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1. GiRIS

Tiyoredoksin sistem iki antioksidan protein olan tiyoredoksin
(Trx), tiyoredoksin rediktaz (TrxR) ve NADPH'den olusur. TrxR, NADPH'yi
kullanarak Trx yapisindaki aktif bolge disulfitlerinin  reduksiyonunu
katalizler. Birgok fonksiyonu yaninda redukte Trx, genel protein disuilfit
indirgeyicisidir'. TrxR hiicre biiyiimesi ve oksidatif strese karsi koruma gibi
cesitli biyolojik fonksiyonlar sahiptir, bu rollerinin gogunu Trx’i redukleyerek
yapar?. Trx sistemin iskemik streste koruyucu etkisi vardir ve bu etkisi
antioksidan ve antiapoptotoik fonksiyonlariyla ilgilidir**.

Merkezi sinir sistemi vlcutta, kisitl anaerobik metabolizmasi
ve glikojen depolari nedeniyle iskemiye en duyarli dokulardan biridir.
Iskemik bolgesinin gevresinde kollaterallerce saglanan kalan kan akiminin
olmasi, néronlarin kisa bir sure igin olsa da morfolojik ve biyokimyasal
batinligina  korur. iskemi sonucunu belirleyen en 6nemli iki faktor
iskeminin derinligi ve iskeminin sUresidir. Sadece postiskemik
reperflUzyonun degil ayni zamanda iskemik hasarin da oksidatif stres
olusturabilecedi sodylenmistir’. Serbest radikallerin uzun sireli iskemide
énemli oldugu distinlir®.

Tiyoredoksin ~ rediktaz  bir  selenoenzimdir.  Beyin
travmalarinda ve beyin iskemisinde gorulen beyin hasarinda
selenoproteinlerin varlhigiyla, redoks durum dengede tutulmaya calsilir.
TrxR’nin ekspresyonunun artmasi néroprotektiftir’. TrxR'nin inhibisyonu,
oksidatif strese karsi antioksidan savunma sistemini zayiflatabilir ve
mitokondrial kaynaklardan reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikimi gértilebilir®.

Calismamizda, sigcan beyninde iskemik hasarla olusturulan
oksidatif stres ile antioksidan ve noroprotektif olan TrxR enzim duzeyi
arasindaki iligkiyi arastirmayi amacladik. Ayni zamanda redoks sistemle
iligkili néroprotektif ve norotrofik bir faktor olan epidermal buyume faktoru
(EGF)nin ve norotoksik etkili timor nekroz faktor-a (TNF-a)'nin iskemik
hasarla ne sekilde etkilendiklerini ve beyin iskemisindeki duzeylerini
arastirmayi amacladik. Ayrica ayni yonde calisan Trx sistem ve EGF ile zit
yonde fonksiyon gosteren TNF-a duzeylerini kargilastirarak incelemeyi
amacladik.

Serebral iskemi olusturulan ve taklit operasyonu yapilan
sicanlarda iskemik bodlgede ve periiskemik normal dokuda TrxR
aktivitesini, EGF ve TNF-a duzeylerini arastirdik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Serbest Radikaller ve ROS

Serbest radikaller, orbitalinde bir veya birden fazla
eslesmemis elektron bulunduran atom veya atom gruplandir. Bu
yapilariyla kimyasal olarak reaktif molekullerdir. Serbest radikaller; normal
bir molekulin kovalent bagdinin homolitik boélinmesiyle, normal bir
molekulden tek bir elektron kaybi veya molekulin heterolitik bolunmesiyle
ve normal bir molekulle tek bir elektronun eklenmesiyle olugur. Oksidatif
stres, reaktif oksijen tlrleri (=ROS) ve reaktif nitrojen turleri (=RNS)
konsantrasyonlarinin, hassas redoks dengeyi bozacak sekilde artmasi
sonucu meydana gelir®.

ROS’lar proteinler, lipoproteinler, lipitler ve DNA dahil gesitli
biyomolekiillerin bitiinligini tehdit eder'. ROS’larin hiicre ici sinyal
sisteminde araci oldugu bilinmektedir. Cesitli sitokinler, buyume faktorleri,
hormon ve noérotransmitterler, ROS’lari  hucre i¢i sinyal iletiminde ikincil
mesajci olarak kullanirlar’®, ROS’larin fazla (retimi oksidatif strese,
hicrenin fonksiyon kaybina ve sonunda apoptozise veya nekroza neden
olur'. ROS'lar ya DNA'ya oksidatif hasar vermek suretiyle promotor
bdlgelere baglanmay! azaltarak, ya transkripsiyon faktor aktivitesinin
redoks regulasyonunu direk etkileyerek, ya da transkripsiyon faktor
proteinlerinin redoks-nedenli modifikasyonu Uzerinden DNA
baglanmalarini etkileyerek, transkripsiyon faktér dedisim mekanizmalarini
kontrol edebilir'"'2. Tablo 1’de en ¢ok bilinen ROS’lar 6zetlenmistir.

Serbest radikaller ve ROS, kolaylikla serbest radikal
olusumu zincir reaksiyonunu baslatirlar. Bu reaksiyonu durdurmak igin,
yeni olusmus bir radikal, bagska bir serbest radikalle veya bir serbest
radikal temizleyicisi (zincir kirici veya antioksidan) ile reaksiyona girer,
bdylece eslesmemis elektronlar elimine edilmis olur”.



