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ONSOZ

Cevresel ve mesleki kaynakli kronik mangan maruziyetinin ciddi saglik
sorunlarima neden olabilecegi son yillardaki klinik ve deneysel birgok calismada
bildirilmigtir. Manganizm adi verilen ve Parkinson hastaligina benzer semptomlarla
ortaya c¢ikan toksisite belirtileri ¢ogunlukla ilerleyici olup beyinde kalict hasara
neden olmaktadir. Caligmamizda kronik mangan toksisitesinin etiyopatogenezinde
mitokondriyal oksidatif stresin rolii ve bir antioksidan ajan olan edaravonun
koruyucu etkisi aragtirilmigtir.

Doktora tezim olarak sundugum bu c¢alismada ve doktora egitimim sirasinda
bana her tiirlii destegi saglayan degerli hocam Prof. Dr. Dilek Taskiran’a, emegi
gecen Fizyoloji Anabilim Dali” nin degerli 6gretim iiyelerine ve meslektaglarima
tesekkiir ederim.

Dog. Dr. Melda Apaydin



OZET

MANGAN iLE INDUKLENEN HUCRE TOKSISITESINDE
MITOKONDRIYAL HASARIN VE OKSIDATIF STRESIN ROLUNUN
ARASTIRILMASI
Mangan (Mn) organizma i¢in esansiyel bir element olup viicutta bir¢ok Onemli
fizyolojik siirecte gorev yapar. Ancak cevresel ve mesleksel kaynakli asirt Mn
maruziyeti 0zellikle sinir sisteminde hareket ve kognitif islevlerde bozukluga neden
olabilir. Mn’in bu etkilerinin ortaya ¢ikmasinda oksidatif stresin roliiniin oldugu
bildirilmekle birlikte altta yatan mekanizma heniiz tam olarak aydinlatilamamustir.
Bu c¢alismadaki amacimiz Mn’in kronik maruziyetinin beyindeki etkilerinin
mitokondriyal oksidatif stresle baglantili olup olmadigini arastirmakti. Ayrica
ozellikle norodejeneratif siire¢lerdeki antioksidan etkileri bilinen edaravonun (EDA)
Mn maruziyetine baglh gelisen norotoksisiteye karst koruyucu etkisi de arastirildi. Bu
amagla 40 adet erigkin erkek Sprague Dawley sican Grup 1: Serum fizyolojik, Grup
2: Mn (10 mg/kg) + serum fizyolojik, Grup 3: Mn + EDA 1mg/kg ve Grup 4: Mn +
EDA 5 mg/kg olarak gruplara ayrildi. Mn ve ila¢ uygulamalar1 28 giin boyunca
intraperitoneal (Mn) ve intramuskuler (EDA) yolla gergeklestirildi. Bu siirenin
sonunda si¢anlarin kaba motor gii¢leri ve Mn’1n beyindeki dagilimi MR goriintiileme
yontemi ile tayin edildi. Sonrasinda beyin dokular1 ¢ikarildi ve mitokondri
izolasyonu yapildi. Mitokondriyal Orneklerde elektron transport zinciri enzimi
kompleks I aktivitesi, lipid peroksid ve protein karbonil diizeyi dl¢iildii. Caligma
bulgular1 tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc Bonferonni testleri ile
degerlendirildi. Istatistiksel degerlendirmeler Mn’in beyinde kompleks I aktivitesini
anlamli derecede inhibe ettigini (p<0.0005), lipid peroksid ve protein karbonil
diizeylerini de anlamli dereced yiikselttigini (p<0.0005) ortaya koydu. EDA’nin Mn
ile birlikte uygulanmasinin bu etkileri doza baglh azalttigi gozlendi. Sonug olarak
calismamiz sicanda kronik Mn maruziyetinin beyinde yarattig1 toksisitenin
mitokondriyal oksidatif strese bagli olarak gelistigini gosterdi. Calismamizin bir
diger sonucu ise, bir antioksidan olan edaravonun Mn maruziyetine bagl gelisen

toksisitenin onlenmesinde etkili bir ajan olabileceginin gosterilmesi oldu.
Anahtar sozciikler: Mangan, toksisite, oksidatif stres, mitokondri, lipid peroksidi,
protein karbonili, kompleks I, edaravon
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ROLE OF MITOCHONDRIAL DAMAGE AND
OXIDATIVE STRESS IN MANGANASE INDUCED CYTOTOXICITY

Manganese (Mn), an essential dietary element, has important roles in several
physiological processes in the body. However, accumulation of Mn due to excessive
environmental and occupational exposure leads to movement abnormalities and
cognitive impairment. Although oxidative stress has been hypothesized to play a role
in this dysfunction, the underlying mechanisms still need to be elucidated. In the
present study, we aim to investigate the effects of chronic Mn toxicity in brain and its
relation with mitochondrial oxidative stress. Also, we examined whether edaravone
(EDA), a radical scavenger, exerts cytoprotective effects against Mn neurotoxicity.
Forty adult male Sprague Dawley rats were included in the study. Study groups were
designed as follows: Group 1: Saline, Group 2: Mn (10 mg/kg), Group 3: Mn + EDA
Img/kg and Group 4: Mn + EDA 5 mg/kg. All treatments were performed
intraperitoneally (Mn) and intramuscularly (EDA) through 28 days. At the end of the
treatment period, gross motor performance was measured and distribution of Mn in
brain regions was detected using MR imaging. Then, brain tissues were dissected and
and electron transport chain enzyme complex I activity, lipid peroxide and protein
carbonyl levels were determined in mitochondrial fractions. All data were analyzed
by one way ANOVA and post-hoc Bonferonni test. According to our findings,
complex I activity was significantly decreased in Mn + saline group compared to
saline group (p<0.0005) whereas lipid peroxide and protein carbonyl levels were
significantly increased (p<0.0005). Administration of edaravone significantly and
dose-dependently prevented cytotoxicity against Mn exposure. Overall, our results
reveal that chronic Mn exposure may lead to cytotoxicity in rat brain through
mitochondrial oxidative stress. Moreover, edaravone, as an antioxidant agent, may

have cytoprotective effects against Mn exposure.

Key words: Manganese, toxicity, oxidative stress, mitochondrium, lipid perokside,

protein carbonyl, complex I, edaravone
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BOLUM I

1. GIRIS

Mangan (Mn), hiicrelerin biiyiimesi, gelisimi ve homeostazi i¢in onemli bir
element olup diyet ya da baska nedenlerle giinliik Mn alimindaki diisiikliik eriskinde
ve ¢ocuklarda ozellikle kemik metabolizmasinin bozulmasina ve epilepsi gelisimine
neden olabilir.

Mangan, biyolojik sistemler i¢in gerekli bir metal olmakla birlikte 6zellikle
mesleki ya da ¢evresel maruziyet sonucunda fazla alinmasi halinde manganizm adi
verilen klinik tabloya neden olmaktadir. Manganizm; rijidite, hipokinezi ve yiiriiyiis
bozukluklar1 gibi ekstrapiramidal motor belirtilerle ortaya ¢ikar. Ilerleyici ve kalict
bir norodejeneratif bozukluk olan manganizm tiim belirti ve bulgulariyla Parkinson
hastaligini taklit edebilir.

Mn giiniimiizde 6zellikle celik, aliiminyum kutu, fungusid ve elektroniklerin
iretiminde kullanilmaktadir. Mn’in giderek artan sekilde gilinlik yasamda
kullaniminin artmasi kronik maruziyeti ve buna bagl ciddi saglik sorunlarini
beraberinde getirmektedir. Bunun yanisira son yillarda hayvanlarda ve insanda
mangan kontrastli manyetik rezonans goriintileme (MK-MRG) yonteminin
kullanildig1 ¢aligmalar hizla artmaktadir.

Calismamizin amaci, siganlarda gerceklestirilen kronik Mn uygulamasinin
beyinde yarattigi toksisitenin patogenezinde mitokondriyal hasara bagli gelisen
oksidatif stresin roliinii aragtirmakti. Calismamizda ayrica bir antioksidan ajan olan
edaravonun Mn toksisitesine karst noroprotektif etkisinin olup olmadigi da

arastirildi.



2. GENEL BILGILER

Mn, hiicrelerin biiyiimesi, gelisimi ve homeostazi i¢in onemli bir element
olup Mn-siiperoksid dismiitaz (Mn-SOD), piriivat karboksilaz, arjinaz ve glutamin
sentaz gibi enzimlerin islevleri i¢in gereklidir. Diyet ya da baska nedenlerle giinliik
Mn alimindaki diisiikliik eriskinde ve ¢ocuklarda o6zellikle kemik metabolizmasinin
bozulmasina ve epilepsi gelisimine neden olabilir [1,2].

Mn, biyolojik sistemler i¢in gerekli bir metal olmakla birlikte 6zellikle mesleki
ya da cevresel maruziyet sonucunda fazla alinmasi halinde manganizm adi verilen
klinik tabloya neden olmaktadir. Manganizm; rijidite, hipokinezi ve yiirliyiis
bozukluklar1 gibi ekstrapiramidal motor belirtilerle ortaya ¢ikar. ilerleyici ve kalict
bir norodejeneratif bozukluk olan manganizm tiim belirti ve bulgulariyla Parkinson
hastaligini taklit edebilir [1-3].

Mn giiniimiizde 6zellikle ¢elik, aliiminyum kutu, fungusid ve elektroniklerin
iretiminde kullanilmaktadir. Bunun yanisira son yillarda Mn-ethylene-bis-
dithiocarbamate (MANEB) gibi organik pestisidler araciligi ile ¢evresel kaynakli
maruziyete neden olmaktdir. Yine son yillarda sivi  yakitlara eklenen
methylcyclopentadienyl manganese tricarbonyl ile 0Ozellikle inhalasyon yoluyla
kronik intoksikasyona neden olabilmektedir [1-4]. Mn’in giderek artan sekilde
giinliik yasamda kullaniminin artmasi kronik maruziyeti ve buna bagh ciddi saglik

sorunlarini beraberinde getirmektedir.

2.1. Manganin biyolojik yar1 6mrii, kanda ve dokulardaki dagilimi
Mn’in viicuda girisi genellikle gastrointestinal yolla olur, ancak akciger
yoluyla da girisi de miimkiindiir. Mn, canhilarda Mn**, Mn’" ve Mn*" seklinde

bulunmaktadir [1-4]. Mn’1n saglikli bireylerdeki serum diizeyleri yaklagik 0.05-0.12



mg/dl olup viicuda girdikten sonra hizli bir sekilde dokulara dagilir. Intravendz
olarak verildikten sonra kandaki diizeyinin yarilanma 6mrii yaklasik 1.8 saattir. Tiim
viicuttan atilmi ile ilgili yarilanma Omriiniin 68- 146 giin oldugunu bildiren
caligsmalar mevcuttur. Hayvan ¢aligmalarina dayanarak Mn beyinde sirasiyla en fazla
substansiya nigra, striyatum, hipokampus ve frontal kortekste tutulmaktadir.
Manganin beyine girigi baslica 3 yolla olur; 1) Kan-beyin bariyerindeki endotel
hiicreler yoluyla, 2) Koroyid pleksus yoluyla ve 3) Nasal bosluktan olfaktor sinir
yoluyla. Bu giris yollarindan 6zellikle nasal yol 6nemlidir. Ciinkii Mn toksisitelerinin
¢ogu inhalasyon ile olmaktadir [1-4].

