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ÖNSÖZ 

Çevresel ve mesleki kaynaklı kronik mangan maruziyetinin ciddi sağlık 

sorunlarına neden olabileceği son yıllardaki klinik ve deneysel birçok çalışmada 

bildirilmiştir. Manganizm adı verilen ve Parkinson hastalığına benzer semptomlarla 

ortaya çıkan toksisite belirtileri çoğunlukla ilerleyici olup beyinde kalıcı hasara 

neden olmaktadır. Çalışmamızda kronik mangan toksisitesinin etiyopatogenezinde 

mitokondriyal oksidatif stresin rolü ve bir antioksidan ajan olan edaravonun 

koruyucu etkisi araştırılmıştır.  

Doktora tezim olarak sunduğum bu çalışmada ve doktora eğitimim sırasında 

bana her türlü desteği sağlayan değerli hocam Prof. Dr. Dilek Taşkıran’a, emeği 

geçen Fizyoloji Anabilim Dalı’ nın değerli öğretim üyelerine ve meslektaşlarıma 

teşekkür ederim. 

            Doç. Dr. Melda Apaydın 

         

 

 
  



 
 

ÖZET 

MANGAN İLE İNDÜKLENEN HÜCRE TOKSİSİTESİNDE 

MİTOKONDRİYAL HASARIN VE OKSİDATİF STRESİN ROLÜNÜN 

ARAŞTIRILMASI 

Mangan (Mn) organizma için esansiyel bir element olup vücutta birçok önemli 

fizyolojik süreçte görev yapar. Ancak çevresel ve mesleksel kaynaklı aşırı Mn 

maruziyeti özellikle sinir sisteminde hareket ve kognitif işlevlerde bozukluğa neden 

olabilir. Mn’ın bu etkilerinin ortaya çıkmasında oksidatif stresin rolünün olduğu 

bildirilmekle birlikte altta yatan mekanizma henüz tam olarak aydınlatılamamıştır. 

Bu çalışmadaki amacımız Mn’ın kronik maruziyetinin beyindeki etkilerinin 

mitokondriyal oksidatif stresle bağlantılı olup olmadığını araştırmaktı. Ayrıca 

özellikle nörodejeneratif süreçlerdeki antioksidan etkileri bilinen edaravonun (EDA) 

Mn maruziyetine bağlı gelişen nörotoksisiteye karşı koruyucu etkisi de araştırıldı. Bu 

amaçla 40 adet erişkin erkek Sprague Dawley sıçan 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 ayrıldı. Mn ve ilaç uygulamaları 28 gün boyunca 

intraperitoneal (Mn) ve intramuskuler (EDA) yolla gerçekleştirildi. Bu sürenin 

sonunda sıçanların kaba motor güçleri ve Mn’ın beyindeki dağılımı MR görüntüleme 

yöntemi ile tayin edildi. Sonrasında beyin dokuları çıkarıldı ve mitokondri 

izolasyonu yapıldı. Mitokondriyal örneklerde elektron transport zinciri enzimi 

kompleks I aktivitesi, lipid peroksid ve protein karbonil düzeyi ölçüldü. Çalışma 

bulguları tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc Bonferonni testleri ile 

değerlendirildi. İstatistiksel değerlendirmeler Mn’ın beyinde kompleks I aktivitesini 

anlamlı derecede inhibe ettiğini (p<0.0005), lipid peroksid ve protein karbonil 

düzeylerini de anlamlı dereced yükselttiğini (p<0.0005) ortaya koydu. EDA’nın Mn 

ile birlikte uygulanmasının bu etkileri doza bağlı azalttığı gözlendi. Sonuç olarak 

çalışmamız sıçanda kronik Mn maruziyetinin beyinde yarattığı toksisitenin 

mitokondriyal oksidatif strese bağlı olarak geliştiğini gösterdi. Çalışmamızın bir 

diğer sonucu ise, bir antioksidan olan edaravonun Mn maruziyetine bağlı gelişen 

toksisitenin önlenmesinde etkili bir ajan olabileceğinin gösterilmesi oldu.  

Anahtar sözcükler: 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 

1mg/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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BÖLÜM I 

 

1. GİRİŞ 

Mangan (Mn), hücrelerin büyümesi, gelişimi ve homeostazı için önemli bir 

element olup diyet ya da başka nedenlerle günlük Mn alımındaki düşüklük erişkinde 

ve çocuklarda  özellikle kemik metabolizmasının bozulmasına ve  epilepsi gelişimine 

neden olabilir. 

          Mangan, biyolojik sistemler için gerekli bir metal olmakla birlikte özellikle 

mesleki ya da çevresel maruziyet sonucunda fazla alınması halinde manganizm adı 

verilen klinik tabloya neden olmaktadır. Manganizm; rijidite, hipokinezi ve yürüyüş 

bozuklukları gibi ekstrapiramidal motor belirtilerle ortaya çıkar. İlerleyici ve kalıcı 

bir nörodejeneratif bozukluk olan manganizm tüm belirti ve bulgularıyla Parkinson 

hastalığını taklit edebilir. 

         Mn günümüzde özellikle çelik, alüminyum kutu, fungusid ve elektroniklerin 

üretiminde kullanılmaktadır. Mn’ın giderek artan şekilde günlük yaşamda 

kullanımının artması kronik maruziyeti ve buna bağlı ciddi sağlık sorunlarını 

beraberinde getirmektedir. Bunun yanısıra son yıllarda hayvanlarda ve insanda 

mangan kontrastlı manyetik rezonans görüntüleme (MK-MRG) yönteminin 

kullanıldığı çalışmalar hızla artmaktadır.  

 Çalışmamızın amacı, sıçanlarda gerçekleştirilen kronik Mn uygulamasının 

beyinde yarattığı toksisitenin patogenezinde mitokondriyal hasara bağlı gelişen 

oksidatif stresin rolünü araştırmaktı. Çalışmamızda ayrıca bir antioksidan ajan olan 

edaravonun Mn toksisitesine karşı nöroprotektif etkisinin olup olmadığı da 

araştırıldı. 

  



 2 

2. GENEL BİLGİLER 

Mn, hücrelerin büyümesi, gelişimi ve homeostazı için önemli bir element 

olup Mn-süperoksid dismütaz (Mn-SOD), pirüvat karboksilaz, arjinaz ve glutamin 

sentaz gibi enzimlerin işlevleri için gereklidir. Diyet ya da başka nedenlerle günlük 

Mn alımındaki düşüklük erişkinde ve çocuklarda  özellikle kemik metabolizmasının 

bozulmasına ve  epilepsi gelişimine neden olabilir [1,2]. 

          Mn, biyolojik sistemler için gerekli bir metal olmakla birlikte özellikle mesleki 

ya da çevresel maruziyet sonucunda fazla alınması halinde manganizm adı verilen 

klinik tabloya neden olmaktadır. Manganizm; rijidite, hipokinezi ve yürüyüş 

bozuklukları gibi ekstrapiramidal motor belirtilerle ortaya çıkar. İlerleyici ve kalıcı 

bir nörodejeneratif bozukluk olan manganizm tüm belirti ve bulgularıyla Parkinson 

hastalığını taklit edebilir [1-3]. 

         Mn günümüzde özellikle çelik, alüminyum kutu, fungusid ve elektroniklerin 

üretiminde kullanılmaktadır. Bunun yanısıra son yıllarda Mn-ethylene-bis- 

dithiocarbamate (MANEB) gibi organik pestisidler aracılığı ile çevresel kaynaklı 

maruziyete neden olmaktdır. Yine son yıllarda sıvı yakıtlara eklenen 

methylcyclopentadienyl manganese tricarbonyl ile özellikle inhalasyon yoluyla 

kronik intoksikasyona neden olabilmektedir [1-4]. Mn’ın giderek artan şekilde 

günlük yaşamda kullanımının artması kronik maruziyeti ve buna bağlı ciddi sağlık 

sorunlarını beraberinde getirmektedir. 

 

2.1. Manganın biyolojik yarı ömrü, kanda ve dokulardaki dağılımı 

  Mn’ın vücuda girişi genellikle gastrointestinal yolla olur, ancak akciğer 

yoluyla da girişi de mümkündür. Mn, canlılarda Mn2+, Mn3+ ve Mn4+ şeklinde 

bulunmaktadır [1-4]. Mn’ın sağlıklı bireylerdeki serum düzeyleri yaklaşık 0.05–0.12 
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mg/dl olup vücuda girdikten sonra hızlı bir şekilde dokulara dağılır. İntravenöz 

olarak verildikten sonra kandaki düzeyinin yarılanma ömrü yaklaşık 1.8 saattir. Tüm 

vücuttan atılımı ile ilgili yarılanma ömrünün 68- 146 gün olduğunu bildiren 

çalışmalar mevcuttur. Hayvan çalışmalarına dayanarak Mn beyinde sırasıyla en fazla 

substansiya nigra, striyatum, hipokampus ve frontal kortekste tutulmaktadır. 

Manganın beyine girişi başlıca 3 yolla olur; 1) Kan-beyin bariyerindeki endotel 

hücreler yoluyla, 2) Koroyid pleksus yoluyla ve 3) Nasal boşluktan olfaktör sinir 

yoluyla. Bu giriş yollarından özellikle nasal yol önemlidir. Çünkü Mn toksisitelerinin 

çoğu inhalasyon ile olmaktadır [1-4]. 

Mn’ın kan-beyin bariyerini geçişinde rolü olan bir veya birkaç taşıyıcı 

proteinin varlığı bilinmektedir. Mn çoğu zaman hücre içine kalsiyum alımının bir 

indikatörü olarak kullanılır. Çünkü iki iyon aynı transportörleri paylaşır. Mn, ayrıca 

voltaj kapılı kalsiyum kanalları, sodyum-kalsiyum değiştiricisi ve mitokondriyal 

kalsiyum taşıyıcısını da kullanır [1,5].  

  

2.2. Manganizm     

Aşırı Mn maruziyetinin idiyopatik Parkinson hastalığının gelişiminde bir risk 

farktörü olabileceği çeşitli çalışmalarda bildirilmektedir [4,6]. Çevresel maruziyet ve 

Parkinson hastalığı gelişimi arasındaki korelasyonu gösteren klinik çalışmalar 

mevcuttur. Mesleki nedenlerden dolayı 20 yıl boyunca Mn ve 30 yıl boyunca Mn ve 

alüminyuma maruz kalan bireylerde Parkinson hastalığı prevalansı artış 

göştermektedir [6-8]. Mn toksisitesi rijidite, tremor, distoni ve bradikinezi gibi 

semptomlarla seyrederek Parkinson hastalığını taklit edebilir [1-4]. Manganizm 

nedeniye ortaya çıkan ve Parkinson hastalığını andıran belirtiler ve bulgular, Mn’ın 

özellikle bazal gangliyonlar ve dopaminerjik nöronlardaki birikimi sonucunda ortaya 
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çıkar. Bununla birlikte Mn’a bağlı gelişen nörotoksisitede özellikle glutamat 

metabolizmasındaki değişiklikler sonucunda gelişen dopaminerjik sistemdeki hasarın 

etkili olabileceği de bildirilmiştir [9-11]. 