Tablo 1: Baglica ROS’lar ve metabolizmalari'

ROS Molekdli Ana Kaynaklari Enzimatik Savunma Uriinler
Sistemleri
Superoksit (O2") Elektron transport zincirinden  Superoksit dismutaz (SOD) H,O2+ O,
elektron sizintlari Siliperoksit rediktaz (bazi H,0,
Aktive olmus fagositler bakterilerde)

Ksantin oksidaz
Flavoenzimler

Hidrojen peroksit (H202) SOD yoluyla O;" den Glutatyon peroksidaz (GPx) H,O + GSSG
Katalaz H.O + O,
NADPH-oksidaz (nétrofiller) Peroksiredoksinler (Prx) H,O

Glukoz oksidaz
Ksantin oksidaz
Hidroksil radikali (OH ")  Gegis metalleri aracihgiyla
(Fe veya Cu) H,0, ve O, den
Nitrik oksit (NO™) Nitrik oksit sentazlar Glutatyon/tiyoredoksin S-nitrozo-glutatyon
rediktaz (TrxR) (GSNO)

Bir elektron transferiyle molekller oksijenin adim adim
reduksiyonu, olusan urunler ve ROS molekulleri arasindaki bag su sekilde
gOsterilebilir:

e e

e e
0, Q o % H,0; L’OH? OH" Lr} 2H,0

2H" 2H*
(Reaksiyon 1)

2.1.1. Superoksit (O2)

Superoksit iyonlari molekuler oksijene bir elektron ilavesiyle
olusur. Serbest radikal olmasina ragmen yuksek reaktivitesi yoktur. Lipit
membrandan gecemezler, bu nedenle olustuklari kompartmanda kalirlar.
Spontan olarak olusan superoksit 6zellikle  mitokondri i¢ zarindaki
solunum zincirinde, elektronlarca zengin aerobik bolgelerde meydana gelir
(sekil 1).

Superoksit ve hidrojen peroksit, ayni zamanda endojen
olarak flavoenzimler (6rnegin iskemi-reperfiizyon ile aktive edilmis ksantin
oksidaz') araciligiyla da olusabilir. Diger siiperoksit olusturan enzimler
lipoksijenaz ve siklooksijenazdir. Membran iligkili bir enzim kompleksi olan
fagositik hucrelerdeki NADPH bagimh oksidaz da yuksek duzeyde Oj°
olusturur™. Siperoksit hizlica hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
donusdr. Bu reaksiyon SOD tarafindan hizlandirilir.



H20 + O,

GPx
Flavin igeren /
enzimler o CuzZn-SOD Katalaz/ Prx

_  —

0.

OH"

Mn-SOD
_—> Lipid
peroksidasyonu

MRRARRR AR ARRARARRRARAARA
UL E L KU B LY LS

DNA veya protein
hasari

Sekil 1: Hicrede oksidatif ve antioksidatif sistemlerin basit bir gemasi.
Superoksit, mitokondride ve flavin iceren enzimler araciligiyla sitozolde 6nemli
miktarlarda iiretilir. iki molekiil siiperoksit, kendiliginden veya SOD ile, dioksijene
ve hidrojen peroksite doniisiir. Hidrojen peroksit farkli enzim sistemleri tarafindan
enzimatik olarak dioksijene ve suya metabolize edilir veya oldukga reaktif olan
hidroksil radikaline doniistiiriilir. Bu kimyasal reaksiyon ge¢is metalleri tarafindan
katalize edilir’.

2.1.2. Hidrojen Peroksit (H>O»)

Hidrojen peroksit bir serbest radikal degildir fakat biyolojik
membranlari gegme Ozelliginden dolayl ¢ok 6nemlidir. Myeloperoksidaz
etkisiyle hipoklorik asitin de (HOCI) dahil oldugu (reaksiyon 2) ROS
molekullerinin olusum reaksiyonlarinda bir araci gibi rol oynar. En 6nemlisi
gecis metallerinin oksidasyonu ile OH" radikalini olusturur (reaksiyon 3).
Hidrojen peroksit hiicre ici sinyal molekiilii olarak da calisir™. H,O,
katalaz, peroksiredoksinler (Prx) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzim
sistemleri tarafindan uzaklastirilir (sekil 1).

H" + Cl + H,O,_________, HOCI + H,0
(Reaksiyon 2)

2.1.3. Hidroksil Radikali (OH")

Biyomolekdller ile gli¢lu reaktivitesinden dolayr OH", biyolojik
sistemlere diger ROS’lardan daha fazla zarar verir. Farkh proteinlere ve
molekiillere baglanabilir. Metal iyonlarinin (Fe 2*, Cu *) katalizledigi bir
reaksiyonla hidrojen peroksitten meydana gelir. Bu, Fenton reaksiyonu
olarak bilinir:



H,0, + Cu */ Fe % —  » OH+ OH™ + Cu?®Fe™

(Reaksiyon 3)

+ 2+

Cu®/Fe* + 0 ——— Cu'lFe® +0,

(Reaksiyon 4)

Reaksiyon 3 ve 4, Haber-Weiss reaksiyonlari olarak
Ozetlenir, hidroksil radikalinin olusumunda gecis metalleri 6nemli rol
oynar’®. O,  ile reaksiyon sonucunda ferritin ve [4Fe-4S] merkezli
proteinlerden gecis metalleri salinabilir.

2.1.4. Nitrik Oksit (NO")

Nitrik oksit serbest radikaller arasinda gosterilir. Eslenmemis
elektronlarina ragmen bir ¢ok biyolojik molekll ile reaksiyon vermez. Diger
yandan serbest radikallerle, 6rnegin peroksil ve alkil radikallerle kolayca
reaksiyon verir. Daha az reaktif molekuller olduklarindan, serbest radikal
temizleyicisi gibi davranirlar, ornegin NO’nun hicre membranlarinda lipit
peroksidasyonunu engelledigi gdsterilmistir'®. O," ve NO’nun fazla lretimi
sonunda, birbirleri ile reaksiyona girerler ve ¢ok toksin olan peroksinitrit
(ONOO™ ) meydana gelir'’. Peroksinitritin reaksiyonlari pH, sicaklik ve
ortamda bulunan molekullere baghdir. Peroksinitrit, reaksiyon urunleriyle
veya direk olarak LDL’yi oksitleyebilir, seruloplazmini tahrip edip bakirin
serbest kalmasini saglayabilir, farkh proteinlerdeki tirozin kalintilarina
saldirabilir. NO, NO sentaz (NOS) ile L-arjinin’den sentezlenir (reaksiyon
5). Bu enzimin ug¢ ana izoformu vardir; néronal NOS (nNOS), induklenebilir
NOS (iNOS) ve endotelyal NOS (eNOS). izoenzimler iglevlerine ve
fonksiyonlarina gére farkliliklar gdsterirler®.