Mn’in kan-beyin bariyerini gegisinde rolii olan bir veya birkag¢ tasiyict
proteinin varlig1 bilinmektedir. Mn ¢ogu zaman hiicre igine kalsiyum aliminin bir
indikatorii olarak kullanilir. Cilinkii iki iyon ayni transportdrleri paylasir. Mn, ayrica
voltaj kapili kalsiyum kanallari, sodyum-kalsiyum degistiricisi ve mitokondriyal

kalsiyum tastyicisint da kullanir [1,5].

2.2. Manganizm

Asirt Mn maruziyetinin idiyopatik Parkinson hastaliginin gelisiminde bir risk
farktorii olabilecegi cesitli ¢calismalarda bildirilmektedir [4,6]. Cevresel maruziyet ve
Parkinson hastaligi gelisimi arasindaki korelasyonu gosteren klinik c¢aligmalar
mevcuttur. Mesleki nedenlerden dolay1 20 yil boyunca Mn ve 30 yil boyunca Mn ve
aliminyuma maruz kalan bireylerde Parkinson hastaligt prevalans1 artis
gostermektedir [6-8]. Mn toksisitesi rijidite, tremor, distoni ve bradikinezi gibi
semptomlarla seyrederek Parkinson hastaligini taklit edebilir [1-4]. Manganizm
nedeniye ortaya ¢ikan ve Parkinson hastaligini andiran belirtiler ve bulgular, Mn’1n

ozellikle bazal gangliyonlar ve dopaminerjik noronlardaki birikimi sonucunda ortaya



cikar. Bununla birlikte Mn’a bagl gelisen norotoksisitede oOzellikle glutamat
metabolizmasindaki degisiklikler sonucunda gelisen dopaminerjik sistemdeki hasarin
etkili olabilecegi de bildirilmistir [9-11].

Astrositler beyin hacminin yaklasik % 50’ sini olustururlar ve normal ndron
aktivitesi i¢in dnemli homeostatik islevlere sahiptirler. Bunlardan bazilar1 sinaptik
araliktaki glutamatin geri alimi, glutamin salimi, K+ and H+ tamponlamasi ve hacim
regiilasyonudur. Bu islevlerden 6zellikle glutamatin astrositlerce geri alimi sinaptik
aralikta glutamat birikimini ve dolayisiyla glutamata bagli eksitotoksisiteyi
onlemektedir. Mn maruziyetinin glutamat geri alimimi bozdugu yoniinde bazi
caligmalar bulunmaktadir [12-14].

Mn maruziyeti sonucunda gelisen hiicre toksisitesinde oksidatif stresin roliiniin
olabilecegini destekleyen g¢aligmalar bildirilmistir [12,14-16]. Oksidatif strese bagh
gelisen noron hasari, dopamin ve diger katesolaminlerin oksidasyonunu sonucunda
ortaya ¢ikmaktadir [15-17]. Mn o6zellikle bazal gangliyonlar gibi dopaminden zengin
bolgelerde birikip mitokondrideki elektron transport zinciri enzimlerini etkileyerek

hiicre i¢inde reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) birikimine yol agmaktadir [15-17].

2.3. Oksidatif stres ve mitokondriyal hasar

2.3.1. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu

Oksidatif siiregler hiicrelerin sagkalimi ve 6liimii i¢in gerekli olup apopitoz,
nekroz ve fagositoz gibi bircok 6nemli biyolojik olayda reaktif oksijen tiirleri rol
oynamaktadir. Buna karsilik oksidan ve antioksidan dengenin bozulmasiyla ortaya
cikan oksidatif stres uzun yillardir ateroskleroz ve diger kardiyovaskiiler hastaliklar,
diyabet, Alzheimer ve Parkinson gibi ndrodejeneratif hastaliklar ve cesitli kanser

tiirleriyle iliskilendirilmistir.



Reaktif oksijen tiirleri (ROT) veya serbest radikaller, diger molekiillerle
kolaylikla elektron aligverisine giren ve onlarin yapisini bozan molekiiller olarak
tanimlanabilir. Oksijeni metabolize edebilen tiim canlilarda reaktif oksijen tiirleri
iiretilmektedir. Serbest radikallerin varligi ilk olarak Harman (1956) tarafindan
gosterilmis olup sonraki yillarda bu molekiillerin mutasyon, kanser, hiicre yaslanmasi
ve dejeneratif birgok olaym gelisiminden sorumlu olabilecegi bildirilmistir [18].
Biyolojik sistemler igin giiclii antioksidan enzimlerden olan siiperoksid dismutaz
enziminin (SOD) 1969 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan kesfiyle serbest
radikallerin 6nemi giderek daha iyi anlasilmistir [19]. Serbest radikaller eslesmemis

elektron igeren atom, atom grubu veya molekiillerdir. Molekiiler oksijende (O,),

eslenmemis iki dis elektron spinleri ayn1 yonde fakat ayr1 yoriingelerde bulunur ve
bu nedenle “biradikal” olarak degerlendirilir. Biradikal oksijen, radikal olmayan
molekiillerle yavas tepkimeye girdigi halde diger radikallerle olduk¢a hizli
tepkimeye girer. Dolayistyla molekiiler oksijen dogasi geregi reaktif oksijen tiirleri
olusturma egilimindedir. Reaktif oksijen tiirleri, normal oksijen metabolizmasi

sirasinda olusan siiperoksid (O,"") hidroksil radikali (OH") ve hidrojen peroksid

(H,0,) olabilir [20,21].
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Sekil 1: Reaktif oksijen tiirlerine 6rnekler



2.3.2. Mitokondriyal hasar

Son yillarda Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi ve amiyotrofik lateral
skleroz gibi norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde mitokondriyal hasarin roliinii
bildiren ¢alismalar dikkati gekmektedir. Ozellikle mitokondriyal enzim defektleri ve
buna bagli gelisen oksidatif hasar bu hastaliklarin  gelisiminden sorumlu
tutulmaktadir [21-23].

Mitokondri, Mn toksisitesinde en énemli hiicre i¢i hedeflerden bir tanesidir.
Hiicre i¢i Mn®", kalsiyum uniporteri ile mitokondriye alinir ve Mn®"’e okside olabilir.
Oksidasyon olay1 mitokondrinin matriksinde gerceklesir. Mn’", mitokondride
birikerek hiicresel toksisiteye neden olabilir. Mitokondride biriken Mn baglica 3 yol
ile hiicre hasarina neden olur. 1) Elektron transfer zincirini bozarak 2) Mitokondriyal
genomda mutasyona neden olarak 3) Serbest radikal olusumuna yol acarak. Her 3
mekanizmanin da ndrodejeneratif siireglerin etiyopatogenezinde yer almast Mn
toksisitesinin dnemini ortaya koymaktadir [5,22].

Hiicrelerin metabolik faaliyetleri i¢in gereken enerji mitokondride
gerceklesen elektron transport zinciri (ETZ) ve oksidatif fosforilasyon siirecleri
sonucunda elde edilir. Elektron transport zinciri, oksijenli solunum yapan hiicrelerde
cesitli substratlardan elde edilen elektronlarin yiikseltgenme ve indirgenme olaylari
ile oksijene aktarililmasini saglayan enzim sistemidir. Elektronlarin, ETZ boyunca
taginmast sirasinda hiicre i¢in gerekli ATP’nin {iretilmesi olayma ise oksidatif
fosforilasyon denir. [21-23].

Mitokondriyal ETZ’ini olusturan enzim kompleksleri (kompleks I-V)
mitokondrinin i¢ membraninda bulunurlar. [21-25]. Bu kompleksler kompleks I

(NADH-CoQ oksiderediiktaz), kompleks II (Suksinat-CoQ rediiktaz), kompleks III



(CoQ-sitokrom C rediiktaz), kompleks IV (sitokrom ¢ oksidaz) ve kompleks V (ATP

sentaz)’ dir (Sekil 2).
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Sekil 2: Mitokondri elektron transport zincirinde elektronlarin aktarimi

Kompleks I (NADH:CoQ oksidorediiktaz): ETZ’inin ilk ve en biiyiik
kompleksidir. Ayn1 zamanda protein yapist ve genetigi agisindan en karmasik
enzimidir. Kompleks I, toplam 43 adet protein alt iinitesine sahip olup bunun 7’si
mitokondriyal genom tarafindan tanimlanir. Kompleks I, NADH’i okside eder ve
elektronlar1 flavin mononiikleotid (FMN) ve demir-siilfiir kompleksleri araciligi ile
ubikinona (UQ, koenzim Q) tasmmmasini katalize eder. Bu olay tipik olarak
laboratuvarda kompleks I aktivitesi tayini ile Olgiilebilir. Elektronlarin kompleks I
yoluyla ubikinona akisi sirasinda protonlar da mitokondri matriksinden membranlar
arast bosluga transfer edilir. Protonlarin transferi sonucunda mitokondride ATP

sentezi i¢in son derece dnemli elektrokimyasal gradyent olusumunu saglanmis olur.



Kompleks 1 aktivitesi, gesitli insektisitler (6r. rotenon) ve antibiyotikler (or.
pierisidin) tarafindan inhibe edilir (Sekil 3). Bu enzim kompleksinin inhibisyonu

mitokondride serbest oksijen radikallerinin olusumunu tetiklemektedir [21-25].

N : | WFe-S e w,@ge\):ﬂ N
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Sekil 3: Mitokondri elektron transport zincirinde Kompleks I ve II proteinleri

Kompleks II (siiksinat dehidrogenaz kompleksi): Mitokondri membranina
bagli bir enzim olup elektronlarin siiksinattan ubikinona taginmasini katalizler (Sekil
3). Ubikinon ise membrandaki hareketli elektron tasiyicilarindan olup elektronlari
kompleks IIT’e tasir [21-25].

Kompleks Il (sitokrom bc; kompleksi): Kompleks III elektronlari
ubikinondan sitokrom c’ye taginmasinda ve ayni1 zamanda bir proton pompasi olarak
islev goriir. Sitokrom c, ETZ iizerindeki kompleks enzimlere ait bir yapt olmayip
kompleks III ve IV arasinda hareket eden ¢Oziiniir bir proteindir. Serbestlesen
protonlarin membranlar aras1 bosluga salinmasiyla bir proton gradyani olusur [21-

25].



Intermembrane

Sekil 4: Mitokondri elektron transport zincirinde kompleks III ve IV proteinleri

Kompleks IV (sitokrom ¢ oksidaz): Bu kompleksin yapisinda sitokrom a ve
sitokrom a3 bulunur. ETZ {izerinde elektronlarin sitokrom ¢’den oksijene taginmasini
ve oksijenin suya indirgenmesini katalize eder. Kompleks IV de Kompleks I ve 11
gibi proton pompasi olarak gorev yapar (Sekil 4) [21-25].

Kompleks V (ATP sentaz): Kompleks V, elektron transportu ile ATP
olusumunu esleyen bir enzim kompleksidir. ATP sentaz, F, (integral protein) ve F;
(periferal protein) olmak iizere baslica iki faktore sahiptir [21-25].