         Astrositler beyin hacminin yaklaşık % 50’ sini oluştururlar ve normal nöron 

aktivitesi için önemli homeostatik işlevlere sahiptirler. Bunlardan bazıları sinaptik 

aralıktaki glutamatın geri alımı, glutamin salımı, K+ and H+ tamponlaması ve hacim 

regülasyonudur. Bu işlevlerden özellikle glutamatın astrositlerce geri alımı sinaptik 

aralıkta glutamat birikimini ve dolayısıyla glutamata bağlı eksitotoksisiteyi 

önlemektedir. Mn maruziyetinin glutamat geri alımını bozduğu yönünde bazı 

çalışmalar bulunmaktadır [12-14].  

        Mn maruziyeti sonucunda gelişen hücre toksisitesinde oksidatif stresin rolünün 

olabileceğini destekleyen çalışmalar bildirilmiştir [12,14-16]. Oksidatif strese bağlı 

gelişen nöron hasarı, dopamin ve diğer kateşolaminlerin oksidasyonunu sonucunda 

ortaya çıkmaktadır [15-17]. Mn özellikle bazal gangliyonlar gibi dopaminden zengin 

bölgelerde birikip mitokondrideki elektron transport zinciri enzimlerini etkileyerek 

hücre içinde reaktif oksijen türlerinin (ROT) birikimine yol açmaktadır [15-17]. 

  

2.3. Oksidatif stres ve mitokondriyal hasar 

2.3.1. Reaktif oksijen türlerinin oluşumu 

Oksidatif süreçler hücrelerin sağkalımı ve ölümü için gerekli olup apopitoz, 

nekroz ve fagositoz gibi birçok önemli biyolojik olayda reaktif oksijen türleri rol 

oynamaktadır. Buna karşılık oksidan ve antioksidan dengenin bozulmasıyla ortaya 

çıkan oksidatif stres uzun yıllardır ateroskleroz ve diğer kardiyovasküler hastalıklar, 

diyabet, Alzheimer ve Parkinson gibi nörodejeneratif hastalıklar ve çeşitli kanser 

türleriyle ilişkilendirilmiştir.  
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Reaktif oksijen türleri (ROT) veya serbest radikaller, diğer moleküllerle 

kolaylıkla elektron alışverişine giren ve onların yapısını bozan moleküller olarak 

tanımlanabilir. Oksijeni metabolize edebilen tüm canlılarda reaktif oksijen türleri 

üretilmektedir. Serbest radikallerin varlığı ilk olarak Harman (1956) tarafından 

gösterilmiş olup sonraki yıllarda bu moleküllerin mutasyon, kanser, hücre yaşlanması 

ve dejeneratif birçok olayın gelişiminden sorumlu olabileceği bildirilmiştir [18]. 

Biyolojik sistemler için güçlü antioksidan enzimlerden olan süperoksid dismutaz 

enziminin (SOD) 1969 yılında McCord ve Fridovich tarafından keşfiyle serbest 

radikallerin önemi giderek daha iyi anlaşılmıştır [19]. Serbest radikaller eşleşmemiş 

elektron içeren atom, atom grubu veya moleküllerdir. Moleküler oksijende (O2), 

eşlenmemiş iki dış elektron spinleri aynı yönde fakat ayrı yörüngelerde bulunur ve 

bu nedenle “biradikal” olarak değerlendirilir. Biradikal oksijen, radikal olmayan 

moleküllerle yavaş tepkimeye girdiği halde diğer radikallerle oldukça hızlı 

tepkimeye girer. Dolayısıyla moleküler oksijen doğası gereği reaktif oksijen türleri 

oluşturma eğilimindedir. Reaktif oksijen türleri, normal oksijen metabolizması 

sırasında oluşan süperoksid (O2˙‾) hidroksil radikali (OH˙) ve hidrojen peroksid 

(H2O2) olabilir [20,21].  

 

 

Şekil 1: Reaktif oksijen türlerine örnekler 
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2.3.2. Mitokondriyal hasar 

Son yıllarda Parkinson hastalığı, Alzheimer hastalığı ve amiyotrofik lateral 

skleroz gibi nörodejeneratif hastalıkların gelişiminde mitokondriyal hasarın rolünü 

bildiren çalışmalar dikkati çekmektedir. Özellikle mitokondriyal enzim defektleri ve 

buna bağlı gelişen oksidatif hasar bu hastalıkların gelişiminden sorumlu 

tutulmaktadır [21-23]. 

Mitokondri, Mn toksisitesinde en önemli hücre içi hedeflerden bir tanesidir. 

Hücre içi Mn2+, kalsiyum uniporteri ile mitokondriye alınır ve Mn3+’e okside olabilir. 

Oksidasyon olayı mitokondrinin matriksinde gerçekleşir. Mn3+, mitokondride 

birikerek hücresel toksisiteye neden olabilir. Mitokondride biriken Mn başlıca 3 yol 

ile hücre hasarına neden olur. 1) Elektron transfer zincirini bozarak 2) Mitokondriyal 

genomda mutasyona neden olarak 3) Serbest radikal oluşumuna yol açarak. Her 3 

mekanizmanın da nörodejeneratif süreçlerin etiyopatogenezinde yer alması Mn 

toksisitesinin önemini ortaya koymaktadır [5,22]. 

Hücrelerin metabolik faaliyetleri için gereken enerji mitokondride 

gerçekleşen elektron transport zinciri (ETZ) ve oksidatif fosforilasyon süreçleri 

sonucunda elde edilir. Elektron transport zinciri, oksijenli solunum yapan hücrelerde 

çeşitli substratlardan elde edilen elektronların yükseltgenme ve indirgenme olayları 

ile oksijene aktarılılmasını sağlayan enzim sistemidir. Elektronların, ETZ boyunca 

taşınması sırasında hücre için gerekli ATP’nin üretilmesi olayına ise oksidatif 

fosforilasyon denir. [21-23]. 

Mitokondriyal ETZ’ini oluşturan enzim kompleksleri (kompleks I-V) 

mitokondrinin iç membranında bulunurlar. [21-25]. Bu kompleksler kompleks I 

(NADH-CoQ oksideredüktaz), kompleks II (Suksinat-CoQ redüktaz), kompleks III 
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(CoQ-sitokrom C redüktaz), kompleks IV (sitokrom c oksidaz) ve kompleks V (ATP 

sentaz)’ dir (Şekil 2). 

 

 

 

 

Şekil 2: Mitokondri elektron transport zincirinde elektronların  aktarımı  

 

Kompleks I (NADH:CoQ oksidoredüktaz): ETZ’inin ilk ve en büyük 

kompleksidir. Aynı zamanda protein yapısı ve genetiği açısından en karmaşık 

enzimidir. Kompleks I, toplam 43 adet protein alt ünitesine sahip olup bunun 7’si 

mitokondriyal genom tarafından tanımlanır. Kompleks I, NADH’i okside eder ve 

elektronları flavin mononükleotid (FMN) ve demir-sülfür kompleksleri aracılığı ile 

ubikinona (UQ, koenzim Q) taşınmasını katalize eder. Bu olay tipik olarak 

laboratuvarda kompleks I aktivitesi tayini ile ölçülebilir. Elektronların kompleks I 

yoluyla ubikinona akışı sırasında protonlar da mitokondri matriksinden membranlar 

arası boşluğa transfer edilir. Protonların transferi sonucunda mitokondride ATP 

sentezi için son derece önemli elektrokimyasal gradyent oluşumunu sağlanmış olur. 
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Kompleks I aktivitesi, çeşitli insektisitler (ör. rotenon) ve antibiyotikler (ör. 

pierisidin)  tarafından inhibe edilir (Şekil 3). Bu enzim kompleksinin inhibisyonu 

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

 

 

            

  

Şekil 3: Mitokondri elektron transport zincirinde Kompleks I ve II proteinleri 

 

Kompleks II (süksinat dehidrogenaz kompleksi): Mitokondri membranına 

bağlı bir enzim olup elektronların süksinattan ubikinona taşınmasını katalizler (Şekil 

3). Ubikinon ise membrandaki hareketli elektron taşıyıcılarından olup elektronları 

kompleks III’e taşır [21-25]. 

Kompleks III (sitokrom bc1 kompleksi): Kompleks III elektronları 

ubikinondan sitokrom c’ye taşınmasında ve aynı zamanda bir proton pompası olarak 

işlev görür. Sitokrom c, ETZ üzerindeki kompleks enzimlere ait bir yapı olmayıp 

kompleks III ve IV arasında hareket eden çözünür bir proteindir. Serbestleşen 

protonların membranlar arası boşluğa salınmasıyla bir proton gradyanı oluşur [21-

25]. 
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Şekil 4: Mitokondri elektron transport zincirinde kompleks III ve IV proteinleri 

 

Kompleks IV (sitokrom c oksidaz): Bu kompleksin yapısında sitokrom a ve 

sitokrom a3 bulunur. ETZ üzerinde elektronların sitokrom c’den oksijene taşınmasını 

ve oksijenin suya indirgenmesini katalize eder. Kompleks IV de Kompleks I ve III 

gibi proton pompası olarak görev yapar (Şekil 4) [21-25]. 

Kompleks V (ATP sentaz): Kompleks V, elektron transportu ile ATP 

oluşumunu eşleyen bir enzim kompleksidir. ATP sentaz, Fo (integral protein) ve F1 

(periferal protein) olmak üzere başlıca iki faktöre sahiptir [21-25]. 

Elektronların  mitokondri iç membranına yerleşmiş durumda olan elektron 

transport zinciri boyunca aktarılması ve protonların matriksten membranlar arası 

boşluğa pompalanması sonucunda iç membranda bir proton gradyenti oluşur. Aynı 

zamanda bu proton gradyentinin elektriksel özelliği vardır. Mitokondri matriksi 

negatif membranlar arası boşluk ise pozitif yüklü olduğu için voltaj farkı meydana 

gelir (Şekil 5). Elektrokimyasal gradyentteki enerji, protonların matrikse geri 
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dönmeleri sırasında ATP oluşumunda kullanılır. Oksidatif fosforilasyon olarak 

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

 

 

 

Şekil 5: Mitokondri membranında elektronların solunum zinciri proteinleri kompleks 

I, III ve IV tarafından aktarımı ve proton gradyentinin oluşumu. 