L-arjinin + O, + NADPH—— pl-sitrullin + NO+ NADP’

(Reaksiyon 5)

Fizyolojik konsantrasyonlarda NO, hicre igi bir mesajci
olarak guanilat siklaz ve protein kinazlari uyarir. Kan damarlarinda duz
kaslarin gevsemesini saglar. NO hidcre membranindan gegebildigi icin
diger hucrelere sinyal iletebilir. NO, hicresel fonksiyonun redoks
kontrolinde onemli bir faktordur. Fazla dretilmis NO, glutatyon (GSH) ile
reaksiyona girer ve S-nitroso-glutatyon (GSNO) olusur. GSNO, memeli
TrxR yada tiyoredoksin sistem tarafindan parcalanir, NADPH’nin tuketimi
ile GSH ve NO tekrar serbest kalir'®.



2.1.5. ROS’larin Fizyolojik Fonksiyonlari

Aktive olmug fagositler enfeksiyoz bakterileri oldirmek igin
yeterli miktarda ROS (retir. NADPH oksidaz kompleksi ile O," olusur®.
Superoksitler fagozomlarda SOD tarafindan H;O.'ye reduklenir. Hy0O,,
myeloperoksidaz tarafindan hipoklorik asite (HOCI) doénustaralar
(reaksiyon 2). Hipoklorik asit daha sonra kendiliginden OH’ye donusur
(reaksiyon 6-7). Reaksiyon 7 ile Fenton reaksiyonu (reaksiyon 3)
benzerdir. Fakat H,O2'nin yerini HOCI almigtir.

HOCI + O —— » OH + O, + CI
(Reaksiyon 6)

HOClI + Cu'/Fe?* ——— > OH + CIT + Cu?/Fe®
(Reaksiyon 7)

Fagozomlarda meydana gelen ¢ok reaktif bu iki ROS
molekuli (HOCI ve OH"), fagositlerce yutulmug bakteriler icin oldukca
toksindir. Ayni zamanda myeloperoksidaz reaksiyonu sirasinda meydana
gelen hipoklorik asit, bakteri membranina sikica baglanip DNA'’y1 kirarak
replikasyonu engeller, boylece antimikrobiyal savunmanin 6nemli bir
pargasini olusturur?'.

ROS tiyol gruplarini okside etmek yoluyla, GSH veya
proteinler  gibi  sulfidril  iceren  molekullerin  aktivitelerine  ve
konformasyonuna direk etkilidir. Bu tip bir redoks regulasyon pek c¢ok
enzimi, membran reseptorlerini, tirozin kinaz, kollajenaz, Ca*-ATPaz ve
protein kinaz C gibi karsinogenez ve sinyal iletiminde onemli birgok
proteini etkiler’?. Cesitli transkripsiyon faktérleri icin ROS’un fonksiyonu,
transkripsiyon kontroliiniin fizyolojik aracisi olmaktir'®?2. En iyi bilinen
redoksa hassas transkripsiyon faktdrler Niklear Faktor-kB (NF-kB) ve
Aktivatér Protein-1'dir (AP-1)*%%. Rediikte tiyoredoksin (Trx), AP-1’in
DNA’ya baglanmasini artirir. NF-kB, redoks mekanizmalarla regule edilir.

2.1.6. ROS’un Neden Oldugu Oksidatif Hasar

ROS’un mutajenik etkisi oldugu gdsterilmistir. ROS (6zellikle
OH’) ile reaksiyon sonucu DNA ayriimalari, DNA-protein ¢apraz baglarin
kirllmasi, purinlerin oksidasyonu gibi olaylar gorulir. Eger DNA-tamir
sistemi yaplyl hemen onarmazsa, replikasyon sirasinda hatali baz ¢ifti ile
sonuglanan bir mutasyon meydana gelir. Bu mekanizma oksidatif stresin
neden oldugu kanseri kismen aciklayabilir’. ROS’un neden oldugu
apoptoziste ROS-nedenli DNA hasari, mitokondriyal permeabilitenin artisi,



sitokrom ¢ salinmasi, hiicre ici Ca?* artisi gibi etkiler goriilir**. ROS, biitiin
organizmalarda mitokondriyal DNA hasariyla olusan yagslanmadan dolayi
onemli ve ilging bir hiicresel faktrdiir®>.

ROS’larin kesfi ile lipit peroksidasyonu onemli hale gelmistir.
Coklu doymamis yag asitleri birgok c¢ift baglari oldugu igin, serbest
radikaller igin hedeftirler. Bu asitlerin hasari sonucu, membran
akiskanligini azalr®.

ROS’lar birgcok amino asitle reaksiyona girer. Proteinleri
modifiye ve denature ederek enzimlerin aktivitesini dusurirler. Hassas
proteinlerin bir cogu sulfur veya selenyum igerir. Trx, glutaredoksin (Grx)
ve glutatyon (GSH) gibi genel antioksidant sistemler veya metiyonin
sulfoksit reduktazlar gibi 6zel sistemler, Trx icin elektron dondru olarak
calisirlar®’, bu sistemler proteinleri modifikasyondan korur.

2.2. Tiyoredoksin Sisteme ilave Olarak Hiicresel Antioksidan
Enzimler

2.2.1. Superoksit Dismutaz (SOD)

ROS’lari metabolize eden ilk gergek enzim olarak SOD
bulunmustur?®. Okaryotik hiicrelerde, iki metal iceren SOD izoenzimleri
(mitokondrial 80-kDa tetramerik Mn-SOD ve sitozolik 32-kDa dimerik
Cu/Zn-SOD) ile Oy", hidrojen peroksite metabolize edilir. SOD’un
katalizledigi  reaksiyonda iki molekul superoksit, hidrojen peroksit ve
molekuler oksijene metabolize olur, bu da hicresel hidrojen peroksit
kaynagini olusturur (reaksiyon 8).