Elektronlarin mitokondri i¢ membranina yerlesmis durumda olan elektron
transport zinciri boyunca aktarilmasi ve protonlarin matriksten membranlar arasi
bosluga pompalanmasi sonucunda i¢ membranda bir proton gradyenti olugur. Ayni
zamanda bu proton gradyentinin elektriksel 6zelligi vardir. Mitokondri matriksi
negatif membranlar arasi bosluk ise pozitif yiiklii oldugu i¢in voltaj farki meydana

gelir (Sekil 5). Elektrokimyasal gradyentteki enerji, protonlarin matrikse geri



donmeleri sirasinda ATP olusumunda kullanilir. Oksidatif fosforilasyon olarak

bilinen bu olay, ATP sentaz (kompleks V) tarafindan katalizlenir [21-25].

’\Y;DH H* Fumarate
] +H

NAD* Succinate 2

Matrix

Sekil 5: Mitokondri membraninda elektronlarin solunum zinciri proteinleri kompleks

I, IIT ve IV tarafindan aktarimi ve proton gradyentinin olusumu.

Mitokondri hiicrede oksijen metabolizmasinin % 85-90° inin gergeklestigi, bu
sebeple de serbest oksijen radikallerinin en fazla olustugu bolgelerdir. Mitokondride
yiiksek indirgeme potansiyeli nedeniyle siirekli olarak oksijene elektron transferi soz
konusudur. Dolayisiyla mitokondride siirekli bir O, olusumu vardir. Mitokondriyal
O, "™ {liretiminin membran potensiyelinin (Ay ) artmasi veya elektrokimyasal proton
gradyentinin (ApH) artmasi ile hizlandig1 gosterilmistir [26-28]. Mitokondriyal O,
olusumunu uyaran diger faktorler, Ca®" ve Mn®" gibi katyonlarin mitokondriye
girislerinin  hizlanmasi, mitokondriyal permeabilite transizyonunun (MPT)

indiiksiyonu, ETZ’nin inhibisyonu ve hiperglisemidir.
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Mitokondri hiicrede serbest radikallerin hem kaynagt hem de hedefi
durumundadir. Ciinkii mitokondrilerin serbest radikal olusturma hizi radikalleri
temizleme kapasitesinden daha yiiksektir. Bu nedenle tiiketilen oksijenin yaklagik %
1-3 oraninda radikal olusturmasi s6z konusudur. Siiperoksid olusumu elektronlarin i¢
mitokondri membrani {izerindeki elektron transport zincirinde transferi sirasinda,
ozellikle kompleks 1 ve kompleks III’ den elektron aktarimi sirasinda olmaktadir
(Sekil 2). Birgok ¢alismada kompleks I’ in yaglanmadan Parkinson hastaligina kadar
pek c¢ok hastaligin etiyolojinden sorumlu serbest oksijen tiirlerinin kaynagini
olusturdugu bildirilmistir [24-28].

Mitokondriyal O, in biiyiik boliimii matrikste olusurken kiiciik bir kismi1 da
zarlar arasit boslukta olusur. O, yiikli bir molekiil oldugu i¢cin membranlardan
gecemez. Ancak mitokondri matriksinde bulunan siiperoksid dismiitaz enzimi (Mn-
SOD) ile H,O,’ e doniistiiriiliir. Mitokondriyal Mn-SOD, aktif bolgesinde Mn tagir
ve serbest radikallerin yakalanmasinda ve temizlenmesinde ¢ok Onemli bir role
sahiptir. Boylelikle Mn-SOD, serbest radikallerin yol agtig1 apopitoz ve nekroza

bagli hiicre hasarini sinirlar [24-28].

SOD

2H "+ 0"+ 0, —_— H0:+0;

Hiicrelerde serbest radikallerin yikici etkilerinden korunmay1 saglayan diger
bir endojen savunma mekanizmasi tiyol gruplaridir. Bu molekiiller, serbest
radikalleri yakalayarak veya enzimatik tepkimelere girmek suretiyle gorev yapan
hiicresel antioksidanlardir. Bunlarin arasinda bir tripeptid olan glutatyon (y-L-

glutamil-L-sisteinil glisin, GSH) hiicrede transferazlar, peroksidazlar gibi bir¢ok

11



enzimin substrati olarak gorev yapmaktadir (Sekil 6). Suda ¢ozilinebilen bir tiyol
olan GSH sitozolde sentezlenir ve mitokondriye tasinir. GSH ayn1 zamanda hiicre
icinde O,"", OH" radikali gibi bircok zararli oksidan molekiil ile enzim katalizi
olmaksizin da tepkimeye girerek hiicre membranlarini lipid peroksidasyonuna kars1

korumaktadir [29,30].

2 GSH + H,0,™2 GSSG +2 H,0

Sekil 6: Glutatyonun kimyasal yapisi

Mitokondri kaynakli H,O,, katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
enzimleri ile ortadan kaldirilir. Glutatyon peroksidaz (GPx), H,O,’ 1 ortadan
kaldirirken indirgeyici bir koenzim olan indirgenmis glutatyona (GSH) ihtiyag duyar.
Beyinde antioksidan savunma sistemlerinin en giicliisiinlin GSH oldugu kabul
edilmektedir. GSH, H,0, varliginda okside olarak GSSG’ e doner, ancak sonra
yeniden glutatyon rediiktaz (GR) enzimi ile indirgenis formuna geri doner. Hiicrede
GSH/GSSG oranmin yiiksek olmasi radikallere karsi savunmada onemli bir kriter
olarak kabul edilmektedir [29,30].

H,0,, GSH vyeterli olmadigi ve ortamda Fe*™ gibi gecis metallerinin olmasi
halinde OH' radikaline dontiisebilir ve hiicrede DNA, RNA, protein ve lipidler gibi

bir¢ok makromolekiil i¢in yikict etkilere yol acabilir. Serbest oksijen radikallerinin
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mitokondride sebep oldugu etkiler; 1) membran proteinlerinin oksidasyonu, 2)
membran lipidlerinin peroksidasyonu, 3) ETZ enzimlerinin inhibisyonu 4) membran
gecirgenliginde artis, 5) apopitozun indiiklenmesi ve 6) DNA hasar1 seklinde

siralanabilir.

2.3.3. Protein oksidasyonu

Protein oksidasyonu, proteinlerin hiicrede reaktif oksijen tiirleri ile tepkimeye
girerek modifiye olmasin1 tanimlamaktadir [31,32]. Proteinlerin  oksidatif
modifikasyonu ve hiicre ig¢inde bu maddelerin birikimi zamanla hiicrelerin
yaslanmasina ve hasarina neden olur [31-33]. Diger yandan yaslanmaya bagli tim
hiicrelerde proteinlerin oksidatif modifikasyonunda artis olmaktadir. Yaslanma,
fiziksel ve kimyasal bir¢cok etken hiicrelerde protein karbonil miktarinin, okside
metiyoninin, protein hidrofobisitesinin, ¢apraz bagl protein ve glikozillenmis protein
miktarmin yasa bagl olarak arttig1 ortaya koyulmustur.

Oksidasyona bagli protein modifikasyonu, proteinlerin OH", O,™, H,O, gibi
reaktif oksijen tiirleri ile etkilesime girmeleri sonucunda meydana gelir. Proteinlerin
yapisindaki  polipeptid zincirlerinin fragmantasyonu, protein-protein ¢apraz
kopriilerinin ~ olusumu ve amino asid yan zincirlerinin hidroksil veya karbonil
derivelerine  doniisiimii  oksidasyon tepkimelerinden bazilaridir. Metallerce
katalizlenen oksidasyon tepkimesi enzimatik veya non-enzimatik olarak gelisebilir.
Enzimatik tepkimelerde NADH oksidaz, sitokrom P450 rediiktaz/oksidaz, ksantin
oksidaz gibi enzimler iglev goriirken, non-enzimatik tepkimelerde FeSOs-askorbat-
EDTA ve RSH-demir (III)-O, gibi bilesikler oksidasyona katilirlar [31-33].

Protein yapisinda oOzellikle metal baglanma bdlgesinde bulunan prolin,

histidin, lizin ve arginin amino asidleri oksidasyon tepkimelerinden etkilenerek
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protein karbonillerinin olusumuna neden olurlar. Protein karbonillerinin Sl¢iimii
protein oksidayonunu gosteren onemli bir parametredir. Ozellikle basta iskemi
reperfiizyon hasari, ateroskleroz, karsinogenez olmak iizere bir¢cok hastalikta birikim

gosterirler [31-33].

2.3.4. Lipid peroksidasyonu

Serbest radikaller, hiicre membranindaki ¢oklu doymamig yag asidi zincirinin
alfa metilen gruplarindan bir hidrojen atomunu uzaklastirarak lipid
peroksidasyonunu baslatirlar. Biyolojik sistemlerde bu tepkimenin siiperoksit anyonu
(0O27) ve hidroksil radikali (OH") ile gerceklestigi kabul edilmektedir. Ozellikle
hidroksil radikali (OH") lipid peroksidasyonunun uyarilmasinda ¢ok dnemlidir. Bu
radikal, Fenton ve Haber-Weiss tepkimelerinde O, radikalinden veya H,O,’den
demirin katalitik etkisiyle olugsmaktadir [34,35].

Buna gore siiperoksit dnce daha stabil bir metabolit olan H,O,’e doniisiir.

0, "+0, "+ 2H+ —_— H,O0, + O,

0, " radikali, Cu*" gibi gecis metalleri ve radikal tiirleriyle tepkimeye girer ve
H,0, ile “Haber-Weis” tepkimesini vererek oldukca toksik hidroksil radikalini
olusturur.

Oz'_+H202 é OH'+OH_+02

Demir iyonlar1 varliginda “Fenton tepkimesi” ile hidroksil olusumu daha da
hizlanir.

Fe’' + H,0, = Fe’'+O0H +OH"
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Temel olarak lipid peroksidasyonu baslica 3 basamaktan olusur; baslama,
cogalma ve sonlanma. Baslangi¢ evresinde serbet radikallerin etkisi ile yag asidi
zincirinden hidrojen atomunun uzaklagsmasi sonucu yag asidi zinciri radikal (L")
ozellik kazanir. Baglangicta dayaniksiz bir bilesik olan bu lipid radikali sonrasinda
molekiiler oksijen ile tepkimeye girerek lipid peroksil radikalini (LOO") yapar. Bu
lipid peroksil radikalleri de membranlardaki g¢oklu doymamis yag asitlerini
etkileyerek bir yandan yeni lipid radikallerinin olusumunu saglarken (zincir
tepkimeleri) bir yandan da kendileri agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid
hidroperoksitlerine (LOOH) doniismektedir (Sekil 7) [33-35].