 

Mitokondri hücrede oksijen metabolizmasının % 85-90’ ının gerçekleştiği, bu 

sebeple de serbest oksijen radikallerinin en fazla oluştuğu bölgelerdir. Mitokondride 

yüksek indirgeme potansiyeli nedeniyle sürekli olarak oksijene elektron transferi söz 

konusudur. Dolayısıyla mitokondride sürekli bir O2˙‾ oluşumu vardır. Mitokondriyal 

O2˙‾ üretiminin membran potensiyelinin (Δψ ) artması veya elektrokimyasal proton 

gradyentinin (ΔµH) artması ile hızlandığı gösterilmiştir [26-28]. Mitokondriyal O2˙‾ 

oluşumunu uyaran diğer faktörler, Ca2+ ve Mn2+ gibi katyonların mitokondriye 

girişlerinin hızlanması, mitokondriyal permeabilite transizyonunun (MPT) 

indüksiyonu, ETZ’nin inhibisyonu ve hiperglisemidir.  
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Mitokondri hücrede serbest radikallerin hem kaynağı hem de hedefi 

durumundadır. Çünkü mitokondrilerin serbest radikal oluşturma hızı radikalleri 

temizleme kapasitesinden daha yüksektir. Bu nedenle tüketilen oksijenin yaklaşık  % 

1-3 oranında radikal oluşturması söz konusudur. Süperoksid oluşumu elektronların iç 

mitokondri membranı üzerindeki elektron transport zincirinde transferi sırasında, 

özellikle kompleks I ve kompleks III’ den elektron aktarımı sırasında olmaktadır 

(Şekil 2). Birçok çalışmada kompleks I’ in yaşlanmadan Parkinson hastalığına kadar 

pek çok hastalığın etiyolojinden sorumlu serbest oksijen türlerinin kaynağını 

oluşturduğu bildirilmiştir [24-28]. 

Mitokondriyal O2˙‾ in büyük bölümü matrikste oluşurken küçük bir kısmı da 

zarlar arası boşlukta oluşur. O2˙‾ yüklü bir molekül olduğu için membranlardan 

geçemez. Ancak mitokondri matriksinde bulunan süperoksid dismütaz enzimi (Mn-

SOD) ile  H2O2’ e dönüştürülür. Mitokondriyal Mn-SOD, aktif bölgesinde Mn taşır 

ve serbest radikallerin yakalanmasında ve temizlenmesinde çok önemli bir role 

sahiptir. Böylelikle Mn-SOD, serbest radikallerin yol açtığı apopitoz ve nekroza 

bağlı hücre hasarını sınırlar [24-28]. 

 

           SOD 

2H + + O2˙‾ + O2˙‾   H2O2 + O2 

 

Hücrelerde serbest radikallerin yıkıcı etkilerinden korunmayı sağlayan diğer 

bir endojen savunma mekanizması tiyol gruplarıdır. Bu moleküller, serbest 

radikalleri yakalayarak veya enzimatik tepkimelere girmek suretiyle görev yapan 

hücresel antioksidanlardır. Bunların arasında bir tripeptid olan glutatyon (γ-L-

glutamil-L-sisteinil glisin, GSH) hücrede transferazlar, peroksidazlar gibi birçok 
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enzimin substratı olarak görev yapmaktadır (Şekil 6). Suda çözünebilen bir tiyol 

olan GSH sitozolde sentezlenir ve mitokondriye taşınır. GSH aynı zamanda hücre 

içinde O2˙‾, OH˙ radikali gibi birçok zararlı oksidan molekül ile enzim katalizi 

olmaksızın da tepkimeye girerek hücre membranlarını lipid peroksidasyonuna karşı 

korumaktadır [29,30]. 

 

2 GSH + H2O2               GSSG + 2 H2O 

 

 

 

Şekil 6: Glutatyonun kimyasal yapısı 

 

Mitokondri kaynaklı H2O2, katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) 

enzimleri ile ortadan kaldırılır. Glutatyon peroksidaz (GPx), H2O2’ i ortadan 

kaldırırken indirgeyici bir koenzim olan indirgenmiş glutatyona (GSH) ihtiyaç duyar. 

Beyinde antioksidan savunma sistemlerinin en güçlüsünün GSH olduğu kabul 

edilmektedir. GSH, H2O2 varlığında okside olarak GSSG’ e döner, ancak sonra 

yeniden glutatyon redüktaz (GR) enzimi ile indirgeniş formuna geri döner. Hücrede 

GSH/GSSG oranının yüksek olması radikallere karşı savunmada önemli bir kriter 

olarak kabul edilmektedir [29,30]. 

H2O2, GSH yeterli olmadığı ve ortamda Fe2+ gibi geçiş metallerinin olması 

halinde OH. radikaline dönüşebilir ve hücrede DNA, RNA, protein ve lipidler gibi 

birçok makromolekül için yıkıcı etkilere yol açabilir. Serbest oksijen radikallerinin 
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mitokondride sebep olduğu etkiler; 1) membran proteinlerinin oksidasyonu, 2) 

membran lipidlerinin peroksidasyonu, 3) ETZ enzimlerinin inhibisyonu  4) membran 

geçirgenliğinde artış, 5) apopitozun indüklenmesi ve 6) DNA hasarı şeklinde 

sıralanabilir. 

 

2.3.3. Protein oksidasyonu 

Protein oksidasyonu, proteinlerin hücrede reaktif oksijen türleri ile tepkimeye 

girerek modifiye olmasını tanımlamaktadır [31,32]. Proteinlerin oksidatif 

modifikasyonu ve hücre içinde bu maddelerin birikimi zamanla hücrelerin 

yaşlanmasına ve hasarına neden olur [31-33]. Diğer yandan yaşlanmaya bağlı tüm 

hücrelerde proteinlerin oksidatif modifikasyonunda artış olmaktadır. Yaşlanma, 

fiziksel ve kimyasal birçok etken hücrelerde protein karbonil miktarının, okside 

metiyoninin, protein hidrofobisitesinin, çapraz bağlı protein ve glikozillenmiş protein 

miktarının yaşa bağlı olarak arttığı ortaya koyulmuştur.  

Oksidasyona bağlı protein modifikasyonu, proteinlerin OH˙, O2˙‾, H2O2 gibi 

reaktif oksijen türleri ile etkileşime girmeleri sonucunda meydana gelir. Proteinlerin 

yapısındaki polipeptid zincirlerinin fragmantasyonu, protein-protein çapraz 

köprülerinin  oluşumu ve amino asid yan zincirlerinin hidroksil veya karbonil 

derivelerine dönüşümü oksidasyon tepkimelerinden bazılarıdır. Metallerce 

katalizlenen oksidasyon tepkimesi enzimatik veya non-enzimatik olarak gelişebilir. 

Enzimatik tepkimelerde NADH oksidaz, sitokrom P450 redüktaz/oksidaz, ksantin 

oksidaz gibi enzimler işlev görürken, non-enzimatik tepkimelerde FeSO4-askorbat-

EDTA ve RSH-demir (III)-O2 gibi bileşikler oksidasyona katılırlar [31-33].  

Protein yapısında özellikle metal bağlanma bölgesinde bulunan prolin, 

histidin, lizin ve arginin amino asidleri oksidasyon tepkimelerinden etkilenerek 
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protein karbonillerinin oluşumuna neden olurlar. Protein karbonillerinin ölçümü 

protein oksidayonunu gösteren önemli bir parametredir. Özellikle başta iskemi 

reperfüzyon hasarı, ateroskleroz, karsinogenez olmak üzere birçok hastalıkta birikim 

gösterirler [31-33]. 

 

2.3.4. Lipid peroksidasyonu 

Serbest radikaller, hücre membranındaki çoklu doymamış yağ asidi zincirinin 

alfa metilen gruplarından bir hidrojen atomunu uzaklaştırarak lipid 

peroksidasyonunu başlatırlar. Biyolojik sistemlerde bu tepkimenin süperoksit anyonu 

(O2˙‾) ve hidroksil radikali (OH˙) ile gerçekleştiği kabul edilmektedir. Özellikle 

hidroksil radikali (OH˙) lipid peroksidasyonunun uyarılmasında çok önemlidir. Bu 

radikal, Fenton ve Haber-Weiss tepkimelerinde O2˙‾ radikalinden veya H2O2’den 

demirin katalitik etkisiyle oluşmaktadır [34,35]. 

Buna göre süperoksit önce daha stabil bir metabolit olan H2O2’e dönüşür. 

 

O2˙‾ + O2˙‾ + 2H+               H2O2 + O2 

 

O2˙‾ radikali, Cu2+ gibi geçiş metalleri ve radikal türleriyle tepkimeye girer ve 

H2O2 ile “Haber-Weis” tepkimesini vererek oldukça toksik hidroksil radikalini 

oluşturur.  

O2˙‾ + H2O2                    OH˙ + OH‾ + O2 

 

Demir iyonları varlığında “Fenton tepkimesi” ile hidroksil oluşumu daha da 

hızlanır.  

Fe2+ + H2O2                          Fe3+ + OH˙ + OH‾ 
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Temel olarak lipid peroksidasyonu başlıca 3 basamaktan oluşur; başlama, 

çoğalma ve sonlanma. Başlangıç evresinde serbet radikallerin etkisi ile yağ asidi 

zincirinden hidrojen atomunun uzaklaşması sonucu yağ asidi zinciri radikal (L˙) 

özellik kazanır. Başlangıçta dayanıksız bir bileşik olan bu lipid radikali sonrasında 

moleküler oksijen ile tepkimeye girerek lipid peroksil radikalini (LOO˙) yapar. Bu 

lipid peroksil radikalleri de membranlardaki çoklu doymamış yağ asitlerini 

etkileyerek bir yandan yeni lipid radikallerinin oluşumunu sağlarken (zincir 

tepkimeleri) bir yandan da kendileri açığa çıkan hidrojen atomlarını alarak lipid 

hidroperoksitlerine (LOOH) dönüşmektedir (Şekil 7) [33-35]. 

Lipid peroksidasyonunun temel ürünleri lipid hidroperoksitleridir (LOOH). 

Bunun yanında lipid peroksidasyonu tepkimeleri sırasında malondialdehit (MDA), 

propanal, hekzanal ve 4 hidroksinoneal (4-HNE) pekçok yan ürün oluşur. Lipid 

peroksidasyonu sonucu oluşan primer ve sekonder lipid peroksitleri hücrelerde DNA 

ve birçok protein ile etkileşerek hücre hasarına yol açarlar. Tiyobarbitürik asid ile 

tepkime veren bu maddelerin ölçümü (TBARS) lipid peroksidayonunun en duyarlı 

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

Manganın mitokondrideki trikarboksilik asid döngüsü enzimlerinde ve ETZ 

aktivitesinde inhibisyon yaparak ATP üretiminin azalmasına ve mitokondriyal hasara 

yol açtığı bildirilmiştir [36-38]. Mn’ın neden olduğu mitokondriyal hasarın bazı 

antioksidan ajanlarla azaltılabilmesi Mn toksisitesinde oksidatif stresin  rolünü 

desteklemektedir [39]. Hazell ve arkadaşları çalışmalarında hayvanlara bir 

antioksidan olan N-asetilsisteini ve 50 mg/kg MnCl2 birlikte vermişler ve N-

asetilsisteinin Mn’a bağlı patolojik değişiklikleri önlediğini göstermişlerdir [40]. 

Stephenson ve arkadaşları, nöronal SHSY5Y hücrelerinde Mn uygulamasının doza 

bağlı olarak hücre canlılığını azalttığını, buna karşılık kültür medyumuna GSH ve N-

asetilsistein eklenmesi halinde ise hücrelerin Mn toksisitesine karşı korunduğunu 

bildirmişlerdir [41]. Bir başka çalışmada ise in vitro ve in vivo koşullarda Mn 

toksisitesine karşı E vitamin analoğu olan Trolox ve anti-inflamatuar ajan 

indometasinin oksidatif hasarı, nöroinflamasyonu ve sinaptodendritk dejenerasyonu 

önlediği gösterilmiştir [42]. 

