arastirma Projeleri birimi
tarafindan desteklenmistir (Destek No: HDP (T)-2017/24 - BAP).
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10 Eyliil 1984 yilinda Mugla’nin Yatagan ilgesinde dogdu. Lise 6grenimini
Yatagan Anadolu Lisesi’nde tamamladi. 2002 yilinda Gaziosmanpasa Universitesi
Saglik Yiiksekokulu Hemsirelik Boliimii’nii kazandi. 2006 yilinda mezun olduktan
sonra 2009 yilina kadar Ankara Baskent Universite Hastanesi’nde hemsire olarak
gdrev yapti. 2009 yilindan 2018 yila kadar Uludag Universitesi Genel Cerrehi ve
Beyin Cerrahi Yogun Bakim Unitelerinde hemsirelik gorevini yiiriittii. Evli ve iki
¢ocuk annesidir.
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BURSA ULUDAG UNIVERSITESI
TEZ COGALTMA VE ELEKTRONIK YAYIMLAMA iZIN FORMU

Yazar Ad1 Soyadi Nevin AL

Tez Adi Uridinin Yenidogan Hiperoksik Beyin Hasar1
Modelinde Serbest Oksijen Radikalleri Uzerine
Etkisinin Arastirilmast

Enstitii Saglik Bilimleri Enstitiisii
Anabilim Dali Tip-Fizyoloji

Tez Tiirii Yiiksek Lisans

Tez Danigman(lar) Prof. Dr. Tiillin ALKAN

Cogaltma (Fotokopi Cekim) izni
[] Tezimden fotokopi ¢ekilmesine izin veriyorum

[] Tezimin sadece igindekiler, dzet, kaynakca ve
iceriginin % 10 boliimiiniin fotokopi ¢ekilmesine izin
veriyorum

[] Tezimden fotokopi ¢ekilmesine izin vermiyorum

Yayimlama izni [] Tezimin elektronik ortamda yayimlanmasina izin
veriyorum

Hazirlamig oldugum tezimin belirttigim hususlar dikkate alinarak, fikri miilkiyet haklarim sakli kalmak
iizere Bursa Uludag Universitesi Kiitiiphane ve Dokiimantasyon Daire Bagkanligi tarafindan hizmete
sunulmasina izin verdigimi beyan ederim.

Tarih :

Imza :
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