Lipid peroksidasyonunun temel iiriinleri lipid hidroperoksitleridir (LOOH).
Bunun yaninda lipid peroksidasyonu tepkimeleri sirasinda malondialdehit (MDA),
propanal, hekzanal ve 4 hidroksinoneal (4-HNE) pekcok yan {irtin olusur. Lipid
peroksidasyonu sonucu olusan primer ve sekonder lipid peroksitleri hiicrelerde DNA
ve bircok protein ile etkileserek hiicre hasarina yol acarlar. Tiyobarbitiirik asid ile
tepkime veren bu maddelerin 6l¢iimii (TBARS) lipid peroksidayonunun en duyarl

gostergelerinden bir tanesidir [35].
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Sekil 7: Lipid peroksidasyonu tepkimeleri
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2.4. Mangan toksisitesi ve antioksidanlar

Manganin mitokondrideki trikarboksilik asid dongiisti enzimlerinde ve ETZ
aktivitesinde inhibisyon yaparak ATP iiretiminin azalmasina ve mitokondriyal hasara
yol actig1 bildirilmistir [36-38]. Mn’in neden oldugu mitokondriyal hasarin bazi
antioksidan ajanlarla azaltilabilmesi Mn toksisitesinde oksidatif stresin  roliinii
desteklemektedir [39]. Hazell ve arkadaglart calismalarinda hayvanlara bir
antioksidan olan N-asetilsisteini ve 50 mg/kg MnCl, birlikte vermisler ve N-
asetilsisteinin Mn’a bagli patolojik degisiklikleri Onledigini gdstermislerdir [40].
Stephenson ve arkadaslari, néronal SHSYSY hiicrelerinde Mn uygulamasinin doza
bagli olarak hiicre canliligini azalttigini, buna karsilik kiiltiir medyumuna GSH ve N-
asetilsistein eklenmesi halinde ise hiicrelerin Mn toksisitesine karst korundugunu
bildirmislerdir [41]. Bir baska calismada ise in vitro ve in vivo kosullarda Mn
toksisitesine karst E vitamin analogu olan Trolox ve anti-inflamatuar ajan
indometasinin oksidatif hasari, néroinflamasyonu ve sinaptodendritk dejenerasyonu
onledigi gosterilmistir [42].

Edaravon (3-methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-5-one), son yillarda giderek ilgi
goren ve Ozellikle norodejeneratif siireclerde koruyucu etkiye sahip bir
antioksidandir (Sekil 8). Ozellikle beyinde gelisen iskemi-reperfiizyon hasar
sonrasinda ortaya ¢ikan oksidatif stres, inflamasyon, 6dem ve apopitozun
onlenmesinde etkili oldugu bildirilmistir [43-47].

Edaravonun antioksidan etkilerinin ortaya ¢ikisinda OH' radikalini
baskilamasi, OH" radikaline bagimli ya da bagimsiz gelisen lipid peroksidasyonunu
inhibe etmesi gibi mekanizmalar 6ne siiriilmiistiir [43-47]. Edaravon, suda ve yagda
¢cozlinlir peroksil radikali ile indiiklenen peroksidasyon sistemlerine karsi C ve E

vitaminlerinin sahip oldugu inhibitor etkileri gosterir [48,49]. Edaravon, enzimatik
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olmayan lipid peroksidayonu ve lipoksijenaz yolaginin her ikisini de inhibe ederek
iskemi-reperfiizyon hasarina bagli gelisen endoteliyal hiicre ve noron Sliimii, beyin
O0demi ve diger norolojik patolojilere karsi giiclii antioksidan etkiler ortaya koyar

(Sekil 8).

H,C

Sekil 8: Edaravonun kimyasal yapisi

Cesitli ¢evresel toksin maruziyetine bagli gelisen toksisitelerde edaravonun
yararh etkileri bildirilmistir. Ornegin bir herbisid olan parakuat canlida karaciger,
akciger, bobrekler gibi bircok organda hasara yol agmaktadir. Parakuata maruz
kalmis ve edaravon verilen farelerin yasam siireleri anlamli diizeyde uzamistir [50].
Bir baska toksik ajan olan metamfetamin yiiksek dozlarda striatal dopaminerjik
liflerde dejenerasyon yapar ve bu norotoksik etkinin ortaya ¢ikmasinda oksidatif
stres rol oynamaktadir. Edaravon peroksinitrit olusumunu Onleyerek striatumda
metamfetamin ile indiiklenen norotoksisiteyi azaltir [S1]. Edaravonun (1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) aracili dopaminerjik norotoksisite tizerinde
koruyucu etkileri gdsterilmis olmakla birlikte Mn toksisitesindeki etkileri hakkinda

bir ¢alismaya rastlanmamustir.
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2.5. Mangan kontrasth manyetik rezonans goriintiileme (Mn-MRG) yontemi ve
kullanim alanlar

Manyetik rezonans goriintiileme (MRGQG), tipta kullanilan ileri ve gelismis bir
radyolojik yontemidir. Viicudumuzda diger atomlara oranla yaklasik % 80 oraninda
hidrojen atomu bulunur. Goriintli insan viicudundaki su molekiillerinde yer alan
hidrojen atomlarindaki protonlar1 kullanarak ortaya ¢ikar. MRG cihazi; biiyiik bir
miknatis, radyo dalgalar1 ve anten kullanarak bu imajlart olusturur. Yerkiirenin
manyetik alant 0.5 Gauss diizeyindedir. 1 Tesla (T), 10.000 Gauss’a esittir. Tipta
diinyanin manyetik alan giicliniin yaklasik 20 bin kati olan 1-3 T makinalarla
inceleme yapilmaktadir [52].

En kiiciik yapt tasi olan atomlar proton, nétron ve elektron adi verilen
partikiillerden olusur. Protonlar pozitif yiiklii partikiillerdir ve ndtron ile birlikte
cekirdekte bulunurlar. Protonlar c¢ekirdek icerisinde kendi etraflarinda donerler.
Notronlar yiiksiiz partikiillerdir ve onlar da tipki protonlar gibi kendi etraflarinda
donerler. Cekirdekte bulunan proton ve ndtronun doniis hareketleri niikleer
manyetizma nedeniyle gerceklesmektedir. Notron her ne kadar yiiksiiz de olsa,
niikleer manyetizmaya katkisi vardir. Bir atomda niikleer manyetizmanin
olusabilmesi i¢in proton ve ndtron sayilarinin her ikisi de tek sayida veya bir tanesi
cift, bir tanesi tek sayida olmasi gerekir. Hem proton sayisinin hem de ndtron
sayisinin ¢ift oldugu durumlarda partikiiller birbirlerini nétralize eder ve niikleer
manyetik alan momenti sifirlar. MR’1n en 6nemli yapi tast hidrojendir. Elektronlar da
cekirdekler gibi manyetik alan olusturabilirler. Ferromanyetizm, paramanyetizm,
diyamanyetizm elektronlarin neden oldugu manyetik kuvvetlerdendir. Bir atomdaki

elektron orbitlerinde veya orbit alt gruplarinda ¢ift sayida elektron bulunuyorsa,
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elektronlar birbirlerini nétralize ederler ve manyetik alan olugsmaz. Bu elementler
diyamanyetik elementlerdir [52,53].

Diyamanyetik elementler eksternal bir manyetik alana maruz kalirlarsa; dis
manyetik alan giicii ile dogru orantili, fakat ters yonde ve zayif amplitiitte manyetizm
gosterirler. Atomlarin son elektron halkasinda tek sayida elektron varsa dis manyetik
alana gerek kalmadan da manyetizm olusur. Bu atomlarin olusturdugu elementlerde
manyetizm olmaz fakat dis manyetik alana maruz kalirlarsa manyetik gii¢ ile dogru
orantida, ayni yonde ve giicli manyetik etki olustururlar. Bu maddelere
paramanyetik maddeler denir. Bir kalsiyum (Ca*") analogu olan néronlara ve diger
eksite olabilen hiicrelere voltaj kanalli (Ca®") kanallar1 ile giren Mangan iyonu
(Mn®"), paramanyetik ozellikte olup, dokularn T1 zamamm kisaltarak pozitif
kontrast olusturur [54].

Paul Christian Lauterbur (1929-2007) Peter Mansfield ile birlikte manyetik
rezonans goriintilleme alanindaki ¢aligmalarindan dolayr 2003  yilinda Nobel
Fizyoloji Tip odilini kazanmistir. Bu bilim adaminin manyetik rezonans
tarih¢cesinde Onemli bir rolii olan divalan mangan iyonu ile ilgili yaptig1 erken
deneysel ¢alismalardaki prensipler uzun zamandir gegerliligini korumaktadir. Paul
Christian Lauterbur tarafindan erken donemlerde nicel yapisal bazli olarak yapilan
bazi ¢aligmalarda, Mn’in paramanyetik relaksasyona bagli niikleik asit ya da
proteinlerin makromolekiiler igerigini, niikleer manyetik rezonans teknigi ile
Ol¢iilmiistlir. Bu parlaklagsma etkisi biyomolekiildeki 6zgiill Mn’1n gii¢cli dipol-dipol
etkisi sayesinde olusur. Mn’in su relaksasyonunu degistirme Ozellikleri ve etkileri,
cogu eritrosit gibi saglam duvarli hiicrelerdeki su gegisinin, kesin ve nicel
Olgtimlerinde kullanilir. Mn ekstraselliiler boslukta T2 degisimini saglayarak, hiicre

icindeki suyun T2 degerini saptar. Bugiin bu diisiince ile hiicre i¢i ve dis1 arasindaki
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su transportu in vivo olarak Olciiliir. Manyetik rezonans tekniginin biiyiik bir
kimyasal aractan, biyolojik bilimleri etkileyen bir siirece doniisiinde Mn kritik bir rol
oynamistir. Bu calisma ‘Uyarimis lokal etkilegsimlerle goriintii olusturulmasi:
niikleer manyetik rezonans kullanma ornekleri’ olarak 1973 yilinda yayinlanmistir
[53]. Suyun longitidunal relaksasyonunu degistirmek i¢in kullandigi paramanyetik
iyon olan MnSOQO,, toksisitesi nedeniyle ileri ¢alismalarin yapilmasi kisitlanmigtir
[54,55].

Mn’in toksik bir madde olmasi, MRG i¢in Mn’li kontrast madde
gelistirilmesini yavaslamistir. Ancak 3 ana nedenle bu konuda Mn’li MRG
caligmalari devam etmistir. Birincisi; Mn maruziyetinin toksisite olusturarak
ndrolojik hastaliklara neden olmasi ve beynin spesifik belli alanlarinda birikme
egilimi  bulunmasiyla bu  bulgularin  ¢esitli  ¢alismalarda MRG  ile
degerlendirilmesidir. ikincisi; selatlanmis haliyle non-toksik olan ve FDA ( Federal
Drug Administration/ Amerikan Federal Ilag Uygulamalari) tarafindan kabul edilen
forma kavusmus olan Mn ile karaciger, pankreas ve kalp gibi organlarda etkin
goriintiileme olusturan yavas salinimli ajan olan MnDPDP (Manganese
dipyridoxaldiphosphate)  gelistirilmistir. Uciincii nedeni ise; Mn’m biyolojik
ozellikleri kullanilmasiyla yapilan ve yeniden ilgi gdérmeye baglayan, mangan
kontrastlt manyetik rezonans goriintileme (MK-MRG) deneyleridir [54-57].

Mn tiim memelilerin yasam siiresi boyunca islevi olan normal gelisim ve
viicut icin gerekli bir iz elementtir. Arginaz, SOD gibi enzimleri diizenler ve serbest
radikal detoksifikasyonu, nérotransmiter sentezi ve elektron aktarma islevleri vardir.
Bu biyolojik islevlerin tanimlanmasi, Mn’in kontrast madde olarak kullanimini

yorumlamakta gereklidir.
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Bu calismalarda Mn’in verilis yolu ve dozu énem tagimaktadir. Bir kontrast
madde olarak Mn kullanimindaki 6nemli dezavantaji hiicresel toksisite olup bunun
insanlarda kullanimi igin kritik bir konu olusturmasi nedeniyle olabildigince az doz
kullanilmas1 gerekmektedir. Sistemik verilis sonrasi kalsiyum akisini ve non-invaziv
olarak sinir ag1 goriintiilemesini saglar [54].