Edaravon (3-methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-5-one), son yıllarda giderek ilgi 

gören ve özellikle nörodejeneratif süreçlerde koruyucu etkiye sahip bir 

antioksidandır (Şekil 8). Özellikle beyinde gelişen iskemi-reperfüzyon hasarı 

sonrasında ortaya çıkan oksidatif stres, inflamasyon, ödem ve apopitozun 

önlenmesinde etkili olduğu bildirilmiştir [43-47]. 

Edaravonun antioksidan etkilerinin ortaya çıkışında OH˙ radikalini 

baskılaması, OH˙ radikaline bağımlı ya da bağımsız gelişen lipid peroksidasyonunu 

inhibe etmesi gibi mekanizmalar öne sürülmüştür [43-47]. Edaravon, suda ve yağda 

çözünür peroksil radikali ile indüklenen peroksidasyon sistemlerine karşı C ve E 

vitaminlerinin sahip olduğu inhibitör etkileri gösterir [48,49]. Edaravon, enzimatik 
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olmayan lipid peroksidayonu ve lipoksijenaz yolağının her ikisini de inhibe ederek 

iskemi-reperfüzyon hasarına bağlı gelişen endoteliyal hücre ve nöron ölümü, beyin 

ödemi ve diğer nörolojik patolojilere karşı güçlü antioksidan etkiler ortaya koyar 

(Şekil 8). 

 

 

 

Şekil 8: Edaravonun kimyasal yapısı 

 

Çeşitli çevresel toksin maruziyetine bağlı gelişen toksisitelerde edaravonun 

yararlı etkileri bildirilmiştir. Örneğin bir herbisid olan parakuat canlıda karaciğer, 

akciğer, böbrekler gibi birçok organda hasara yol açmaktadır. Parakuata maruz 

kalmış ve edaravon verilen  farelerin yaşam süreleri anlamlı düzeyde uzamıştır [50]. 

Bir başka toksik ajan olan metamfetamin yüksek dozlarda striatal dopaminerjik 

liflerde dejenerasyon yapar ve bu nörotoksik etkinin ortaya çıkmasında oksidatif 

stres rol oynamaktadır. Edaravon peroksinitrit oluşumunu önleyerek striatumda 

metamfetamin ile indüklenen nörotoksisiteyi azaltır [51]. Edaravonun (1-methyl-4-

phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) aracılı dopaminerjik nörotoksisite üzerinde 

koruyucu etkileri gösterilmiş olmakla birlikte Mn toksisitesindeki etkileri hakkında 

bir çalışmaya rastlanmamıştır. 
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2.5. Mangan kontrastlı manyetik rezonans görüntüleme (Mn-MRG) yöntemi ve 

kullanım alanları 

Manyetik rezonans görüntüleme (MRG), tıpta kullanılan  ileri ve gelişmiş bir 

radyolojik yöntemidir. Vücudumuzda diğer atomlara oranla yaklaşık % 80 oranında 

hidrojen atomu bulunur. Görüntü insan vücudundaki su moleküllerinde yer alan 

hidrojen atomlarındaki protonları kullanarak ortaya çıkar. MRG cihazı; büyük bir 

mıknatıs, radyo dalgaları ve anten kullanarak bu imajları oluşturur. Yerkürenin 

manyetik alanı 0.5 Gauss düzeyindedir. 1 Tesla (T), 10.000 Gauss’a eşittir. Tıpta 

dünyanın manyetik alan gücünün yaklaşık 20 bin katı olan 1-3 T makinalarla 

inceleme yapılmaktadır [52]. 

  En küçük yapı taşı olan atomlar proton, nötron ve elektron adı verilen 

partiküllerden oluşur. Protonlar pozitif yüklü partiküllerdir ve nötron ile birlikte 

çekirdekte bulunurlar. Protonlar çekirdek içerisinde kendi etraflarında dönerler. 

Nötronlar yüksüz partiküllerdir ve onlar da tıpkı protonlar gibi kendi etraflarında 

dönerler. Çekirdekte bulunan proton ve nötronun dönüş hareketleri nükleer 

manyetizma nedeniyle gerçekleşmektedir. Nötron her ne kadar yüksüz de olsa, 

nükleer manyetizmaya katkısı vardır. Bir atomda nükleer manyetizmanın 

oluşabilmesi için proton ve nötron sayılarının her ikisi de tek sayıda veya bir tanesi 

çift, bir tanesi tek sayıda olması gerekir. Hem proton sayısının hem de nötron 

sayısının çift olduğu durumlarda partiküller birbirlerini nötralize eder ve nükleer 

manyetik alan momenti sıfırlar. MR’ın en önemli yapı taşı hidrojendir. Elektronlar da 

çekirdekler gibi manyetik alan oluşturabilirler. Ferromanyetizm, paramanyetizm, 

diyamanyetizm elektronların neden olduğu manyetik kuvvetlerdendir. Bir atomdaki 

elektron orbitlerinde veya orbit alt gruplarında çift sayıda elektron bulunuyorsa, 
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elektronlar birbirlerini nötralize ederler ve manyetik alan oluşmaz. Bu elementler 

diyamanyetik elementlerdir [52,53]. 

Diyamanyetik elementler eksternal bir manyetik alana maruz kalırlarsa; dış 

manyetik alan gücü ile doğru orantılı, fakat ters yönde ve zayıf amplitütte manyetizm 

gösterirler. Atomların son elektron halkasında tek sayıda elektron varsa dış manyetik 

alana gerek kalmadan da manyetizm oluşur. Bu atomların oluşturduğu elementlerde 

manyetizm olmaz fakat dış manyetik alana maruz kalırlarsa manyetik güç ile doğru 

orantıda, aynı yönde ve güçlü manyetik etki oluştururlar. Bu maddelere 

paramanyetik maddeler denir. Bir kalsiyum (Ca2+) analoğu olan nöronlara ve diğer 

eksite olabilen hücrelere voltaj kanallı (Ca2+) kanalları ile giren Mangan iyonu 

(Mn2+), paramanyetik özellikte olup, dokuların T1 zamanını kısaltarak pozitif 

kontrast oluşturur [54]. 

Paul Christian Lauterbur (1929-2007) Peter Mansfield ile birlikte manyetik 

rezonans görüntüleme alanındaki çalışmalarından dolayı 2003 yılında Nobel 

Fizyoloji Tıp ödülünü  kazanmıştır. Bu bilim adamının manyetik rezonans 

tarihçesinde önemli bir rolü olan divalan mangan iyonu ile ilgili yaptığı erken 

deneysel çalışmalardaki prensipler uzun zamandır geçerliliğini korumaktadır. Paul 

Christian Lauterbur tarafından erken dönemlerde nicel yapısal bazlı olarak yapılan 

bazı çalışmalarda, Mn’ın paramanyetik relaksasyona bağlı nükleik asit ya da 

proteinlerin makromoleküler içeriğini, nükleer manyetik rezonans tekniği ile 

ölçülmüştür. Bu parlaklaşma etkisi  biyomoleküldeki özgül  Mn’ın güçlü dipol-dipol 

etkisi sayesinde oluşur. Mn’ın su relaksasyonunu değiştirme özellikleri ve etkileri, 

çoğu  eritrosit gibi sağlam duvarlı hücrelerdeki su geçişinin, kesin ve nicel 

ölçümlerinde kullanılır. Mn ekstrasellüler boşlukta T2 değişimini sağlayarak,  hücre 

içindeki suyun T2 değerini  saptar. Bugün bu düşünce ile hücre içi ve dışı arasındaki 
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su transportu in vivo olarak ölçülür. Manyetik rezonans tekniğinin büyük bir 

kimyasal araçtan, biyolojik bilimleri etkileyen bir sürece dönüşünde Mn kritik bir rol 

oynamıştır. Bu çalışma ‘Uyarılmış lokal etkileşimlerle görüntü oluşturulması: 

nükleer manyetik rezonans kullanma örnekleri’ olarak 1973 yılında yayınlanmıştır 

[53]. Suyun longitidunal relaksasyonunu değiştirmek için kullandığı paramanyetik 

iyon  olan MnSO4,  toksisitesi nedeniyle ileri çalışmaların yapılması kısıtlanmıştır 

[54,55]. 

Mn’ın toksik bir madde olması, MRG için Mn’lı kontrast madde 

geliştirilmesini yavaşlamıştır. Ancak 3 ana nedenle bu konuda Mn’lı MRG 

çalışmaları devam etmiştir. Birincisi; Mn maruziyetinin toksisite oluşturarak 

nörolojik hastalıklara neden olması ve beynin spesifik belli alanlarında birikme 

eğilimi bulunmasıyla bu bulguların çeşitli çalışmalarda MRG ile 

değerlendirilmesidir. İkincisi; şelatlanmış haliyle non-toksik olan ve FDA ( Federal 

Drug Administration/ Amerikan Federal İlaç Uygulamaları)  tarafından kabul edilen 

forma kavuşmuş olan Mn ile karaciğer, pankreas ve kalp gibi organlarda etkin 

görüntüleme oluşturan yavaş salınımlı ajan olan MnDPDP (Manganese 

dipyridoxaldiphosphate) geliştirilmiştir. Üçüncü nedeni ise; Mn’ın biyolojik 

özellikleri kullanılmasıyla yapılan ve yeniden ilgi görmeye başlayan, mangan 

kontrastlı manyetik rezonans görüntüleme  (MK-MRG)  deneyleridir [54-57].  

Mn tüm memelilerin yaşam süresi boyunca işlevi olan normal gelişim ve 

vücut için  gerekli bir iz elementtir. Arginaz, SOD gibi enzimleri düzenler ve serbest 

radikal detoksifikasyonu, nörotransmiter sentezi ve elektron aktarma işlevleri vardır. 

Bu biyolojik işlevlerin tanımlanması, Mn’ın kontrast madde olarak kullanımını 

yorumlamakta gereklidir.       
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Bu çalışmalarda Mn’ın veriliş yolu ve dozu önem taşımaktadır. Bir kontrast 

madde olarak Mn kullanımındaki önemli dezavantajı hücresel toksisite olup  bunun 

insanlarda kullanımı için kritik bir konu oluşturması nedeniyle olabildiğince az doz 

kullanılması gerekmektedir. Sistemik veriliş sonrası kalsiyum akışını ve non-invaziv 

olarak sinir ağı görüntülemesini sağlar [54].  

Mn’ın doku yapısını bir kontrast  madde olarak göstermesiyle ilgili çalışmalar  

başlıca 3 ana konuda yapılmıştır [55].  Bunlardan birincisi;  Mn’ın doku mimarisini 

tanımlamak için kullanılan bir kontrast madde olmasıdır. Toksik etkilerini 

araştırmaya yönelik olarak, Mn’ın akut ve kronik verilmesi sonrasında, insan ve 

hayvan beynindeki dağılımının spesifik beyin alanlarında birikimi (amigdala, 

olfaktör bulbusda nöronal hücre katmanlarında, hipokampus, serebellum ve 

kortekste) ve  dağılımı çalışılmıştır. Aynı zamanda  amigdala, olfaktör bulbusdaki 

nöronal hücre tabakaları, hipokampüs, serebellum ve korteksdeki beyin yapılarındaki 

detaylı bilgilere de ulaşılmıştır [54-57].  