20, + 2H" ———» H,0, + O,
(Reaksiyon 8)

Mn-SOD eksikligi olan fareler dogumdan hemen sonra
oldukleri veya siddetli norodejenerasyona ugradiklari igin mitokondrial Mn-
SOD mutlaka gereklidir®®. Mn-SOD’un ekspresyonu Cu,Zn-SOD’un aksine
oksidatif stresle ve Trx'le indiiklenir®. Sitozolik Cu,Zn-SOD, Mn-SOD’dan
daha az énemli gibi gériiniir?®.

2.2.2. Superoksit Rediuktaz (SOR)

Superoksitlerin  rediklenmesini katalizleyen enzimlerdir.
Superoksit reduktazlar demir igceren enzimlerdir, suilfati indirgeyen
anaerobik bakterilerde bulunmustur ve desulfoferrodoksin olarak
adlandirilmistir®’. Daha ileri organizmalarda siiperoksitlerin ortadan



kaldiriimasi icin SOD yetersizliginde, SOR kullaniliyor olabilir. Henuz
memelilerde SOR’un bulunduguna dair higbir kanit yoktur.

0, + 2H' + ¢ ——» H,0,
(Reaksiyon 9)

2.2.3. Katalaz

Katalaz bircok organizmada bulunur ve hem igerir*®.
Memelilerde baskin olarak peroksizomlarda bulunur. Hidrojen peroksitin
su ve molekuler oksijene dismutasyonunu katalizler.

2H,0, — > 2H,0 + O,
(Reaksiyon 10)

Ayni zamanda katalaz, hidrojen peroksitin reduksiyonu
Uzerinden, fenoller ve alkoller gibi farkli substratlarin detoksifikasyonunda
gorev alir.

2H,0, + R'H, ———— » 2H,0 + R
(Reaksiyon 11)

Katalazin antioksidatif rollerinden biri de, Cu ve Fe
iyonlarinin katalizledigi Fenton Reaksiyonlari yolu ile HyO2'ten olusan
hidroksil radikallerinin riskini azaltmaktir’ (reaksiyon 3). Katalaz
NADPH’ye baglanir, bu durum enzimi inaktivasyondan korur ve aktivitesini
artirr. NADPH’In olgun eritrositlerde dusik oldugu glukoz 6-fosfat
dehidrojenaz eksikligi hastaliinda hemoliz, dusik glutatyon reduktaz
(GR)/glutatyon  peroksidaz (GPx) aktivitesinden ziyade katalazin
inhibisyonu sonucudur®.

2.2.4. Peroksiredoksin (Prx)

Peroksiredoksinler  (Prx;  tiyoredoksin  peroksidazlar),
peroksitleri (6rnegin, hidrojen peroksit ve cesitli alkil hidroperoksitleri),
direk olarak redukleme yeteneginde olan hicresel redukleyici ortamdan
sorumlu enzimlerdir** Memeli mitokondriyal tiyoredoksin sistemi, Prx’in
spesifik indirgeyicisidir35. Peroksiredoksinlerin, p53 ve hidrojen peroksitin
neden oldugu apoptozisi inhibe ettigi gosterilmistir’®. Genel peroksit
temizleyici aktivitelerinin yani sira her bir Prx hicre farklilagsmasi,
¢ogalmasi ve gen eks?resyonu dahil gesitli biyolojik sureclerle iliskili farkli
fonksiyonlar gosterirler”’.



Katalaz sadece peroksizomlarda bulunurken, Prxler
peroksizomlar ve mitokondri dahil gesitli subselller kompartmanlardan
eksprese edilmistir. Prx1 ve 2 sitoplazmik proteinlerdir ama Prx3 6zellikle
mitokondride eksprese edilir. Memeli Prx4, endoplazmik retikulum ve
lizozomlarda bulunur ve ayrica hucre digina salgilanir.  Prx5,
peroksizomlarda ve mitokondride lokalize iken, Prx6 sitoplazma ve
mitokondride bulunur. Tip 3 disinda tum Prx’ler, ayrica nukleusta da
bulunurlar®®. Prx1-5 izoformlari, katalitik olarak aktif iki sistein (Cys) icerir,
Prx6 sadece bir Cys’e sahip olmasina ragmen peroksidatif olarak aktiftir®.
Prx’ler, hlcreleri apoptotik uyaranlara karsi korurlar®. Prx1 ve 2'den
yetersiz farelerde hemolitik anemi goértulmastir, bu durum eritrositlerin
oksidatif stresten kolay etkilendigini gosterir’®. En az 13 memeli
peroksiredoksin oldugu bilinmektedir.

Prx3’Un tikenmesi, timor nekroz faktor-a (TNF-a) kaynakl
apoptozisin induksiyonuna karsi HelLa hucrelerinde huicre ici hidrojen
peroksit seviyesini artirmis ve hiicreleri hassaslastirmistir®®. Bu calismada,
HelLa mitokondrilerinde Prx3’Un GPx1'den yaklagik 30 kat daha fazla
oldugu, bu nedenle bu organelde hidrojen peroksit detoksifikasyonunda
Prx3’an ¢ok 6nemli bir enzim oldugu gosterilmistir.