Mn’in doku yapisini bir kontrast madde olarak gostermesiyle ilgili calismalar
baslica 3 ana konuda yapilmistir [55]. Bunlardan birincisi; Mn’in doku mimarisini
tanimlamak i¢in kullanilan bir kontrast madde olmasidir. Toksik etkilerini
aragtirmaya yonelik olarak, Mn’in akut ve kronik verilmesi sonrasinda, insan ve
hayvan beynindeki dagilimmin spesifik beyin alanlarinda birikimi (amigdala,
olfaktor bulbusda noéronal hiicre katmanlarinda, hipokampus, serebellum ve
kortekste) ve dagilimi ¢alisilmistir. Ayn1 zamanda amigdala, olfaktér bulbusdaki
ndronal hiicre tabakalari, hipokampiis, serebellum ve korteksdeki beyin yapilarindaki
detayl1 bilgilere de ulasilmistir [54-57].

Ikinci ana konuda yapilan MK-MRG ¢alismalarinda; biyolojik kalsiyum
analogu olarak beyin ve kalp fonksiyonlarma iliskin g¢aligmalar yapilmis ve
fonksiyonel bir harita olusturulmustur. Kalsiyumun igeriye gegisi ve kalp ve beyin
dokularinda aktivasyon yerinde spesifik sinyal artisi, hemodinamik degisikliklere
bagli olarak spesifik MRG sinyal artig1 olusturur. Bu yonde iskemik kalp hastaliginda
MnCl, ve MnDPDp’nin canli hiicreler i¢in bir marker olarak kullanimi yanisira
kemirgenlerde beyin fonksiyonel noronal aktivitesinde de Mn-MRG calismalari
yapilmistir [54-57].

Ucgiincii ana MK-MRG arastirma alan1 ise, ndronal baglantilar izlemek igin
yapilan ¢alismalardir. Bu ¢aligmalar non-invaziv ve islevsel spesifik sinir aglarinin

goriintillemede sayisiz olanaklar sunmustur. Boylece 6grenme, plastisite, yaralanma

22



ve onarim gibi konular hakkinda Oncesinde ve sonrasinda genig bir inceleme
yapilmasi imkan1 dogmustur. Mn’1n belirli beyin bolgelerindeki birikimi, bu sinaptik
baglantilarinin anatomik ve islevsel ac¢idan incelenme firsat1 yaratmis ve MK-MRG
icin yeni olanaklar ortaya koymustur [55, 58- 65].

MK-MRG i¢in disiik doz ve yiiksek duyarlilik gelistirmek onemli bir
calisma alanidir. Halen hayvanlarda kullanilan dozlar, insanlarda kullanilabilir
dozlardan daha yiiksektir. Intensite (yogunluk) degisikliklerinin incelendigi MK-
MRG’de kullanilan intensite orani1 degisikligi, % 50-100 iken fonksiyonel
caligmalarda bu oran % 2-5 olsa yeterli olmaktadir [54-56]. Sayilar1 her gecen yil
artan hayvan modelleri ile MK-MRG kullanimi c¢aligmalar1 yakin gelecekte
insanlarda goriilen hastaliklarin tanisinda da kullanimimnin yolunu agacak gibi

goriinmektedir.
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BOLUM 11

3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney hayvanlari ve calisma deseni

Calisma icin Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ ndan
gerekli onay alind1 (2011-079, Ek 1). Calismada toplam 40 adet Sprague Dawley
tirti 6-8 haftalik erkek sican kullanildi. Sicanlar 4 grup olacak sekilde kafeslere
rastgele dagitildi ve viicut agirliklart ¢aligma Oncesinde Olgiildii. Mangan
uygulamasina bagli toksisite modeli i¢cin MnCl, 10 mg/kg olacak sekilde
intraperitoneal yolla her sabah 10:00-11:00 saatleri arasinda 4 hafta (28 giin)
boyunca uygulandi. Tedavi grubu olarak edaravon (1 ve 5 mg/kg) MnCl, ile birlikte
uygulandi. Kontrol grubu olan siganlara serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) verildi.

*  MnCl, hazirligi: MnCl, (MW: 125.8) hergiin taze olarak serum fizyolojik i¢inde
hazirlandi. Enjeksiyon 6ncesinde pH 0.1 M NaOH ile 7.4’ e getirildi.

*  FEdaravon hazirligi: Edaravon (MW: 174.2) 1 ve 5 mg/kg olacak sekilde taze
hazirlandi. Tartimi1 yapilan edaravon once 100 pl saf etanol icinde c¢oziildi,
ardindan toplam hacim 10 ml olacak sekilde serum fizyolojik ile sulandirildi.

* (Calisma gruplari;

Grup I (n=10): Iml/kg Serum fizyolojik alan grup
Grup II (n=10): 10 mg/kg MnCl, + Serum fizyolojik alan grup
Grup III (n=10): 10 mg/kg MnCl, + 1 mg/kg edaravon alan grup
Grup IV (n=10): 10 mg/kg MnCl, + 5 mg/kg edaravon alan grup
Calismada uygulanan Mn ve EDA dozlar literatiirdeki cesitli in vivo

caligmalarda kullanilan dozlar dikkate alinarak kararlagtirilmistr.

24



Calisma gruplarindaki hayvanlarin genel durumlar1 diizenli kontrol edildi ve
calisma boyunca toplam 5 kez agirlik 6l¢iimii yapildi. Mn + SF uygulanan gruptaki
hayvanlardan birinin &lmesi nedeniyle ¢alismadan ¢ikarildi. fla¢ uygulamalarinm
sonunda motor gii¢ testi ve MR goriintiileme deneyleri gerceklestirildi. Bu deneylerin
bitiminde hayvanlar dekapitasyon yontemiyle sakrifiye edildi ve beyinleri hizli bir
sekilde cikarilarak ¢alisma giinline dek -80 °C de saklandi. Calisma giiniinde beyin
dokularindan mitokondri izolasyonu yapilarak ETZ enzimi kompleks I aktivitesi,
lipid peroksidasyonu (TBARS), protein oksidasyonu (protein karbonil diizeyi) ve

total protein diizeyi ol¢iildii.

3.2. Manganin beyin dokusuna gecisinin ve dagilimmin MRG ile
goriintiilenmesi

Manganin beyin dokusuna gegisinin ve dagiliminin izlenmesinde manyetik
rezonans goriintileme (MRG) yonteminden yararlanildi. Bu yontem ilk olarak
yaklagik 25 y1l 6nce London ve arkadaslar1 (1989) tarafindan bildirilmis olup bugiine
kadar basta serebrovaskiiler kanama, postnatal iskemi ve anterograd aksonal
isaretleme galigmalar1 gibi birgok deneysel calismada, kii¢lik laboratuvar hayvanlarda
yapilan gelisim calismalarinda ve Mn ile ilgili birikim ve toksisite ¢alismalarinda
kullanilmistir [54-59].

Calismamizda MRG olglimleri igin si¢anlara Once intraperitoneal 50 mg/kg
ketamine (Ketalar; Eczacibasi Warner-Lambert Ilac Sanayi, Levent, Istanbul) ve 7
mg/kg ksilazin (Rompun, Bayer Sisli, Istanbul) ile anestezi islemi uygulandi.
Uyutulan hayvanlar 8 kanall1 el bilegi koiline yerlestirilerek 3 Tesla MR cihazinda
goriintiilendi (Magnetom Verio; Siemens, Erlangen, Germany). Goriintiilerin elde

edilmesinde kullanilan cihaz bilgileri i¢in daha Once gergeklestirilen bir
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calisgmamizdaki verilerden yararlanildi [FLAIR (TR/TE/TI, 2040/11/873.8 ms; field
of view, 50) NEX. 8, slices: 8, thickness: 1 mm, gap: 0.1 mm, flip angle: 150,

resolution: 128x128, voxel: 0.4x0.4x1 mm, SNR: 1, bandwidth: 260 HZ/Px] [57].

3.3. Kaba motor giiciin belirlenmesi

Kaba motor giiciin belirlenmesinde egimli tabla kullanild1 [66]. Egimli tabla
menteseli bir sistem olup bu sistemde deney hayvani tabla yatay konumdayken
yerlestirilir, ardindan tabla derece derece yukartya kaldirilir ve hayvanin diismeden
durabildigi maksimum ag1 belirlenir. Her hayvan i¢in iic deneme yapilir ve

ortalamasi kaydedilir.

3.4. Beyin dokusundan mitokondri izolasyonu
Beyin dokularindan mitokondri izolasyonu diferansiyel santrifiijleme teknigi

kullanilarak Ikegaya ve ark. yontemine gore yapildi [67].

Gerekli kimyasallar:
* 250 mM siikroz (MW: 342.30 g/mol)
* 1 mMEDTA (MW: 292.24 g/mol)

e | mM Tris-HCI

Homojenizasyon tamponu:

250 mM siikroz, ImM EDTA, 1 mM Tris-HCI, pH: 7.4

Sulandirma tamponu:

1 mM Tris-HCI, pH: 7.4
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Izolasyon islemi:

Beyin dokular1 4° C’ deki homojenizasyon tamponu ile homojenize edildi.
Homojenatlar 1 ml’ lik Eppendorf tliplerine alindi ve 1500 g’de 10 dakika
dondiiriildiikten sonra siipernatantlari temiz tiiplere toplandi, pelletleri ise atildi.
Toplanan siipernatantlar 800 g’de 20 dakika dondiiriildii. Bu kez siipernatantlari
uzaklastirildi ve tiibiin dibindeki pelletler temiz tiiplere toplandi. Pelletler ayni
tamponla sulandirildi ve 8000 g’de 20 dakika santriifiijlendi. Siipernatantlar1 atildi,
pelletleri tiipte birakildi ve mitokondriyal pelletler enzim aktivitelerinin 6l¢limii igin

Img protein/ml olacak sekilde sulandirma tamponu ile sulandirildi.

3.5. Mitokondriyal elektron transport zinciri enzimi Kompleks I aktivitesinin
olciimii

Mitokondriyal Kompleks I (NADH: CoQ oksidorediiktaz) aktivitesi, uygun
miktarda mitokondri siispansiyonun eklenmesinin ardindan NADH’ nin NAD’e

oksidasyon hizi 37 °C’ de ve 340 nm’de belirlendi [68].

Gerekli kimyasallar:
e CoQIl (MW: 250.3 g/mol)
* NADH (MW: 763.46 g/mol)
* Antimisin A (Streptomyces sp.)
¢ Rotenon (MW: 394.4 g/mol)
¢ KCN (MW: 65.12 g/mol)
* Albumin (BSA) (MW: 66 kDa)

* Fosfat tamponu (pH 7.4)
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Tepkime karisimi hazirhga:
Tepkime karigimi1 20 mM fosfat tamponu (pH 7.4) icinde, 2.5 mg BSA, 200
mM NADH, 1.7 mM KCN, 3 mM antimisin, ve 100 mM CoQ1 olacak sekilde

hazirlandi.