İkinci ana konuda yapılan MK-MRG çalışmalarında; biyolojik kalsiyum 

analoğu olarak beyin ve kalp fonksiyonlarına ilişkin çalışmalar yapılmış ve 

fonksiyonel bir harita oluşturulmuştur. Kalsiyumun içeriye geçişi ve kalp ve beyin 

dokularında aktivasyon yerinde spesifik sinyal artışı, hemodinamik değişikliklere 

bağlı olarak spesifik MRG sinyal artışı oluşturur. Bu yönde iskemik kalp hastalığında 

MnCl2 ve MnDPDp’nin canlı hücreler için bir marker olarak kullanımı yanısıra 

kemirgenlerde beyin fonksiyonel nöronal aktivitesinde de  Mn-MRG çalışmaları 

yapılmıştır [54-57]. 

Üçüncü ana MK-MRG araştırma alanı ise, nöronal bağlantıları izlemek için 

yapılan çalışmalardır. Bu çalışmalar non-invaziv ve işlevsel spesifik sinir ağlarının 

görüntülemede sayısız olanaklar sunmuştur. Böylece öğrenme, plastisite, yaralanma 
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ve onarım gibi konular hakkında öncesinde ve sonrasında geniş bir inceleme 

yapılması imkanı doğmuştur. Mn’ın belirli beyin bölgelerindeki birikimi, bu sinaptik 

bağlantılarının anatomik ve işlevsel açıdan incelenme fırsatı yaratmış ve MK-MRG 

için yeni olanaklar ortaya koymuştur [55, 58- 65]. 

 MK-MRG için düşük doz ve yüksek duyarlılık geliştirmek önemli bir 

çalışma alanıdır. Halen hayvanlarda kullanılan dozlar, insanlarda kullanılabilir 

dozlardan daha yüksektir. İntensite (yoğunluk) değişikliklerinin incelendiği  MK-

MRG’de kullanılan intensite oranı değişikliği, % 50-100 iken fonksiyonel 

çalışmalarda bu oran % 2-5 olsa yeterli  olmaktadır [54-56]. Sayıları her geçen yıl 

artan hayvan modelleri ile MK-MRG kullanımı çalışmaları yakın gelecekte 

insanlarda görülen hastalıkların tanısında da kullanımının yolunu açacak gibi 

görünmektedir.  
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BÖLÜM II 

 

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Deney hayvanları ve çalışma deseni 

Çalışma için Ege Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ ndan 

gerekli onay alındı (2011-079, Ek 1). Çalışmada toplam 40 adet Sprague Dawley 

türü 6-8 haftalık erkek sıçan kullanıldı. Sıçanlar 4 grup olacak şekilde kafeslere 

rastgele dağıtıldı ve vücut ağırlıkları çalışma öncesinde ölçüldü. Mangan 

uygulamasına bağlı toksisite modeli için MnCl2 10 mg/kg olacak şekilde 

intraperitoneal yolla her sabah 10:00-11:00 saatleri arasında 4 hafta (28 gün) 

boyunca uygulandı. Tedavi grubu olarak edaravon (1 ve 5 mg/kg) MnCl2 ile birlikte 

uygulandı. Kontrol grubu olan sıçanlara serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) verildi.  

• MnCl2 hazırlığı: MnCl2 (MW: 125.8) hergün taze olarak serum fizyolojik içinde 

hazırlandı. Enjeksiyon öncesinde pH 0.1 M NaOH ile 7.4’ e getirildi.  

• Edaravon hazırlığı: Edaravon (MW: 174.2) 1 ve 5 mg/kg olacak şekilde taze 

hazırlandı. Tartımı yapılan edaravon önce 100 µl saf etanol içinde çözüldü, 

ardından toplam hacim 10 ml olacak şekilde serum fizyolojik ile sulandırıldı. 

• Çalışma grupları; 

Grup I (n=10): 1ml/kg Serum fizyolojik alan grup  

Grup II (n=10): 10 mg/kg MnCl2 + Serum fizyolojik alan grup 

Grup III (n=10): 10 mg/kg MnCl2 + 1 mg/kg edaravon alan grup 

Grup IV (n=10): 10 mg/kg MnCl2 + 5 mg/kg edaravon alan grup 

Çalışmada uygulanan Mn ve EDA dozları literatürdeki çeşitli in vivo 

çalışmalarda kullanılan dozlar dikkate alınarak kararlaştırılmıştır. 
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Çalışma gruplarındaki hayvanların genel durumları düzenli kontrol edildi ve 

çalışma boyunca toplam 5 kez ağırlık ölçümü yapıldı. Mn + SF uygulanan gruptaki 

hayvanlardan birinin ölmesi nedeniyle çalışmadan çıkarıldı. İlaç uygulamalarının 

sonunda motor güç testi ve MR görüntüleme deneyleri gerçekleştirildi. Bu deneylerin 

bitiminde hayvanlar dekapitasyon yöntemiyle sakrifiye edildi ve beyinleri hızlı bir 

şekilde çıkarılarak çalışma gününe dek -80 °C de saklandı. Çalışma gününde beyin 

dokularından mitokondri izolasyonu yapılarak ETZ enzimi kompleks I aktivitesi, 

lipid peroksidasyonu (TBARS), protein oksidasyonu (protein karbonil düzeyi) ve 

total protein düzeyi ölçüldü.  

 

3.2. Manganın beyin dokusuna geçişinin ve dağılımının MRG ile 

görüntülenmesi 

Manganın beyin dokusuna geçişinin ve dağılımının izlenmesinde manyetik 

rezonans görüntüleme (MRG) yönteminden yararlanıldı. Bu yöntem ilk olarak 

yaklaşık 25 yıl önce London ve arkadaşları (1989) tarafından bildirilmiş olup bugüne 

kadar başta serebrovasküler kanama, postnatal iskemi ve anterograd aksonal 

işaretleme çalışmaları gibi birçok deneysel çalışmada, küçük laboratuvar hayvanlarda 

yapılan gelişim çalışmalarında ve  Mn ile ilgili birikim ve toksisite çalışmalarında 

kullanılmıştır [54-59]. 

Çalışmamızda MRG ölçümleri için sıçanlara önce intraperitoneal 50 mg/kg 

ketamine (Ketalar; Eczacibasi Warner-Lambert Ilac Sanayi, Levent, Istanbul) ve 7 

mg/kg ksilazin (Rompun, Bayer Sisli, Istanbul) ile anestezi işlemi uygulandı. 

Uyutulan hayvanlar 8 kanallı el bileği koiline yerleştirilerek 3 Tesla MR cihazında 

görüntülendi (Magnetom Verio; Siemens, Erlangen, Germany). Görüntülerin elde 

edilmesinde kullanılan cihaz bilgileri için daha önce gerçekleştirilen bir 



 26 

çalışmamızdaki verilerden yararlanıldı [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 gücün belirlenmesi 

Kaba motor gücün belirlenmesinde eğimli tabla kullanıldı [66]. Eğimli tabla 

menteşeli bir sistem olup bu sistemde deney hayvanı tabla yatay konumdayken 

yerleştirilir, ardından tabla derece derece yukarıya kaldırılır ve hayvanın düşmeden 

durabildiği maksimum açı belirlenir. Her hayvan için üç deneme yapılır ve 

ortalaması kaydedilir. 

 

3.4. Beyin dokusundan mitokondri izolasyonu 

Beyin dokularından mitokondri izolasyonu diferansiyel santrifüjleme tekniği 

kullanılarak Ikegaya ve ark. yöntemine göre yapıldı [67].  

 

Gerekli kimyasallar: 

• 250 mM sükroz  (MW: 342.30 g/mol) 

• 1 mM EDTA (MW: 292.24 g/mol) 

• 1 mM Tris-HCl 

 

Homojenizasyon tamponu: 

250 mM sükroz, 1mM EDTA, 1 mM Tris-HCl, pH: 7.4  

 

Sulandırma tamponu:  

1 mM Tris-HCl, pH: 7.4 
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İzolasyon işlemi: 

Beyin dokuları 4° C’ deki homojenizasyon tamponu ile homojenize edildi. 

Homojenatlar 1 ml’ lik Eppendorf tüplerine alındı ve 1500 g’de 10 dakika 

döndürüldükten sonra süpernatantları temiz tüplere toplandı, pelletleri ise atıldı. 

Toplanan süpernatantlar 800 g’de 20 dakika döndürüldü. Bu kez süpernatantları 

uzaklaştırıldı ve tübün dibindeki pelletler temiz tüplere toplandı. Pelletler aynı 

tamponla sulandırıldı ve 8000 g’de 20 dakika santrüfüjlendi. Süpernatantları atıldı, 

pelletleri tüpte bırakıldı ve mitokondriyal pelletler enzim aktivitelerinin ölçümü için 

1mg protein/ml olacak şekilde sulandırma tamponu ile sulandırıldı.  

 

3.5. Mitokondriyal elektron transport zinciri enzimi Kompleks I aktivitesinin 

ölçümü  

Mitokondriyal Kompleks I (NADH: CoQ oksidoredüktaz) aktivitesi, uygun 

miktarda mitokondri süspansiyonun eklenmesinin ardından NADH’ nin NAD’e 

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

 

Gerekli kimyasallar: 

• CoQ1 (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 karışımı hazırlığı:  

Tepkime karışımı 20 mM fosfat tamponu (pH 7.4) içinde, 2.5 mg BSA, 200 

mM NADH, 1.7 mM KCN, 3 mM antimisin, ve 100 mM CoQ1 olacak şekilde 

hazırlandı.  

 

Ölçüm yöntemi: 

Enzim aktivitesinin ölçümü için, 20 µl mitokondri örneği 37° C deki 960 µl 

tepkime karışımına eklendi ve 2 dakika inkübe edildi. Ardından karışıma 20 µl 

NADH eklendi ve NADH’ nin oksidasyonu 30 sn aralıklarla 4 dakika boyunca 340 

nm’ de monitorize edildi. Ardından enzim aktivitesi yine 20 µl mitokondri örneği 

kullanarak ve tepkime karışımına bu kez 1 µl rotenon (1 mM/DMSO içinde) 

eklenerek 30 sn aralıklarla 4 dakika boyunca izlendi. Rotenona duyarlı kompleks I 

aktivitesi, rotenon yokluğunda (total enzim aktivitesi) ve rotenon varlığında 

(rotenona dirençli enzim aktivitesi) elde edilen absorbans değerlerinin birbirinden 

çıkarılmasıyla bulundu. Mitokondri örneklerindeki kompleks I aktivitesi aşağıdaki 

formül kullanılarak hesaplandı ve nmol.min-1.mg protein-1 olarak ifade edildi.  