2.2.5. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Memelilerde hepsi selenosistein iceren en az 4 farkli GPx
(GPx1-4) vardir. GPx1 ve GPx4 (veya fosfolipit-hidroperoksit GPx)
sitozolik enzimlerdir ve bircok dokuda bol bulunurlar*'. GPx4’iin sperm
hicrelerinde ¢ift fonksiyonu bulunmustur; spermatidlerde enzimatik olarak
aktif bir sekilde bulunurken, olgun spermatozoada yapisal protein olarak
fonksiyon gosterirler. GPx2 (gastrointestinal GPx) baslica gastrointestinal
sistemde ve GPx3 (plazma GPx) bdbreklerde eksprese edilir. GPx3, Trx
sistemi tarafindan katalitik olarak yenilenebilir ve tiyoredoksin rediktaz,
bdbrekte ylksek oranda GPx3 benzeri bir ekspresyon modeline sahip gibi
gorinmektedir*?. Butiin  glutatyon peroksidazlar, glutatyonun substrat
olarak kullanildigr  hidrojen peroksitin indirgenmesi reaksiyonunu
katalizleyebilir. Ayni zamanda diger peroksitleri (mesela hicre
membranlarindaki lipit peroksitlerini) alkollere indirgeyebilir (reaksiyon 12).

ROOH + 2GSH ——— » ROH + GSSG + H,0

(Reaksiyon 12)

GPx tarafindan hidroperoksitlerin rediksiyonu i¢in disunulen
katalitik mekanizma, ayni zamanda aktif bolge selenolatin (Se ), selenenik
asite (SeOH) oksidasyonunu da kapsar. GPxin fizyolojik kosullarda
onemli bir antioksidan oldugu gdsterilmistir*>.



2.2.6. Glutatyon ile ilgili Diger Sistemler

Glutatyon (GSH) hucre igi ortamda en ¢ok bulunan tiyol-bazli
antioksidandir, hicrelerde milimolar konsantrasyonlarda bulunur. Baslica
sulfidril tamponu olarak calisir, fakat glutatyon S-transferazin katalizledigi
konjugasyon reaksiyonlari Uzerinden veya direk GPx katalizli reaksiyon
(reaksiyon 12) GUzerinden detoksifiye elemani gibi de galisir.

Okside glutatyon (GSSG) NADPH bagimli flavoenzim
glutatyon rediktaz (GR) tarafindan reduklenir. GSSG ayni zamanda
E.coli, Plasmodium falciparum ve insan kdkenli tiyoredoksin tarafindan da
etkili bigimde reduklenebilir. Bunlardan baska Drosophila malanogaster
GR’ce fakirdir ve GSSG'yi indirgemek icin selenyumdan bagimsiz
tiyoredoksin sistemini kullanir***°. Sekil 2’de GSH ile ilgili antioksidan
sistemleri 6zetlenmisgtir.

S
+ Grx Rediikleyici ekivalanlari
2H,0 NADPH + H e verdigi bilesikler
GPx
H.0, GIXox
\>_”GS-Konjugat + H
Substrat GST

Sekil 2: Glutatyonla iligkili olan 6nemli antioksidan sistemleri. Hidrojen peroksit
glutatyon peroksidazlar (GPx) ile rediiklenirken, iki molekiil glutatyon (GSH),
glutatyon disiilfite (GSSG) okside olur ve GSSG, NADPH kontroliinde glutatyon
rediiktaz (GR) tarafindan indirgenebilir. Glutatyon ayni zamanda glutaredoksinleri
rediikler, glutaredoksinler de bir ¢ok substrati indirger. Glutatyon S-transferazlar
(GST), diger molekiiller ile glutatyonun konjugasyonunu katalizler, bu nedenle
cesitli t?ksik maddelerin detoksifikasyonunda bir ara basamak olarak fonksiyon
gosterir'.

2.2.7. Dusuk Molekul Agirlikli Antioksidan Bilesikleri

Birgok dusuk molekdl agirhkh bilesik biyolojik sistemde
antioksidan olarak kabul edilebilir. Ornegin vitamin C ve E, cesitli
selenyum bilesikleri, lipoik asit ve ubikinonlar. Bunlarin tamami memeli
tiyoredoksin sistemi ile iligkilidir'.

2.3. Tiyoredoksin Sistem
Hucresel redoks c¢evre (metabolik, dizenleyici ve

antioksidatif bakimdan) gcogunlukla 2 enzime dayali sistemle surdurulur ve
diizenlenir: glutatyon ve tiyoredoksin sistem*®. Glutatyon, sistein
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iceren bir tripeptittir (y-glutamil-sisteinil-glisin) ve sitozolik antioksidanlarin
ana komponentidir. Trx, aktif merkezinde iki redoks-aktif sistein bulunan
kiicik bir proteindir*®. Bu iki sistem, NADPH bagimli birer flavoenzim
icerir’’ (glutatyon rediktaz GR, (1.6.4.2); tiyoredoksin rediktaz TrxR,
(1.6.4.5)). Bu enzimler lipoamid dehidrojenazin da dahil oldugu
homodimerik piridin nikleotid-distilfit oksidorediiktazlar ailesine aittir®®. Her
bir monomerde bir FAD prostetik grubu, NADPH baglanma bdlgesi ve
redoks aktif disulfitleri iceren bir aktif bdlge vardir. Elektronlar FAD
araciligiyla NADPH'dan TrxR’nin aktif-bdlge disulfitlerine transfer edilir,
substrat reduklenmis olur. Karakteristik substrati olan redoks aktif protein
tiyoredoksin (Trx), hedef molekillere redulkleyici ekivalanlari verirken,
kendisi reoksidize forma donusur (sekil 3).

PFY-enzimler ve digerleri TrxR Enzimler velya Enzimler velya
spontan olarak spontan olarak
NADPH + H Trx-Sz Y Rediktes ..
v Hedefler ’
Pentoz / (
\ .
+ Okside 7/
fosfat yolu \ o NADP Trx-(SH), NG hedeflerd ...
ve diger

“Klasik” tiyoredoksin sistemi
NADPH

+

saglayan ,¥ | NADPH + H Okside w Lw :--
Slar / substrat \/
y \ I
N NADP" Redikte 7 N_ ...

substrat

A Y

Tiyoredoksin sistemi

Sekil 3: Tiyoredoksin sistem®

Tiyoredoksin sistemin kesfi 1960’larda olmustur?, baslangig
calismalarinin ¢odu bakteriyel sistemlerde odaklanmistir. Stadtman ve ark
1966’da memeli TrxR’lerin selenoenzimler oldugunu kesfetmistir>>.