Olciim yontemi:

Enzim aktivitesinin 6l¢limii i¢in, 20 pl mitokondri 6rnegi 37° C deki 960 ul
tepkime karisimina eklendi ve 2 dakika inkiibe edildi. Ardindan karigima 20 pl
NADH eklendi ve NADH’ nin oksidasyonu 30 sn araliklarla 4 dakika boyunca 340
nm’ de monitorize edildi. Ardindan enzim aktivitesi yine 20 pl mitokondri 6rnegi
kullanarak ve tepkime karisimima bu kez 1 pl rotenon (1 mM/DMSO iginde)
eklenerek 30 sn araliklarla 4 dakika boyunca izlendi. Rotenona duyarli kompleks I
aktivitesi, rotenon yoklugunda (total enzim aktivitesi) ve rotenon varliginda
(rotenona direngli enzim aktivitesi) elde edilen absorbans degerlerinin birbirinden
¢ikarilmasiyla bulundu. Mitokondri 6rneklerindeki kompleks I aktivitesi asagidaki

formiil kullamlarak hesaplandi ve nmol.min™".mg protein™ olarak ifade edildi.

AA x Toplam hacim (ul)

At

Omek hacmi x PxLx ¢

AA: A>-A; (340 nm de elde edilen absorbans degisikligi)
At: zaman (dk)

P: mg/ml (6rnekteki protein miktari)

L: Okuma kiivetinin genisligi (1 cm)

&: NADH’ nin ekstinksiyon koefisiyenti (6.22 mM™cm™)
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3.6. Protein karbonil diizeyinin 6l¢iimii

Protein karbonillerinin 6l¢limii Fagan ve ark. yontemine gore yapildi [69,70].

Protein karbonillerinin 6l¢iimii proteinlerin oksidatif hasar1 hakkinda bilgi verir.

Proteinlerin reaktif oksijen iiriinleri ile etkilesime ugramasi sonucunda polipeptid

zincirlerinde fragmantasyon ve amino asid modifikasyonu gelisir. Protein

karbonillerinin Ol¢iimiinde en c¢ok kullanilan yontem 2,4 dinitrofenil hidrazin

(DNPH) yoOntemidir. Yontem, protein karbonillerinin DNPH ile etkilesimi sonucu

ortaya ¢ikan hidrazonun 365 nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢limii prensibine

dayanur.

Gerekli kimyasallar:

10 mM DNPH (2,4 dinitrofenil hidrazin) (MW: 198.14 g/mol)
2 N hidroklorik asid (HCl) (MW: 36.46 g/mol)

% 20 triklorasetik asid (TCA) (MW: 163.39 g/mol)

Etanol/ etil asetat (1:1, v/v)

6 M guanidin HCl (MW: 95.53 (MW: 163.39 g/mol)

20 mM potasyum fosfat tamponu (pH:2.3)

Cozeltilerin hazirhg:

10 mM DNPH ¢ozeltisi: 198 mg DNPH 100 ml 2 N HCl i¢inde ¢oziildii.
Etanol/etil asetat ¢ozeltisi: 1:1 (v/v) olacak sekilde taze hazirlandi.

2 N HCI: 16.6 ml 12 N HCI toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile suya
eklendi.

% 20 TCA: 20 g TCA 100 ml distile suda ¢oziildii.

6 M guanidin HCI ¢ozeltisi: 171 g guanidin HCI 300 ml potasyum fosfat

tamponu (20 mM, pH:2.3) i¢inde hazirlandi.
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Olciim yontemi:

Ornek Kor

Homojenat 250 ul -

Distile su - 250 ul

Inkiibasyon 37 ° C’ de 30 dakika inkiibe edildi.

DNPH reaktifi 250 ul 250 ul
Kargtirtldt ve oda sicakliginda karanlikta 1 saat
bekletildi.

% 20 TCA 250 wl 250 ul

Karstirildi ve 10 dk bekletildi.

7000 rpm’de 5 dk ¢evrildi. Siipernatant atilarak pellet

etanol/etil asetat ile sulandirildi.

Etanol/ etil asetat (v/v)

800 ul 800 ul

Karstirildi, 7000 rpm’de 5 dk ¢evrildi. Stipernatant atildi
ve ayni iglem bir kez daha tekrarlandi. Son islemde elde

edilen pellet guanidin-HCI ile sulandirildi.

Guanidin HCI (6 M)

1000 ul 1000 ul

Karstirildi ve 10 dk sonra standart ve drneklerdeki renk
degisimi 565 nm dalga boyunda spektrofotometrede kore
kars1 okundu. Ornekler igindeki protein karbonil diizeyi

nmol/mg protein olarak verildi.
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3.7. Lipid peroksid diizeyinin 6l¢iimii

Lipid peroksidlerinin dl¢giimii Uchiyama ve Mihara yontemiyle yapildi [35].
Lipid hidroperoksidlerinin par¢alanma iiriinii olan tiyobarbitiirik asid deriveleri
(TBARS) yiiksek derecede reaktif olan, sirasi ile bir 3 karbonlu dialdehid veya
karboksil grubu igeren bilesiklerdir. Bu molekiillerin her biri pH:2-3 degerindeki 2
molekiil TBA ile tepkimeye girer ve pembe renkte kromojen olusturur (Sekil 9). Bu
yontemde kromojenin  532-535 nm dalga boyunda verdigi absorbsiyon
spektrofotometrik olarak degerlendirilir ve ayni kosullarda c¢alisilan standart ile

kiyaslanarak TBARS konsantrasyonu bulunur.

it
o o + 2 J N
M N {
H ~H O N s
MDA l TBA
S F‘N - OH  Ho _N_ sH
2N
) + 2H50
NN eH-cH=cH N :
OH OH

MDA-TBA adduct

Sekil 9: Tiyobarbitiirik asid ile tepkimeye giren lipid hidroperoksidleri

Gerekli kimyasallar:
* 9% 0.67 tiyobarbitiirik asid (TBA) (MW:144.15 g/mol)
* 9% 10 triklorasetik asid (TCA) (MW: 163.39 g/mol)

e 1,1,3,3- tetractoksi propan (TEP) (standart, % 97 lik, MW: g/mol)
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Cozeltilerin hazirhg:

* 9% 0.67 TBA reaktifi i¢in, 670 mg TBA 1 ml DMSO iginde ¢oziildii, sonra

bu karisima 99 ml distile su eklendi.

* 9% 10 TCA igin, 10 g TCA 100 ml distile suda ¢ozildii.

TBA standartlarimin hazirhg:

% 97’lik stok standart ¢ozeltiden dnce ImM hazirlandi. Bunun i¢in 8.33 ul

TBA 1 ml ethanol i¢inde ¢o6ziildli, ardindan bu karigima 49 ml distile su eklendi.

Sonra bu ¢o6zeltiden seri dilusyonla sirastyla; 500 uM-0.625 uM araliginda ¢ozeltiler

hazirlandi.

Ornek hazirhg:

200 wl homojenata 200 ul buz soguklugundaki % 10’lik TCA eklenerek

protein presipitasyonu yapildi. Tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi. Siirenin

bitiminde ornekler 5000 g’de 10 dakika santriifiijlendikten sonra siipernatantlari

toplanarak 1stya dayanikli cam tiiplere alind1.

Olciim yontemi:

Ornek Standart Kor
Homojenat 250 ul -
Standart - 250 ul -
Distile su - - 250
TBA reaktifi 1000 ul 1000 ul 1000 ul
Inkiibasyon Sicaga dayanikli (pyrex) tiiplerde hazirlanan tepkime
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karisimlari etiivde 95-100 °C de 1 saat inkiibe edildi ve siirenin

sonunda ¢esme suyu altinda sogutuldu.

Degerlendirme ¢ Standart ve Orneklerdeki renk degisimi 532 nm dalga
boyunda spektrofotometrede kore karsi okundu.

e Omekler icindeki TBARS  diizeyleri  standart
cozeltilerden  hazirlanan  kalibrasyon  egrisinden

hesaplandi. Sonuglar nmol/mg protein olarak verildi.

3.8. Doku protein diizeyinin 6l¢iimii

Doku protein igerigi Bradford yontemi ile olgiildi [71]. Bu yontemde
Coomassie Brilliant Blue boyasi asidik ¢ozeltideki proteinlere baglanarak spektral
degisiklige ugrar. Renk degisikligi 595 nm de spektrofotometik olarak
degerlendirildi ve standartlarla elde edilen kalibrasyon grafigi kullanilarak érnekler

icindeki protein miktar1 hesaplandi.

Gerekli kimyasallar:
¢ Coomassie Brilliant Blue (MW: 825.97 g/mol)
* 9% 95 Etil alkol
* % 85 Fosforik asid

* 9% 50 albumin standarti (MW: 66 kDa)

Cozelti hazirhg:
100 mg Coomassie Brilliant Blue 50 ml % 95 etil alkol i¢inde ¢oziildii. Buna

100 ml fosforik asid eklendi ve ¢ozelti 1 L’ye tamamlandi.
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Standart hazirhg:
% 50 mg’ ik albiimin (BSA) stok ¢ozeltisinden % 25 mg, 12.5 mg, 6.25 mg,

3.125 mg ve 1.567 mg’ lik ¢ozeltiler seri diliisyon ile hazirlandu.

Olciim yontemi

100 ul 6rnek + 1 ml Coomassie Brilliant Blue ¢ozeltisi ile karistirildi ve 10
dakika sonra 595 nm’de kore karst okundu. Kor, 100 ul su + 1 ml Coomassie Blue
¢ozeltisi ile hazirlandi. Ornek igindeki protein miktar1 standart ¢dzeltilerden

hazirlanan kalibrasyon egrisinden % mg olarak hesaplandi.

3.9. Istatistiksel analiz

Calismada elde edilen veriler ortalama =+ standart hata (S.E.M.) olarak verildi.
Verilerin istatistiksel analizi SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) istatistik
paket programi kullanildi. Verilerin degerlendirilmesinde tek yoOnlii varyans analiz
(ANOVA) ve gruplar arasi karsilastirmalarda post-hoc Bonferonni testi kullanildi.

p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BOLUM 111

4. BULGULAR
4.1 Viicut agirhklarindaki degisim

Mn maruziyetinin kilo alimina etkisini arastirmak amaciyla ¢alisma boyunca
tiim gruplarda toplam 5 kez agirlik 6l¢iimii yapildi. Viicut agirliklarindaki degisim
ilk tartim ve son tartim arasindaki % degisim olarak hesaplandiginda SF alan grupta
% 18.91 olarak kaydedildi. Buna karsilik 4 hafta boyunca Mn + SF alan grupta kilo
artisinin % 3.78 olarak gerceklestigi, Mn ile birlikte 1 mg/kg ve 5 mg/kg EDA alan

gruplarda ise sirastyla % 10.93 ve % 17.67 oraninda bir artis oldugu gozlendi (Sekil

10).
230 1 ——SF
—& - Mn +SF
—e -Mn+ EDA1
220 1 —e—Mn+EDA5
G
X 210 1
=
o)
<
200 1
190 A
180
1 7 14 21 28
Glnler

Sekil 10: Deney gruplarindaki hayvanlarin agirliklarinin giinlere gore degisimi
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4.2. Manganin beyindeki dagilminin MRG ile elde edilen bulgular:

MR goriintiileme i¢in anestezi uygulanan siganlar el bilegi koiline yerlestirildi
(Sekil 11). MR koronal beyin kesitleri incelendiginde ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda T1 agirlikli sekanslarda Mn + SF uygulanan sicanlarda 6zellikle
ekstrapiramidal ¢ekirdekler, hipokampus ve olfaktor bulbusta hiperintensite gozlendi
ve bu durum mangan birikimi olarak yorumland: (Sekil 12 ve 13). Mn ile birlikte
EDA uygulanan gruplarda da hiperintensitenin goriilmesi bu ajanin Mn’in beyin

dokusuna gegisine ve birikimine etkili olmadig1 seklinde yorumland: (Sekil 14 ve

15).