 

                    ΔA x Toplam hacim (µl)  

                    Δt 

 

                   Örnek hacmi x P x L x ε 

 

 

 

 

ΔA: A2-A1 (340 nm de elde edilen absorbans değişikliği) 

Δt: zaman (dk) 

P: mg/ml (örnekteki protein miktarı) 

L: Okuma küvetinin genişliği (1 cm) 

ε: NADH’ nin ekstinksiyon koefisiyenti  (6.22 mM-1cm-1) 
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3.6. Protein karbonil düzeyinin ölçümü 

Protein karbonillerinin ölçümü Fagan ve ark. yöntemine göre yapıldı [69,70]. 

Protein karbonillerinin ölçümü proteinlerin oksidatif hasarı hakkında bilgi verir. 

Proteinlerin reaktif oksijen ürünleri ile etkileşime uğraması sonucunda polipeptid 

zincirlerinde fragmantasyon ve amino asid modifikasyonu gelişir. Protein 

karbonillerinin ölçümünde en çok kullanılan yöntem 2,4 dinitrofenil hidrazin 

(DNPH) yöntemidir. Yöntem, protein karbonillerinin DNPH ile etkileşimi sonucu 

ortaya çıkan hidrazonun 365 nm’de spektrofotometrik olarak ölçümü prensibine 

dayanır. 

 

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) 

Çözeltilerin hazırlığı: 

• 10 mM DNPH çözeltisi: 198 mg DNPH 100 ml 2 N HCl içinde çözüldü. 

• Etanol/etil asetat çözeltisi: 1:1 (v/v) olacak şekilde taze hazırlandı. 

• 2 N HCl: 16.6 ml 12 N HCl toplam hacim 100 ml olacak şekilde distile suya 

eklendi. 

• % 20 TCA: 20 g TCA 100 ml distile suda çözüldü. 

• 6 M guanidin HCl çözeltisi: 171 g guanidin HCl 300 ml potasyum fosfat 

tamponu (20 mM, pH:2.3) içinde hazırlandı. 
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Ölçüm yöntemi: 

 Örnek Kör 

Homojenat 250 µl - 

Distile su - 250 µl 

İnkübasyon 37 º C’ de 30 dakika inkübe edildi. 

DNPH reaktifi                     250 µl 250 µl 

 Karıştırıldı ve oda sıcaklığında karanlıkta 1 saat 

bekletildi. 

% 20 TCA 250 µl 250 µl 

 Karıştırıldı ve 10 dk bekletildi. 

 7000 rpm’de 5 dk çevrildi. Süpernatant atılarak pellet 

etanol/etil asetat ile sulandırıldı. 

Etanol/ etil asetat (v/v) 800 µl 800 µl 

 Karıştırıldı, 7000 rpm’de 5 dk çevrildi. Süpernatant atıldı 

ve aynı işlem bir kez daha tekrarlandı. Son işlemde elde 

edilen pellet guanidin-HCl ile sulandırıldı. 

Guanidin HCl (6 M) 1000  µl 1000  µl 

 

 

 

Karıştırıldı ve 10 dk sonra standart ve örneklerdeki renk 

değişimi 565 nm dalga boyunda spektrofotometrede köre 

karşı okundu. Örnekler içindeki protein karbonil düzeyi 

nmol/mg protein olarak verildi. 
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3.7. Lipid peroksid düzeyinin ölçümü 

Lipid peroksidlerinin ölçümü Uchiyama ve Mihara yöntemiyle yapıldı [35]. 

Lipid hidroperoksidlerinin parçalanma ürünü olan tiyobarbitürik asid deriveleri 

(TBARS) yüksek derecede reaktif olan, sırası ile bir 3 karbonlu dialdehid veya 

karboksil grubu içeren bileşiklerdir. Bu moleküllerin her biri pH:2-3 değerindeki 2 

molekül TBA ile tepkimeye girer ve pembe renkte kromojen oluşturur (Şekil 9). Bu 

yöntemde kromojenin 532-535 nm dalga boyunda verdiği absorbsiyon 

spektrofotometrik olarak değerlendirilir ve aynı koşullarda çalışılan standart ile 

kıyaslanarak TBARS konsantrasyonu bulunur. 

 

 

 

Şekil 9: Tiyobarbitürik asid ile tepkimeye giren lipid hidroperoksidleri 

 

Gerekli kimyasallar: 

• % 0.67 tiyobarbitürik asid (TBA) (MW:144.15 g/mol) 

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

• 1,1,3,3- tetraetoksi propan (TEP) (standart, % 97’ lik, MW: g/mol) 
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Çözeltilerin hazırlığı: 

• % 0.67 TBA reaktifi için,  670 mg TBA 1 ml DMSO içinde çözüldü, sonra 

bu karışıma 99 ml distile su eklendi.  

• % 10 TCA için, 10 g TCA 100 ml distile suda çözüldü. 

 

TBA standartlarının hazırlığı: 

% 97’lik stok standart çözeltiden önce 1mM hazırlandı. Bunun için 8.33 µl 

TBA 1 ml ethanol içinde çözüldü, ardından bu karışıma 49 ml distile su eklendi. 

Sonra bu çözeltiden seri dilusyonla sırasıyla; 500 µM-0.625 µM aralığında çözeltiler 

hazırlandı. 

 

Örnek hazırlığı: 

200 µl homojenata 200 µl buz soğukluğundaki % 10’lik TCA eklenerek 

protein presipitasyonu yapıldı. Tüpler buzdolabında 15 dakika bekletildi. Sürenin 

bitiminde örnekler 5000 g’de 10 dakika santrüfüjlendikten sonra süpernatantları 

toplanarak ısıya dayanıklı cam tüplere alındı. 

 

Ölçüm yöntemi: 

 Örnek Standart Kör 

Homojenat 250 µl - - 

Standart - 250 µl - 

Distile su - - 250 

TBA reaktifi 1000 µl 1000 µl 1000 µl 

İnkübasyon   Sıcağa dayanıklı (pyrex) tüplerde hazırlanan tepkime 
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karışımları etüvde 95-100 ºC de 1 saat inkübe edildi ve sürenin 

sonunda çeşme suyu altında soğutuldu.  

Değerlendirme • Standart ve örneklerdeki renk değişimi 532 nm dalga 

boyunda spektrofotometrede köre karşı okundu.  

• Örnekler içindeki TBARS düzeyleri standart 

çözeltilerden hazırlanan kalibrasyon eğrisinden 

hesaplandı. Sonuçlar nmol/mg protein olarak verildi. 

 

 

3.8. Doku protein düzeyinin ölçümü 

Doku protein içeriği Bradford yöntemi ile ölçüldü [71]. Bu yöntemde 

Coomassie Brilliant Blue boyası asidik çözeltideki proteinlere bağlanarak spektral 

değişikliğe uğrar. Renk değişikliği 595 nm de spektrofotometik olarak 

değerlendirildi ve standartlarla elde edilen kalibrasyon grafiği kullanılarak örnekler 

içindeki protein miktarı hesaplandı. 

 

Gerekli kimyasallar:  

• Coomassie Brilliant Blue (MW: 825.97 g/mol) 

• % 95 Etil alkol  

• % 85 Fosforik asid  

• % 50 albumin standartı (MW: 66 kDa) 

 

Çözelti hazırlığı: 

100 mg Coomassie Brilliant Blue 50 ml % 95 etil alkol içinde çözüldü. Buna 

100 ml fosforik asid eklendi ve  çözelti 1 L’ye tamamlandı. 
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 Standart hazırlığı 

% 50 mg’ lık albümin (BSA) stok çözeltisinden % 25 mg, 12.5 mg, 6.25 mg, 

3.125 mg ve 1.567 mg’ lık çözeltiler seri dilüsyon ile hazırlandı. 

 

Ölçüm yöntemi 

100 µl örnek + 1 ml Coomassie Brilliant Blue çözeltisi ile karıştırıldı ve 10 

dakika sonra 595 nm’de köre karşı okundu. Kör, 100 µl su + 1 ml Coomassie Blue 

çözeltisi ile hazırlandı. Örnek içindeki protein miktarı standart çözeltilerden 

hazırlanan kalibrasyon eğrisinden % mg olarak hesaplandı. 

 

3.9. İstatistiksel analiz 

Çalışmada elde edilen veriler ortalama ± standart hata (S.E.M.) olarak verildi. 

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) istatistik 

paket programı kullanıldı. Verilerin değerlendirilmesinde tek yönlü varyans analiz 

(ANOVA) ve gruplar arası karşılastırmalarda post-hoc Bonferonni testi kullanıldı. 

p<0.05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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BÖLÜM III 

 

4. BULGULAR 

4.1 Vücut ağırlıklarındaki değişim 

Mn maruziyetinin kilo alımına etkisini araştırmak amacıyla çalışma boyunca 

tüm gruplarda toplam 5 kez ağırlık ölçümü yapıldı. Vücut ağırlıklarındaki değişim 

ilk tartım ve son tartım arasındaki % değişim olarak hesaplandığında SF alan grupta 

% 18.91 olarak kaydedildi. Buna karşılık 4 hafta boyunca Mn + SF alan grupta kilo 

artışının % 3.78 olarak gerçekleştiği, Mn ile birlikte 1 mg/kg ve 5 mg/kg EDA alan 

gruplarda ise sırasıyla % 10.93 ve % 17.67 oranında bir artış olduğu gözlendi (Şekil 

10). 

 

 

 

 

Şekil  10: Deney gruplarındaki hayvanların ağırlıklarının günlere göre değişimi  
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4.2. Manganın beyindeki dağılımının MRG ile elde edilen bulguları 

MR görüntüleme için anestezi uygulanan sıçanlar el bileği koiline yerleştirildi 

(Şekil 11). MR koronal beyin kesitleri incelendiğinde ve kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında T1 ağırlıklı sekanslarda Mn + SF uygulanan sıçanlarda özellikle 

ekstrapiramidal çekirdekler, hipokampus ve olfaktor bulbusta hiperintensite gözlendi 

ve bu durum mangan birikimi olarak yorumlandı (Şekil 12 ve 13). Mn ile birlikte 

EDA uygulanan gruplarda da hiperintensitenin görülmesi bu ajanın Mn’ın beyin 

dokusuna geçişine ve birikimine etkili olmadığı şeklinde yorumlandı (Şekil 14 ve 

15). 

 

 

  

Şekil  11: MR görüntülemesi için deney hayvanının el bileği koiline yerleştirilerek 

çekime hazırlanması 
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Şekil 12: Serum fizyolojik alan grupta T1 ağırlıklı koronal beyin MR görüntüleri 

 

 

 

Şekil 13: Mn + Serum fizyolojik alan grupta T1 ağırlıklı koronal beyin MR 

görüntüleri   
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Şekil 14: Mn + Edaravon alan grupta T1 ağırlıklı koronal beyin MR görüntüleri 
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 Şekil 15: a) SF b) Mn + SF ve c) EDA 5 mg/kg gruplarında MRG ile elde edilen 

karşılaştırmalı görüntüler. Okların bulunduğu beyin bölgelerindeki intensite artışı Mn 

birikimine işaret ediyor. 
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4.3. Mn toksisitesinin ve farklı dozlardaki edaravonun kaba motor güce etkisi 

Eğimli tabla ile yapılan motor güç testinin sonuçları ANOVA ile 

değerlendirildiğinde tüm gruplar arasında anlamlı fark olduğu görüldü (p<0.0005). 