Miktar olarak Trx (mikromolar konsantrasyon) GSH’'dan
(milimolar konsantrasyon) daha azdir. Trx ve GSH hucresel ortamin
korunmasinda farkli roller oynarlar. Trx, transkripsiyon faktorlerinin
DNA’ya baglanmasini GSH’dan daha etkili bir sekilde artirir. Trx sistem
komponentleri sadece ROS’lar1 temizlemekle kalmayip, ayni zamanda
protein-protein interaksiyonu yoluyla c¢esitli hicresel fonksiyonlarda
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diizenleyici rol oynarlar®.

Hucrelerdeki bir baska tiyol redoks sistemi, TrxR/Trx
sistemine benzer olan glutatyon rediktaz/glutatyon sistemidir. Bu sistem
de redukleyici ekivalanlarin kaynagi olarak NADPH'1 kullanir. Glutatyon
sistem hucresel makromolekdlleri, reaktif oksijen turlerinin sebep oldugu
hasardan korumada anahtar roll oynar.

TrxR ve glutatyon reduktaz sistemlerinin ortak ozellikleri: (1)
piridin nukleotid-disulfit oksidorediktazlar ailesine ait enzimler olmalari, (2)
Trx ve glutatyonun kiguk redoks-aktif peptit olmalari ve (3) tiyol-disulfit
donugumlerine yatkin olmalaridir. Farkliliklari ise: (1) glutatyon reduktaz
sadece glutatyonu redukledigi icin substrat spesifitesinin sinirli olmasi ve
(2) redukte glutatyonun hucre igi seviyesinin yuksek olmasidir ki boylece
spontan olarak ve glutatyon transferaz-katalizli mekanizmalar araciligiyla
toksik molekdller uzaklastirilir?.

2.3.1. Tiyoredoksin Rediktaz Ve Yapisi

TrxR, ilk olarak Escherichia colide (E.coli) calisildi®>®°

Bakteriyel TrxR’nin ailenin diger Gyelerinden bir ¢ok yonden farkli oldugu,
en belirgin farkin subunite boyutu oldugu belirtildi. GR ve lipoamid
dehidrojenazin subunite kutlesi ortalama 55 kDa civarinda iken, bakteriyel
TrxR'lerde, sublinite basina ortalama molekiiler agirhk 35 kDa'dur®.
NADPH ve FAD baglanma bolgeleri gibi ortak yapisal Unitelerinin
bakteriyel TrxR’de varolmasina ragmen (sekil 4), duzen 6zdeslikleri (tablo
2) fark edilir derecede azdir. E.coli TrxR’'nin 3 boyutlu yapisinin, ilgili
flavoenzimlerden anlamli derecede farkli oldugu gorulmustar.

Amino
asitler
Q
insan TrxR1 499 Q0 (N-terminal) Aktif Bélge Sisteinleri
[40) C-terminal Cys-Sec Cifti
0] o _
insan TrxR2 l 524 NADPH Boélgesi
m FAD Bodlgesi (2 kisim)
insan GR 479 o
Ara Bolge
E.coli TrxR 321 I Mitokondrial Dizi

09)
Sekil 4: Kugik ve biiyik TrxR’lerin bélge organizasyonunun kar§|la§t|rllma3|57
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ilk siniflandirma girisimleri, ‘bakteriyel TrxR’ ve ‘memeli TrxR’
terimleri seklinde olmustur. Fakat bakteriyel TrxR sadece bakteride degil,
ayni zamanda bitkilerde®®, mantarlarda®® ve bazi protozoalarda da
bulunmustur. Boylece kuguk TrxR’ler (sublnite kutlesi yaklasik 35 kDa) ve
bayuk TrxR'ler (subunite kitlesi yaklagik 55 kDa) terimleri kulanilmigtir
(tablo 3).

Tablo 2: Disiilfit rediiktazlar arasindaki sekans benzerlikleri. Bu bilgiye gére GR’ler
ve biiyiik TrxR’ler arasindaki yakin iligki, kiigiik TrxR’lerle karsilastinimistir®.

in__sa_\_n TrxR P. fa_ll_?i?srum E. coli TrxR insan GR
(Buyuk TrxR) (Blyiik TrxR) (Kuguk TrxR) (TrxR degil)
'?ﬁ?&gr’;? %100 %46 %25 %35
P. falciparum TrxR %46 %100 %23 %29
E. coli TrxR %25 %23 %100 %26
insan GR %35 %29 %26 %100

Ortak yapisal 6zellik disinda buyuk TrxR’lerin, ilave bir C-
terminal redoks merkezi vardir. Bu merkez, flavin yakinindaki sisteinlerden
indirgeyici akivalanlari alir ve final substrata transfer eder. insan
TrxR’sinde bulunan bu redoks-aktif bdlgenin glutatyon reduktazda
olmadi§i  gosterilmistir®.  TrxR1, C-terminalinde Sec rezidiisiine
(Sec=selenosistein) sahiptir, bu rezidli katalitik aktivite icin gereklidir.
Butun diger memeli selenoproteinleri, aktif merkezlerinde Sec bulunan
redoks enzimlerdir®®®?. Katalitik olarak gerekli redoks aktif sekans kismi -
Gly-Cys-Sec-Gly dir (GCUG; U:selenosistein). Memeli TrxR’leri Sec
varliginda peroksinitrit ve lipit hidroperoksitleri redikleme kapasitesine
sahiptir®,
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Tablo 3: Kiigiik ve biiyiik TrxR’lerin 6zellikleri®