Sekil 11: MR goriintiilemesi i¢in deney hayvaninin el bilegi koiline yerlestirilerek

cekime hazirlanmasi
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Sekil 12: Serum fizyolojik alan grupta T1 agirlikli koronal beyin MR goriintiileri

Sekil 13: Mn + Serum fizyolojik alan grupta T1 agirlikli koronal beyin MR

goriintiileri
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Sekil 14: Mn + Edaravon alan grupta T1 agirlikli koronal beyin MR goriintiileri
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Sekil 15: a) SF b) Mn + SF ve ¢) EDA 5 mg/kg gruplarinda MRG ile elde edilen
karsilagtirmali gortintiiler. Oklarin bulundugu beyin bolgelerindeki intensite artis1 Mn

birikimine isaret ediyor.
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4.3. Mn toksisitesinin ve farkh dozlardaki edaravonun kaba motor giice etkisi
Egimli tabla ile yapilan motor gii¢c testinin sonucglari ANOVA ile
degerlendirildiginde tiim gruplar arasinda anlamli fark oldugu goriildii (p<0.0005).
Sonuglarin post-hoc test ile degerlendirilmesi Mn + SF alan gruptaki siganlarin motor
performansinda kontrol gruplarina gore anlamli azalma oldugunu (p<0.0005) ve
EDA uygulamasinin her iki dozunun da motor giicteki diigiisii anlamli derecede

azalttigini ortaya koydu (sirasiyla p<0.05 ve p<0.005) (Sekil 16).
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Sekil 16: Mn toksisitesinin ve farkli dozlardaki edaravonun kaba motor giice etkisi

# p<0.0005 SF grubundan farkli

* p<0.05 Mn + SF grubundan farkli

** p<0.005 Mn + SF grubundan farkli
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4.4. Mn toksisitesinin ve farkh dozlardaki edaravonun kompleks I aktivitesine
etkisi

Beyin dokusuna ait mitokondriyal kompleks I aktivitesi dlgiimleri ANOVA
ile degerlendirildiginde gruplar arasi anlamli fark oldugu gozlendi [r20=14.97,
p<0.0005]. Post-hoc Bonferroni testi, Mn + SF alan grubun kompleks I aktivitesinin
SF alan gruba gore anlamli diisiik oldugunu ortaya koydu (p<0.0005). Buna karsilik
Mn ile birlikte 5 mg/kg EDA verilen grupta enzim aktivitesi Mn + SF alan gruba
gore anlamli yiiksek bulundu (p<0.05). EDA 1 mg/kg grubunda ise Mn grubuna gore

fark olmadig1 gozlendi (Sekil 17).
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Sekil 17: Mn toksisitesinin ve farkli dozlardaki edaravonun kompleks I aktivitesine
etkisi
# p<0.0005 SF grubundan farkli

* p< 0.05 Mn + SF grubundan farkli
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4.5. Mn toksisitesinin ve farkhh dozlardaki edaravonun lipid peroksid

diizeylerine etkisi

Beyinde olgiilen lipid peroksid diizeyleri ANOVA ile degerlendirildiginde
gruplar arasinda anlamli fark saptandi [r@20=73.85, p<0.0005]. Calisma gruplarinin
Bonferroni post-hoc testi ile karsilagtirilmasi lipid peroksid diizeylerinin Mn + SF
alan grupta SF grubuna gore anlamli yiiksek oldugunu ortaya koydu (p<0.0005). Mn
ile birlikte EDA verilmesi beyin TBARS diizeylerinde anlamli azalmaya yol agti
(sirastyla p<0.05 ve p<0.005). EDA’ nin 1 ve 5 mg/kg dozlar1 arasinda istatistiksel
olarak fark saptandi (p<0.05). Bu sonuglar EDA uygulamasinin Mn maruziyetine

bagli oksidatif hasar1 doza bagli olarak azalttig1 seklinde yorumlandi (Sekil 18).
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Sekil 18: Mn toksisitesinin ve farkli dozlardaki edaravonun lipid peroksid diizeyleri
izerindeki etkileri

# p<0.0005 SF grubundan farkli, * p<0.05 Mn + SF grubundan farkli

** p<0.005 Mn + SF grubundan farkli, ¥ p<0.05 Mn + EDA 1 grubundan farkl1

42



4.6. Mn toksisitesinin ve farkh dozlardaki edaravonun protein karbonil

diizeylerine etkisi

Protein karbonil diizeyleri ANOVA ile degerlendirildiginde tiim gruplar
arasinda anlaml fark gozlendi [r20=43.03, p<0.0005]. Post-hoc test protein Mn +
SF uygulanan gruptaki karbonil diizeylerinin SF grubuna goére anlamli yiiksek
oldugunu gosterdi (p<0.0005). Tedavi gruplari olan Mn + EDA 1 mg/kg ve Mn + ED
5 mg/kg gruplarinda ise karbonil diizeyleri Mn + SF grubuna gore anlamli diisiiktii
(p<0.005). EDA’ nin uygulanan 2 dozu arasinda ise anlamli fark saptanmadi. Bu
sonuclar Mn ile birlikte uygulanan edaravonun Mn oksidatif etkilerine karsi

koruyucu etki gosterdigini ortaya koydu (Sekil 19).
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Sekil 19: Mn toksisitesinin ve farkli dozlardaki edaravonun protein karbonil
diizeyleri lizerindeki etkileri
# p<0.0005 SF grubundan farkli

** p<0.005 Mn + SF grubundan farkl
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BOLUM 1V

5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Mangan, normal beyinin gelisimi ve islevleri i¢in gerekli bir element olup
eksikliginde konviilsiyon esiginin diistiigii bildirilmistir. Bunun yanisira Mn immun
sistemin normal islevleri, hiicresel enerji metabolizmasi, kemik ve konnektif doku
gelisimi ve pihtilasma i¢in gereklidir. Beyinde ise antioksidan bir enzim olan SOD ve
ayrica norotransmiter sentezinden ve metabolizmasindan sorumlu birgok enzimin
kofaktorii olarak iglev goriir [1,2,74-76]. Son yillardaki ¢alismalarda Mn ile ilgili
olarak cevresel ve mesleki nedenlerden kaynaklanan toksisiteden bahsedilmektedir.
Ozellikle metal ve pil endiistrisinde ¢alisan isciler en 6nemli risk grubunu olusturur.
Yiiksek diizeyde Mn maruziyeti basta karaciger olmak iizere akciger, lireme
organlart ve immun sistemde ciddi hasara neden olur. Bu organlarin disinda Mn
santral sisteminde Ozellikle bazal gangliyonlarda birikerek ve ndorotransmiter
metabolizmasini bozarak noronal hasar olusturur [74-76].

Calismamizda kronik Mn uyguladigimiz sicanlarda gelisen toksisitenin
beyindeki etkilerini biyokimyasal ve radyolojik goriintiileme yoOntemleriyle ortaya
koymay1 amagladik. Oksidatif stresin Onemli gostergelerinden biri olan lipid
peroksidasyonu ve protein karbonilasyonunu degerlendirerek Mn toksisitesinin altta
yatan mekanizmasini agiklamaya calistik. Ayica mitokondri solunum zinciri enzimi
olan kompleks I aktivitesinin dl¢limii ile Mn toksisitesinin mitokondriyal islevlerle
iliskisini gosterdik. Mekanizmaya yonelik bu caligmalara ek olarak bir antioksidan
ajan olan edaravonun Mn ile birlikte vererek koruyucu etkisini degerlendirdik.

Calismamizda elde edilen bir bagka énemli sonu¢ sicanlara verilen MnCl, iin
beyin dokusuna gectiginin ve biriktiginin MRG teknigi ile gosterilmesiydi. Mn

paramanyetik Ozellikleri nedeniyle kiigiik hayvan goriintilleme calismalarinda son
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yillarda giderek daha fazla kullanilmaktadir. Mn’in dokularin hasar olan bolgelerinde
fazlaca birikerek MR kesitlerinde parlaklagsma (hiperintensite) yapmast Ozellikle
norodejeneratif modellerinin in vivo takibinde ¢ok Onemli avantaj saglar [54-58].
Calismamizda elde edilen T1 agirlikli goriintillerinde kantitatif bir bulgumuz
olmamakla birlikte kalitatif olarak Mn’in olduk¢a belirgin sekilde bazal
gangliyonlarda, hipokampus ve kortikal alanlarda yogun sekilde biriktigi
gozlenmistir. Bu sonug, kronik Mn maruziyetinin yol agtig1 toksisitenin deneysel ve
klinik calismalardaki belirti ve bulgularini destekler niteliktedir.

Calismamizda Mn maruziyetinin hayvanlarin  kilo alimina etkilerini
aragtirmak amaciyla 4 hafta boyunca kilo alimlar1 takip edildi. Gruplarin kilo alimlar1
degerlendirildiginde Mn verilen grupta kilo aliminin anlaml diizeyde yavasladigi,
buna karsilik Mn ile birlikte EDA verilen gruplarda siganlarin kilo alim hizinin
kontrole yakin seyrettigi saptandi. Mn maruziyetinin hayvanlarin kilo alimina
ekilerinden ¢esitli calismalarda  bahsedilmektedir. Ornegin, Cordova ve
arkadaslarinin 8 giinliikk sicanlarda yaptiklar1 bir ¢calismada 20 mg/kg Mn verilen
grupta kontrole gore kilo aliminin anlaml diizeyde yavasladigi bildirilmistir [77]. Bir
diger calismada ise eriskin sicanlara 30 giin boyunca oral yolla verilen Mn’ 1n kilo
allmim1 % 50 ye varan oranda yavaslattigi ifade edilmistir [78]. Calismamizda
hayvanlarin yem tiiketimleri kantitatif olarak dlgiilmemekle birlikte literatiirdeki Mn
ve diger toksik metallerle yapilan toksisite ¢aligmalari g6z Oniine alindiginda Mn +
SF alan sicanlarin kilo alimindaki yavaslama Mn’in istah {izerindeki olumsuz
etkilerinden kaynaklanmis olabilir.

Calismamizda Mn’1n motor aktivite lizerindeki etkilerinden yola ¢ikarak tiim
gruplariin egimli tabla diizenegindeki kaba kas glicleri tayin edildi. Bu testin

sonuclari, Mn uygulamasin kas giiclinde belirgin azalmaya neden oldugunu ortaya
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koydu. Manganin motor aktivite iizerindeki olumsuz etkileri literatiirde farkl
diizeneklerin kullanilmasiyla birgok c¢alismada gosterilmistir. Ornegin Avila ve
arkadaslarinin ¢alismasinda kronik Mn uygulanan si¢anlarin agik alan testi
skorlarinin kontrol grubuna gore belirgin diisiik oldugu belirtilmistir [78]. Bir baska
calisgmada Mn uygulanan siganlarin rotarod diizeneginde diismeden kalma siirelerinin
kontrol grubuna gore azaldigi bildirilmistir [77]. Bu c¢alismalarin yanisira
maymunlarda degisik doz ve stireler kullanarak yapilan Mn toksisitesi ¢aligmalarinda
rijidite, bradikinezi, intensiyonel tremor, koordinasyon bozuklugu ve hiperaktivite
gibi pekgok motor iglev bozuklugu saptanmistir [79,80].