Sonuçların post-hoc test ile değerlendirilmesi Mn + SF alan gruptaki sıçanların motor 

performansında kontrol gruplarına göre anlamlı azalma olduğunu (p<0.0005) ve 

EDA uygulamasının her iki dozunun da motor güçteki düşüşü anlamlı derecede 

azalttığını ortaya koydu (sırasıyla p<0.05 ve p<0.005) (Şekil 16). 

 

 

 

Şekil 16: Mn toksisitesinin ve farklı dozlardaki edaravonun kaba motor güce etkisi  

 

# p<0.0005 SF grubundan farklı 

* p<0.05 Mn + SF grubundan farklı 

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

etkisi 

Beyin dokusuna ait mitokondriyal kompleks I aktivitesi ölçümleri ANOVA 

ile değerlendirildiğinde gruplar arası anlamlı fark olduğu gözlendi [F(4,29)=14.97, 

p<0.0005]. Post-hoc Bonferroni testi, Mn + SF alan grubun kompleks I aktivitesinin 

SF alan gruba göre anlamlı düşük olduğunu ortaya koydu (p<0.0005). Buna karşılık 

Mn ile birlikte 5 mg/kg EDA verilen grupta enzim aktivitesi Mn + SF alan gruba 

göre anlamlı yüksek bulundu (p<0.05). EDA 1 mg/kg grubunda ise Mn grubuna göre 

fark olmadığı gözlendi (Şekil 17). 

 

 

 

Şekil  17: Mn toksisitesinin ve farklı dozlardaki edaravonun kompleks I aktivitesine 

etkisi 

# p<0.0005 SF grubundan farklı 

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

düzeylerine etkisi  

Beyinde ölçülen lipid peroksid düzeyleri ANOVA ile değerlendirildiğinde 

gruplar arasında anlamlı fark saptandı [F(4,29)=73.85, p<0.0005]. Çalışma gruplarının 

Bonferroni post-hoc testi ile karşılaştırılması lipid peroksid düzeylerinin Mn + SF 

alan grupta SF grubuna göre anlamlı yüksek olduğunu ortaya koydu (p<0.0005). Mn 

ile birlikte EDA verilmesi beyin TBARS düzeylerinde anlamlı azalmaya yol açtı 

(sırasıyla p<0.05 ve p<0.005). EDA’ nın 1 ve 5 mg/kg dozları arasında istatistiksel 

olarak fark saptandı (p<0.05). Bu sonuçlar EDA uygulamasının Mn maruziyetine 

bağlı oksidatif hasarı doza bağlı olarak azalttığı şeklinde yorumlandı (Şekil 18). 

 

 

 

Şekil 18: Mn toksisitesinin ve farklı dozlardaki edaravonun lipid peroksid düzeyleri 

üzerindeki etkileri 

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

** p<0.005 Mn + SF grubundan farklı, † p<0.05 Mn + EDA 1 grubundan farklı 
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4.6. Mn toksisitesinin ve farklı dozlardaki edaravonun protein karbonil 

düzeylerine etkisi 

Protein karbonil düzeyleri ANOVA ile değerlendirildiğinde tüm gruplar 

arasında anlamlı fark gözlendi [F(4,29)=43.03, p<0.0005]. Post-hoc test protein Mn + 

SF uygulanan gruptaki karbonil düzeylerinin SF grubuna göre anlamlı yüksek 

olduğunu gösterdi (p<0.0005). Tedavi grupları olan Mn + EDA 1 mg/kg ve Mn + ED 

5 mg/kg gruplarında ise karbonil düzeyleri Mn + SF grubuna göre anlamlı düşüktü 

(p<0.005). EDA’ nın uygulanan 2 dozu arasında ise anlamlı fark saptanmadı. Bu 

sonuçlar Mn ile birlikte uygulanan edaravonun Mn oksidatif etkilerine karşı 

koruyucu etki gösterdiğini ortaya koydu (Şekil 19). 

 

 

 

Şekil  19: Mn toksisitesinin ve farklı dozlardaki edaravonun protein karbonil 

düzeyleri üzerindeki etkileri 

# p<0.0005 SF grubundan farklı 

** p<0.005 Mn + SF grubundan farklı 
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BÖLÜM IV 
 

5. TARTIŞMA, SONUÇ VE ÖNERİLER 

Mangan, normal beyinin gelişimi ve işlevleri için gerekli bir element olup 

eksikliğinde konvülsiyon eşiğinin düştüğü bildirilmiştir. Bunun yanısıra Mn immun 

sistemin normal işlevleri, hücresel enerji metabolizması, kemik ve konnektif doku 

gelişimi ve pıhtılaşma için gereklidir. Beyinde ise antioksidan bir enzim olan SOD ve 

ayrıca nörotransmiter sentezinden ve metabolizmasından sorumlu birçok enzimin 

kofaktörü olarak işlev görür [1,2,74-76]. Son yıllardaki çalışmalarda Mn ile ilgili 

olarak çevresel ve mesleki nedenlerden kaynaklanan toksisiteden bahsedilmektedir.  

Özellikle metal ve pil endüstrisinde çalışan işciler en önemli risk grubunu oluşturur. 

Yüksek düzeyde Mn maruziyeti başta karaciğer olmak üzere akciğer, üreme 

organları ve immun sistemde ciddi hasara neden olur. Bu organların dışında Mn 

santral sisteminde özellikle bazal gangliyonlarda birikerek ve nörotransmiter 

metabolizmasını bozarak nöronal hasar oluşturur [74-76]. 

Çalışmamızda kronik Mn uyguladığımız sıçanlarda gelişen toksisitenin 

beyindeki etkilerini biyokimyasal ve radyolojik görüntüleme yöntemleriyle ortaya 

koymayı amaçladık. Oksidatif stresin önemli göstergelerinden biri olan lipid 

peroksidasyonu ve protein karbonilasyonunu değerlendirerek Mn toksisitesinin altta 

yatan mekanizmasını açıklamaya çalıştık. Ayıca mitokondri solunum zinciri enzimi 

olan kompleks I aktivitesinin ölçümü ile Mn toksisitesinin mitokondriyal işlevlerle 

ilişkisini gösterdik. Mekanizmaya yönelik bu çalışmalara ek olarak bir antioksidan 

ajan olan edaravonun Mn ile birlikte vererek koruyucu etkisini değerlendirdik. 

Çalışmamızda elde edilen bir başka önemli sonuç sıçanlara verilen MnCl2
’ ün 

beyin dokusuna geçtiğinin ve biriktiğinin MRG tekniği ile gösterilmesiydi. Mn 

paramanyetik özellikleri nedeniyle küçük hayvan görüntüleme çalışmalarında son 
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yıllarda giderek daha fazla kullanılmaktadır. Mn’ın dokuların hasar olan bölgelerinde 

fazlaca birikerek MR kesitlerinde parlaklaşma (hiperintensite) yapması özellikle 

nörodejeneratif modellerinin in vivo takibinde çok önemli avantaj sağlar [54-58]. 

Çalışmamızda elde edilen T1 ağırlıklı görüntülerinde kantitatif bir bulgumuz 

olmamakla birlikte kalitatif olarak Mn’ın oldukça belirgin şekilde bazal 

gangliyonlarda, hipokampus ve kortikal alanlarda yoğun şekilde biriktiği 

gözlenmiştir. Bu sonuç, kronik Mn maruziyetinin yol açtığı toksisitenin deneysel ve 

klinik çalışmalardaki belirti ve bulgularını destekler niteliktedir.  

Çalışmamızda Mn maruziyetinin hayvanların kilo alımına etkilerini 

araştırmak amacıyla 4 hafta boyunca kilo alımları takip edildi. Grupların kilo alımları 

değerlendirildiğinde Mn verilen grupta kilo alımının anlamlı düzeyde yavaşladığı, 

buna karşılık Mn ile birlikte EDA verilen gruplarda sıçanların kilo alım hızının 

kontrole yakın seyrettiği saptandı. Mn maruziyetinin hayvanların kilo alımına 

ekilerinden çeşitli çalışmalarda bahsedilmektedir. Örneğin, Cordova ve 

arkadaşlarının 8 günlük sıçanlarda yaptıkları bir çalışmada 20 mg/kg Mn verilen 

grupta kontrole göre kilo alımının anlamlı düzeyde yavaşladığı bildirilmiştir [77]. Bir 

diğer çalışmada ise erişkin sıçanlara 30 gün boyunca oral yolla verilen Mn’ ın kilo 

alımını % 50’ ye varan oranda yavaşlattığı ifade edilmiştir [78]. Çalışmamızda 

hayvanların yem tüketimleri kantitatif olarak ölçülmemekle birlikte literatürdeki Mn 

ve diğer toksik metallerle yapılan toksisite çalışmaları göz önüne alındığında Mn + 

SF alan sıçanların kilo alımındaki yavaşlama Mn’ın iştah üzerindeki olumsuz 

etkilerinden kaynaklanmış olabilir.  

Çalışmamızda Mn’ın motor aktivite üzerindeki etkilerinden yola çıkarak tüm 

gruplarının eğimli tabla düzeneğindeki kaba kas güçleri tayin edildi. Bu testin 

sonuçları, Mn uygulamasın kas gücünde belirgin azalmaya neden olduğunu ortaya 
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koydu. Manganın motor aktivite üzerindeki olumsuz etkileri literatürde farklı 

düzeneklerin kullanılmasıyla birçok çalışmada gösterilmiştir. Örneğin Avila ve 

arkadaşlarının çalışmasında kronik Mn uygulanan sıçanların açık alan testi 

skorlarının kontrol grubuna göre belirgin düşük olduğu belirtilmiştir [78]. Bir başka 

çalışmada Mn uygulanan sıçanların rotarod düzeneğinde düşmeden kalma sürelerinin 

kontrol grubuna göre azaldığı bildirilmiştir [77]. Bu çalışmaların yanısıra 

maymunlarda değişik doz ve süreler kullanarak yapılan Mn toksisitesi çalışmalarında 

rijidite, bradikinezi, intensiyonel tremor, koordinasyon bozukluğu ve hiperaktivite 

gibi pekçok motor işlev bozukluğu saptanmıştır [79,80].  

Mn’ın sinir sisteminde yarattığı toksisite hücresel düzeyde değerlendirildiğine 

bu etkilerin mitokondri ETZ komplekslerinin inhibisyonu, ATP sentezinde azalma ve 

serbest oksijen türlerinin oluşumunda artış nedeniyle olabileceği bildirilmiştir 

[81,82]. Bu mekanizmaların yanısıra vücuda giren iki değerlikli manganın (Mn2+) 

okside olarak üç değerlikli mangana (Mn3+) dönüşümü ve sonrasında dopaminerjik 

nöronlara taşınarak dopaminin oksidasyonuna yol açması da nörotoksisite 

gelişiminde rol oynar [83,84]. Mn kaynaklı nörotoksisite klinik olarak Parkinson 

hastalarında görülen distonik hareketlere benzer nörolojik bozukluğa yol açar.  