Kugik TrxR Buyik TrxR
Tiyoredoksini redukleme Evet
Glutatyon disiilfiti rediikleme Hayir
Subdlinite basina FAD igerigi 1
Subiinite basina molekd Yaklastk 35 kDa Yaklastk 55 kDa
agirhgi
DTNB rediiksiyonu Tiyoredoksin araciligiyla Direk
Substrat spekturumu Cok sinirli Cok genis
Kataliz sirasinda Guglu (E. coli TrxR'de 60°’lik -
o ; Minimal varsayim
konformasyonal deg@isim domain rotasyonu)

insan TrxR’sinin N-terminalindeki -Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys-
katalitik bolgesinin, insan glutatyon reduktazinda da oldugu ve bu bdélgenin
enzimin FAD bdlgesinde lokalize oldugu gdsterildi. Fakat E.coli TrxR’sinde
katalitik bolge —Cys-Ala-Thr-Cys- seklinde olup, NADPH bdlgesinde
bulunur®®.

Buglne kadar memeli hicrelerinde G¢ tip TrxR
tanimlanmigtir. TrxR1 baglica sitozolde eksprese edilir, monomeri 54.6
kDa molekiil agirigindadir®®® ve prokaryotik TrxR'lerle %31 , 6karyotik ve
prokaryotik glutatyon rediktaz ile %41 sekans benzerligi gorulmusgtur
(sekil 4). ikinci insan TrxR’si olan TrxR2, monomeri 56,2 kDa molekiil
agirhginda olan, TrxR1’e % 84’luk benzerlik gosteren mitokondriye spesifik
bir proteindir. N-terminal ucunda mitokondrial sekans ilave bélgesi vardir®”
% Mitokondride lokalizedir ve bu lokalizasyon N-terminalindeki uzantisi
cikarildiginda son bulur®’. TrxR2’nin, mitokondri aracili oksidatif strese
karsi hiicreleri korudugu distnilir’®. TRG veya TrxR3 yilksek derecede
testislerde eksprese edilen, GSSG ve okside Trx’i nadir olarak indirgeme
kapasitesine sahip bir TrxR'dir’".

2.3.2. Tiyoredoksin Rediktaz’'in Katalitik Mekanizmasi Ve Substrat
Spesifitesi

Klaguk TrxR’lerin katalitik mekanizmasi arastiriimig ve buyuk
TrxR’lerden ¢ok farklar oldugu gosterilmistir. En o6nemlisi, buylk
TrxR’lerde 66°’lik bir bdlge rotasyonu bulunmamasidir (sekil 5)%*.

E.coli‘nin TrxR’sinin mekanizmasi kapsamli bir sekilde
calisilmistir (sekil 5)°"7273. E. coli TrxR’sinin FAD ve NADPH bdlgelerinin
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uzaysal oriyantasyonu goyledir; diger piridin  nUkleotid-disulfit
oksidoreduktazlar ailesi Uyelerinde oldugu gibi, enzime bagli NADPH’In
nikotinamid halkasi, FAD'nin izoalloksazin halkasi ile yakin temas halinde
degildir’®. Fakat E.coli TrxR’sinin FAD’si sabit kalirken NADPH bdélgesi 66°
donerse, o zaman yapiya bagli NADPH izoalloksazin halkasi ile yakin
temas etmek icin hareket etmis olur, bu da elektronlarin FAD’ye ve sonra
aktif bolge disulfitlerine gegmesine izin verir.

FAD-Bolgesi FAD-Bolgesi
3OC GO0
—
a 6 ©JO)
Piridin Nukleotid Piridin Nukleotid
Bolgesi Bolgesi
FAD-Bolgesi FAD-Bolgesi
56
Piridin Nukleotid Piridin Nukleotid
e Bolgesi Bolgesi
‘)i '%

FAD-Boigesi
H

H

©O® d

Piridin Nukleotid
Bolgesi

Sekil 5: E.coli TrxR’sinin katalitik mekanizmasi’™. Gri golgeli yapilar, rediiklenmis
durumlari gosterir.

Memeli TrxR’ler, E.coli TrxR’ye gore glutatyon rediktaz ile
mekanistik benzerlik ve sekans 6zdeslik anlaminda daha yakindir®":%>7°,
Glutatyon rediktazdaki aktif-bdlge Cys rezidileri, FAD’nin izoalloksazin
halkasina yakindirlar. Bu durum, FAD’nin izoalloksazin halkasi ve aktif-

15



bolge disulfit araciligiyla, enzimde major konformasyonel degisim
olmadan, NADPH’den glutatyona elektronlarin akisina izin verir’®.

Klguk ve buydk TrxR’lerin substrat spektrumu farkhlik
gosterir.  Kuguk TrxR’ler, tiyoredoksin ile ¢ok sinirh bir spektrum
sergilerken (hemen hemen tek substrat), blyuk TrxR’ler omnivor tavir
gosterirler. Trx’lere ek olarak memeli TrxR substratlarina lipoik asit’’, lipit
hidroperoksitler’®, vitamin Ks'°, dehidroaskorbik asit®®, askorbil serbest
radikali®’, 5,5'dithiobis-(2-nitrobenzoik asit)®?, alloksan®, L-sistin®,
selenodiglutatyon®*®,  ebselen®®,  S-nitrozo-glutatyon ~ (GSNO)'®,
alkilhidroperoksitler, metilseleninat®’, timoér supresér protein p53°%8,
sitotoksik peptit NK-lizin®°, protein disulfit izomerazlar®', plazma glutatyon
peroksidaz®, kalsiyum-binding protein 1&2°' ve daha birgoklari érnek
verilebilir.

NK-lizin, 9 kDa’luk bir peptittir ve katil hlicrelerden salgilanir.
TrxR tarafindan etkili bir sekilde rediklenir ve inaktive edilir®®. Lipoik asit
(lipoat disulfit), fizyolojik bir bilesiktir ve famakolojide kullanilir. Lipaot
distifit, in vivo TrxR ile metabolik olarak aktif formuna rediiklenir®.