Mn’1n sinir sisteminde yarattig1 toksisite hiicresel diizeyde degerlendirildigine
bu etkilerin mitokondri ETZ komplekslerinin inhibisyonu, ATP sentezinde azalma ve
serbest oksijen tiirlerinin olusumunda artis nedeniyle olabilecegi bildirilmistir
[81,82]. Bu mekanizmalarm yamsira viicuda giren iki degerlikli manganin (Mn>")
okside olarak ii¢ degerlikli mangana (Mn’") déniisiimii ve sonrasinda dopaminerjik
noronlara tasinarak dopaminin oksidasyonuna yol ag¢masi da norotoksisite
gelisiminde rol oynar [83,84]. Mn kaynakli norotoksisite klinik olarak Parkinson
hastalarinda goriilen distonik hareketlere benzer nérolojik bozukluga yol acar.

Mn hiicreye girdiginde mitokondride birikir. Yiiksek miktarda Mn
maruziyetinin mitokondriyal disfonfonksiyona yol agtig1 c¢esitli calismalarda
gosterilmistir. Tki degerlikli Mn, mitokondri i¢ine Ca*" kanali ile gecer ve matriks
icinde pro-oksidan formu olan Mn*" a déniisiir. Mn’in her iki formu da hiicrede
bir¢cok molekiiliin oksidasyonuna ve manganin toksik etkilerine neden olur [85]. Mn,
mitokondride demir-siilfiir iceren solunum zinciri enzimlerine Fe ile yarigsmali olarak
baglanir ve bu enzimlerin islevini bozar. Bu enzimlerden biri olan kompleks I

manganin hiicredeki en Onemli hedeflerinden bir tanesidir. Kompleks I’deki
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aktivasyon kaybi ve Parkinson hastali1 arasindaki iliskiyi ortaya koyan bircok
calisma mevcuttur [86,87].

Stiperoksid radikali (O2 ™) mitokondride ilk olusan serbest oksijen radikalidir.
Mitokondride O2'~ radikalinin en yogun iiretildigi bolgeler kompleks I ve I’ {in
ubikinonu bagladig1 bolgelerdir. Kalsiyum ve mangan gibi katyonlarin varligi,
mitokondriyal membran transizyonunun uyarilmasi ve elektron transport zincirinin
inhibisyonu, hiperglisemi gibi faktorler mitokondriyal ROS olusumunda artisa neden
olur [24-28].

Calismamizda Mn’in hiicresel diizeydeki toksik etkilerinin belirlenmesi
amaciyla beyin mitokondri fraksiyonlarinda oksidatif stress parametrelerinden lipid
peroksid ve protein karbonil diizeyleri ve ETZ enzimi kompleks I aktivitesi 6l¢tildii.
Beyin lipid peroksid ve protein karbonil diizeyleri Mn alan grupta kontrol gruplarina
gore anlamli yiiksek bulunurken, kompleks I aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli
diistiktii. Mn ile birlikte 1 mg/kg ve 5 mg/kg EDA verilmesi lipid peroksidasyonunu
ve protein oksidasyonunu anlamli diizeyde 6nledi. EDA’nin lipid peroksidasyonu
tizerindeki etkilerinin doza bagli olarak ortaya ¢iktigi gozlendi. Kompleks I
aktivitesindeki inhibisyon ise sadece 5 mg/kg EDA alan grupta diizelme gdsterdi. Bu
sonuglarin yanisira Mn ile birlikte EDA verilen gruplarda gerek viicut agirlig
gerekse kas giicii 6l¢iimlerinin Mn + SF alan gruba gore anlamli diizeyde daha iyi
durumda oldugu goriildii.

Calismamizin sonuglart toplu olarak degerlendirildiginde 4 hafta boyunca
Mn’a maruz kalan sicanlarin beyin dokusunda mitokondriyal oksidatif strese bagl
toksisite gelistigi goriilmektedir. Edaravon ile toksisitenin etkilerinin azalmasi altta
yatan mekanizmanin oksidatif stres ve mitokondriyal hasar {izerinden gerceklestigi

hipotezini giiclendirmektedir. Mn toksisitesi ile ilgili literatlirdeki c¢alismalar
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incelendiginde ¢alismamizin bulgularini destekleyen cesitli drnekler goriilmektedir.
Bu c¢alismalardan birinde igme sularina farkli dozlarda Mn ilave edilen ve 30 giin
boyunca bu suyu tiiketen siganlarda davranigsal ve biyokimyasal dl¢iimler yapilmistir
[78]. Bu calismada striatum ve hipokampus bolgelerinde lipid peroksid ve protein
karbonil diizeyleri ol¢lilmiis, lipid peroksid olusumunun igirilen Mn dozuna baglh
olarak ozellikle striatal kesitlerde kontrole gore yiikseldigi bildirilmistir.
Calismamizda Mn uygulamasi 10 mg/kg olacak sekilde ve periton igine verilerek
yapilmistir. Mn’1n verilis yollar1 farkli olmakla birlikte iki ¢alisgmanin da sonuglari
Mn’in beyin dokusunda oksidatif stresi indiikleyerek toksisite olusturdugunu
desteklemektedir.

Chen ve arkadaslar1 ise, sican beyninden hazirladiklar1 mitokondriyal
fraksiyonlarda Mn®" ve Mn’" {in demir-siilfiir igeren akonitaz ve kompleks I
aktivitelerine etkilerini arastirmiglardir [88]. Bu ¢alismanin sonuglarina gére Mn’in
her iki formu da doza baglh ve giicli bir sekilde bu enzimleri inhibe ederek
mitokondriyal disfonksiyona neden olmaktadir. Oksidatif agidan daha reaktif olan
Mn’" daha giiglii inhibisyon yapmaktadir. Diger bir ¢alismada ise, sicandan elde
edilen primer striatal noronlarda 48 saat boyunca farkli dozlardaki MnCl, (5, 50 ve
500 uM) uygulamasinin doza bagl sekilde hiicre canliligin1 ve mitokondri membran
potansiyelini azalttigi, ayn1 zamanda kompleks II aktivitesinde de azalmaya neden
oldugu gozlenmistir [89]. Daha yeni bir bagka in vitro ¢alismada ise ndronal hiicre
kiiltiirlerinde farkli dozlarda ve siirelerde uygulanan MnCl,, kaspaz 3 aktivitesinde ve
ROS olusumunda artisa neden olurken kompleks I aktivitesini inhibe etmis ve ATP
olusumunu azaltmistir [90].

Calismamizin sonuglart ve literatiirdeki diger ¢aligmalar, akut ve kronik Mn

maruziyeti sonucu gelisen toksisitenin temelde oksidatif stres nedeniyle ortaya
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ciktigimni diistindiirmektedir. Caligmamizda bu goriisii daha giiclii bir sekilde test
etmek lizere antioksidan bir ajan olan EDA iki farkli dozda kullandik. EDA
ndroprotektif etkileri nedeniyle 2001 yilinda Japonya’da serebral iskemi olgularinin
tedavisinde kullanilmak iizere onay verilmis bir ajandir. Klinik ¢alismalarda EDA’
nin serebral iskeminin ilk 72 saati i¢inde verilmesi halinde infarkt alaninda ciddi
azalma sagladigi ve bu hastalarda 3 aylik takip sonuclarinin istatistiksel olarak
olumlu oldugu bildirilmistir [91,92]. EDA diisiik molekiiler agirliklt bir ajan oldugu
icin kan-beyin bariyerini kolaylikla gecebilir. EDA bu klinik ¢aligmalar disinda
cesitli kimyasallarla veya cerrahi olarak olusturulan birgok hayvan modelinde
denenmis olup miyokard, akciger, barsak, karaciger, bobrek, over hasarinda ve sepsis
modelinde koruyucu etki gostermektedir [93-98]. Tiim bu c¢aligsmalar incelendiginde
EDA’nin  hidroksil radikalini uzaklastirarak, inflamasyonu modiile ederek,
metalloproteinaz enzimlerini baskilayarak apoptotik ve nekrotik hiicre Olimiinii
onledigi goriilmektedir.

Literatirde EDA’nin Mn toksisitesine karsi koruyucu etkilerini gosteren bir
in vivo bir ¢alismaya rastlanmamaktadir. Ancak yakin zamanda tamamladigimiz bir
in vitro ¢alismada, sigan beyninden hazirladigimiz gliya kiiltiirlerine farkli dozlarda
Mn ile birlikte EDA eklenmesinin Mn toksisitesine bagli hiicre 6limiini ve lipid
peroksid olusumunu anlamli diizeyde azalttigin1 gézlemledik [99]. Bunun yanisira
literatiirde baska ¢evresel toksinlerle yapilan calismalarda EDA’nin koruyucu
etkilerinden bahsedilmektedir. Bu ¢alismalarda bildirilen EDA’nin hasar onleyici ve
hiicre koruyucu etkileri dikkate alindiginda ¢alismamizin sonuglarinin literatiirdeki
bilgilerle uyumlu oldugu sdylenebilir. Ornegin Saibara ve arkadaslarmin yaptiklari
bir caligmada, oldukga toksik bir herbisid olan parakuatin farelerdeki toksisiteye

bagli 6liim oranmin EDA verilmesi halinde anlamli diizeyde azaldigi goriilmiistiir
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[50]. Yine bir toksin olan metanfetaminin yiiksek dozda kullanilmasiyla ortaya ¢ikan
striatal dopaminerjik dejenerasyonun EDA’nin peroksinitrit olusumunu 6nlemesine
bagli olarak yavasladigi bildirilmistir [5S1]. Bir herbisid ve mitokondri ETZ kompleks
I inhibitorii olan rotenonun sicanlara 5 hafta boyunca uygulanmasiyla gelistirilen
Parkinson hastaligi modelinde ise, rotenon ile birlikte EDA verilmesi hastaligin
davranigsal ve histolojik bulgularinin gelisimini Onlemistir. Calismada EDA’nin
mitokondriyal ROT iiretimini ve apoptotik Bax molekiiliiniin ekspresyonunu
baskilayarak ve vezikiiler monoamin tasiyicisini (VMAT2) up-regiile ederek
dopaminerjik ndronlari rotenonun etkilerinden korudugu bildirilmistir [100].

Sonu¢ olarak diyebiliriz ki; ¢alismamizda buldugumuz kronik Mn
maruziyetinin beyinde mitokondiyal oksidatif stresi indiikleyerek toksisiteye neden
olabilecegi yoniindeki sonuglar literatiirdeki in vitro ve in vivo diger calismalar
desteklemektedir. Bunun yanisira, ¢aligmamizda elde ettigimiz onemli bir diger
sonug antioksidan ve noroprotektif bir ajan olan edaravonun Mn maruziyetine bagh
norotoksisite etkilerini azaltmasi olup bu sonucun bilimsel literatiire katki
saglayacagint diisiinmekteyiz. Ayrica toksisite modelimizde Mn’in beyindeki
dagilimmi MRG yoOntemini kullanarak gdstermis olmamiz &zellikle iilkemizde
gelecekte bu alanda yapilacak arastirmalar i¢in katki saglayacaktir. Buna karsilik
calisgmamizin en 6nemli kisitlamasi sonuglarimizin histolojik ve davranigsal verilerle
desteklenmemis olmasidir. Bu nedenle edaravonun kronik Mn zehirlenmelerinde
koruyucu bir ajan olarak kullanilabilmesi i¢in bu c¢aligmanin sonuglarinin daha

detayl1 temel ve klinik ¢aligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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