Mn hücreye girdiğinde mitokondride birikir. Yüksek miktarda Mn 

maruziyetinin mitokondriyal disfonfonksiyona yol açtığı çeşitli çalışmalarda 

gösterilmiştir. İki değerlikli Mn, mitokondri içine Ca2+ kanalı ile geçer ve matriks 

içinde pro-oksidan formu olan Mn3+ a dönüşür. Mn’ın her iki formu da hücrede 

birçok molekülün oksidasyonuna ve manganın toksik etkilerine neden olur [85]. Mn, 

mitokondride demir-sülfür içeren solunum zinciri enzimlerine Fe ile yarışmalı olarak 

bağlanır ve bu enzimlerin işlevini bozar. Bu enzimlerden biri olan kompleks I 

manganın hücredeki en önemli hedeflerinden bir tanesidir. Kompleks I’deki 
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aktivasyon kaybı ve Parkinson hastalığı arasindaki ilişkiyi ortaya koyan birçok 

çalışma mevcuttur [86,87]. 

Süperoksid radikali (O2˙‾) mitokondride ilk oluşan serbest oksijen radikalidir. 

Mitokondride O2˙‾ radikalinin en yoğun üretildiği bölgeler kompleks I ve III’ ün 

ubikinonu bağladığı bölgelerdir. Kalsiyum ve mangan gibi katyonların varlığı, 

mitokondriyal membran transizyonunun uyarılması ve elektron transport zincirinin 

inhibisyonu, hiperglisemi gibi faktörler mitokondriyal ROS oluşumunda artışa neden 

olur [24-28]. 

Çalışmamızda Mn’ın hücresel düzeydeki toksik etkilerinin belirlenmesi 

amacıyla beyin mitokondri fraksiyonlarında oksidatif stress parametrelerinden lipid 

peroksid ve protein karbonil düzeyleri ve ETZ enzimi kompleks I aktivitesi ölçüldü. 

Beyin lipid peroksid ve protein karbonil düzeyleri Mn alan grupta kontrol gruplarına 

göre anlamlı yüksek bulunurken, kompleks I aktivitesi kontrol grubuna göre anlamlı 

düşüktü. Mn ile birlikte 1 mg/kg ve 5 mg/kg EDA verilmesi lipid peroksidasyonunu 

ve protein oksidasyonunu anlamlı düzeyde önledi. EDA’nın lipid peroksidasyonu 

üzerindeki etkilerinin doza bağlı olarak ortaya çıktıği gözlendi. Kompleks I 

aktivitesindeki inhibisyon ise sadece 5 mg/kg EDA alan grupta düzelme gösterdi. Bu 

sonuçların yanısıra Mn ile birlikte EDA verilen gruplarda gerek vücut ağırlığı 

gerekse kas gücü ölçümlerinin Mn + SF alan gruba göre anlamlı düzeyde daha iyi 

durumda olduğu görüldü.  

Çalışmamızın sonuçları toplu olarak değerlendirildiğinde 4 hafta boyunca 

Mn’a maruz kalan sıçanların beyin dokusunda mitokondriyal oksidatif strese bağlı 

toksisite geliştiği görülmektedir. Edaravon ile toksisitenin etkilerinin azalması altta 

yatan mekanizmanın oksidatif stres ve mitokondriyal hasar üzerinden gerçekleştiği 

hipotezini güçlendirmektedir. Mn toksisitesi ile ilgili literatürdeki çalışmalar 
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incelendiğinde çalışmamızın bulgularını destekleyen çeşitli örnekler görülmektedir. 

Bu çalışmalardan birinde içme sularına farklı dozlarda Mn ilave edilen ve 30 gün 

boyunca bu suyu tüketen sıçanlarda davranışsal ve biyokimyasal ölçümler yapılmıştır 

[78]. Bu çalışmada striatum ve hipokampus bölgelerinde lipid peroksid ve protein 

karbonil düzeyleri ölçülmüş, lipid peroksid oluşumunun içirilen Mn dozuna bağlı 

olarak özellikle striatal kesitlerde kontrole göre yükseldiği bildirilmiştir. 

Çalışmamızda Mn uygulaması 10 mg/kg olacak şekilde ve periton içine verilerek 

yapılmıştır. Mn’ın veriliş yolları farklı olmakla birlikte iki çalışmanın da sonuçları 

Mn’ın beyin dokusunda oksidatif stresi indükleyerek toksisite oluşturduğunu 

desteklemektedir.  

Chen ve arkadaşları ise, sıçan beyninden hazırladıkları mitokondriyal 

fraksiyonlarda Mn2+ ve Mn3+ ün demir-sülfür içeren akonitaz ve kompleks I 

aktivitelerine etkilerini araştırmışlardır [88]. Bu çalısmanın sonuçlarına göre Mn’ın 

her iki formu da doza bağlı ve güçlü bir şekilde bu enzimleri inhibe ederek 

mitokondriyal disfonksiyona neden olmaktadır. Oksidatif açıdan daha reaktif olan 

Mn3+ daha güçlü inhibisyon yapmaktadır. Diğer bir çalışmada ise, sıçandan elde 

edilen primer striatal nöronlarda 48 saat boyunca farklı dozlardaki MnCl2 (5, 50 ve 

500 µM) uygulamasının doza bağlı şekilde hücre canlılığını ve mitokondri membran 

potansiyelini azalttığı, aynı zamanda kompleks II aktivitesinde de azalmaya neden 

olduğu gözlenmiştir [89]. Daha yeni bir başka in vitro çalışmada ise nöronal hücre 

kültürlerinde farklı dozlarda ve sürelerde uygulanan MnCl2, kaspaz 3 aktivitesinde ve 

ROS oluşumunda artışa neden olurken kompleks I aktivitesini inhibe etmiş ve ATP 

oluşumunu azaltmıştır [90].  

Çalışmamızın sonuçları ve literatürdeki diğer çalışmalar, akut ve kronik Mn 

maruziyeti sonucu gelişen toksisitenin temelde oksidatif stres nedeniyle ortaya 
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çıktığını düşündürmektedir. Çalışmamızda bu görüşü daha güçlü bir şekilde test 

etmek üzere antioksidan bir ajan olan EDA iki farklı dozda kullandık. EDA 

nöroprotektif etkileri nedeniyle 2001 yılında Japonya’da serebral iskemi olgularının 

tedavisinde kullanılmak üzere onay verilmiş bir ajandır. Klinik çalışmalarda EDA’ 

nın serebral iskeminin ilk 72 saati içinde verilmesi halinde infarkt alanında ciddi 

azalma sağladığı ve bu hastalarda 3 aylık takip sonuçlarının istatistiksel olarak 

olumlu olduğu bildirilmiştir [91,92]. EDA düşük moleküler ağırlıklı bir ajan olduğu 

için kan-beyin bariyerini kolaylıkla geçebilir. EDA bu klinik çalışmalar dışında 

çeşitli kimyasallarla veya cerrahi olarak oluşturulan birçok hayvan modelinde 

denenmiş olup miyokard, akciğer, barsak, karaciğer, böbrek, over hasarında ve sepsis 

modelinde koruyucu etki göstermektedir [93-98]. Tüm bu çalışmalar incelendiğinde 

EDA’nın hidroksil radikalini uzaklaştırarak, inflamasyonu modüle ederek, 

metalloproteinaz enzimlerini baskılayarak apoptotik ve nekrotik hücre ölümünü 

önlediği görülmektedir.  

Literatürde EDA’nın Mn toksisitesine karşı koruyucu etkilerini gösteren bir 

in vivo bir çalışmaya rastlanmamaktadır. Ancak yakın zamanda tamamladığımız bir 

in vitro çalışmada, sıçan beyninden hazırladığımız gliya kültürlerine farklı dozlarda 

Mn ile birlikte EDA eklenmesinin Mn toksisitesine bağlı hücre ölümünü ve lipid 

peroksid oluşumunu anlamlı düzeyde azalttığını gözlemledik [99]. Bunun yanısıra 

literatürde başka çevresel toksinlerle yapılan çalışmalarda EDA’nın koruyucu 

etkilerinden bahsedilmektedir. Bu çalışmalarda bildirilen EDA’nın hasar önleyici ve 

hücre koruyucu etkileri dikkate alındığında çalışmamızın sonuçlarının literatürdeki 

bilgilerle uyumlu olduğu söylenebilir. Örneğin Saibara ve arkadaşlarının yaptıkları 

bir çalışmada, oldukça toksik bir herbisid olan parakuatın farelerdeki toksisiteye 

bağlı ölüm oranının EDA verilmesi halinde anlamlı düzeyde azaldığı görülmüştür 
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[50]. Yine bir toksin olan metanfetaminin yüksek dozda kullanılmasıyla ortaya çıkan 

striatal dopaminerjik dejenerasyonun EDA’nın peroksinitrit oluşumunu önlemesine 

bağlı olarak yavaşladığı bildirilmiştir [51]. Bir herbisid ve mitokondri ETZ kompleks 

I inhibitörü olan rotenonun sıçanlara 5 hafta boyunca uygulanmasıyla geliştirilen 

Parkinson hastalığı modelinde ise, rotenon ile birlikte EDA verilmesi hastalığın 

davranışsal ve histolojik bulgularının gelişimini önlemiştir. Çalışmada EDA’nın 

mitokondriyal ROT üretimini ve apoptotik Bax molekülünün ekspresyonunu 

baskılayarak ve veziküler monoamin taşıyıcısını (VMAT2) up-regüle ederek 

dopaminerjik nöronları rotenonun etkilerinden koruduğu bildirilmiştir [100].  

Sonuç olarak diyebiliriz ki; çalışmamızda bulduğumuz kronik Mn 

maruziyetinin beyinde mitokondiyal oksidatif stresi indükleyerek toksisiteye neden 

olabileceği yönündeki sonuçlar literatürdeki in vitro ve in vivo diğer çalışmaları 

desteklemektedir. Bunun yanısıra, çalışmamızda elde ettiğimiz önemli bir diğer 

sonuç antioksidan ve nöroprotektif bir ajan olan edaravonun Mn maruziyetine bağlı 

nörotoksisite etkilerini azaltması olup bu sonucun bilimsel literatüre katkı 

sağlayacağını düşünmekteyiz. Ayrıca toksisite modelimizde Mn’ın beyindeki 

dağılımını MRG yöntemini kullanarak göstermiş olmamız özellikle ülkemizde 

gelecekte bu alanda yapılacak araştırmalar için katkı sağlayacaktır. Buna karşılık 

çalışmamızın en önemli kısıtlaması sonuçlarımızın histolojik ve davranışsal verilerle 

desteklenmemiş olmasıdır. Bu nedenle edaravonun kronik Mn zehirlenmelerinde 

koruyucu bir ajan olarak kullanılabilmesi için bu çalışmanın sonuçlarının daha 

detaylı temel ve klinik çalışmalarla desteklenmesi gerekmektedir. 
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