5,5'-ditiyo-bis (2-nitrobenzoik asit) (Ellman’s ayiraci;DTNB),
spesifik olmayan tiyol ayiracidir. Yapisinda bir disulfit ile baglanmig iki
nitrobenzen halkasi vardir. Proteinler ve peptitlerde disdlfitlerin
reduksiyonu sonrasi serbest tiyollerin saptanmasinda kullanilir. Memeli
TrxR’si spesifik olarak, NADPH aracihigiyla DTNB’deki disulfiti redukler ve
serbestlesen TNB  anyonunun verdigi ylksek absorbans yoluyla
reaksiyon kolaylikla spektrofotometrik olarak dlctliir®.

Protein disllfit izomerazlar (PDI), hicresel proteinlerin
olusum surecleri ve post-translasyonel kirilmalar igin 6énemli olan bir
protein ailesini olustururlar. Yapisal olarak PDI proteinleri bir veya birkag
Trx bolgesi igerirler, yapida bulunan bazi bdlgeler ayrica redoks aktif
ditiyol-disiilfit motifine sahiptir™. PDI'da mevcut olan Trx benzeri aktif
bolge motifleri, memeli TrxR ile (direk olarak veya redukte Trx Uzerinden)
reduklenirler.

Askorbat (vit C) suda ¢dzunen, hlicre membranlarini gegen
ve plazmada bulunan énemli bir antiksidandir. Stperoksit gibi ROS’lari,
peroksitleri ve a-tokoferolu (vit E) redukler. Plazma lipoproteinlerinde lipit
hidroperoksit olusumunu engeller. Tiyoredoksin sistem, askorbil serbest
radikallerini ve dehidroaskorbik asiti, askorbik asite rediikler®.

Vit E, biyolojik membranlarda bulunan yagda ¢dzinen bir
vitamindir. Bir hidroksil grubu vardir, bu grubu ile eglesmemis elektronlarla
reaksiyona girer ve onlari redukler (6rnegin peroksil radikali). TrxR’nin vit
E’nin antioksidan fonksiyonunda onemli rol oynadigi dusunulir. Cunkda,
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TrxR aracili dehirdoaskorbik asit siklusunun, vit E ile bir iligkisi oldugu
gosterilmistir®®.

TrxR’ler arasinda kuguk farklar olmasina ragmen, insan
tiyoredoksin reduktazinin katalitik mekanizmasi igin kabul goren bir taslak
hazirlanmistir  (sekil 6)%”. Bu hipotez, bitiin biyik TrxR'ler igin
uygulanabilir bir prensibe sahiptir.

Bu mekanizmanin anahtar 06zelligi, C-terminalin oldukca
esnek bir u¢ olmasidir. Bu bdlgenin 6nemi, yapiya gomulu olan redoks-
merkezi yakinindaki flavinden ylzeydeki hacimli substratlara elektron
transportundan sorumlu olmasidir. Reduklenmis C-terminalin daha acgik
pozisyonu, substratin daha genis alaninin rediklenmesine olanak verir;
fakat kiguk molekuller N-terminal aktif bolgesinden redukleyici ekivalanlari
Uzerine alir (sekil 6). Mekanizmanin Kkilit araci molekilid 6zellikle
selenenilsulfit-kdprisudir®.
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Sekil 6: insan ve diger biiyiikk TrxR’lerin katalitik mekanizmalari. A: Memeli
tiyoredoksin rediiktazin homodimerik modeli. Protein omurgasi, serit olarak
gosterilmistir, her bir subiinite farkl bir renktedir. Yapiya bagl iki FAD molekiili,
dolgu seklinde gosterilmistir. B: iki subiiniteden olusan bir katalitik reaksiyon
merkezi. Birinin omurgasi iplik seklinde, digerinin omurgasi ise serit seklinde
gosterilmistir. Bagh FAD (gri) ve NADP* (agik gri), gubuk seklinde temsil edilmistir.
Flavin yakinindaki N-terminal redoks aktif bolge (Cys 59 ve Cys 64) bir subiinitede,
ayni reaksiyon merkezinin C-terminal redoks aktif bolgesi (Cys’ 497 ve Sec’ 498)
diger subiinitede bulunur. Her bir dimer formu, katalitik olarak iki bagimsiz aktif
merkeze sahiptir. C: Biiyiik TrxR’lerle, Trx rediiksiyonu icin varsayilan taslak. Her
iki subiinite (biri siyah, digeri gri ile belirtilmig) tarafindan olusturulan, yalnizca bir
reaksiyon merkezi gosterilmistir. Okside enzim, yiiksek NADPH:NADP * oranina
bagh olarak NADPH ile rediiklenebili. NADPH, TrxR’nin NADPH-baglama
bolgesine baglanir. TrxR’nin katalitik bolgesi olan —-Cys(59)-Xaa-Xaa-Cys(64)-
disiilfit bagini rediiklemek igin, elektronlar NADPH’dan FAD’ye aktarilir. C-terminal
bu anda okside durumdadir. Tiyol-disilfit degisimi sonucu —Cys(59)-Xaa-Xaa-
Cys(64)- oksitlenir ve C-terminal —Cys(497)-SeCys(498)- rediiklenir. Rediikte C-
terminal ucu hareket eder, okside Trx rediikte C-terminal ucunun selenolati ile
reaksiyona girer, elektronlar substrata transfer edilmis olur®.

2.3.3. Tiyoredoksin

TrxR’ler okside tiyoredoksinleri redikleme becerilerinden
dolayi bu ismi almiglardir. Tiyoredoksinler yaklasik olarak 10-12 kDa’luk
redoks-aktif proteinler olarak tanimlanmistir. Batiin memeli ve prokaryotik
hicrelerde bol bulunurlar. Aktif bdlge —Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys-
((W)CGPC(K)) sekansi (tiyoredoksin motifi) icerir. Triptofan (W) ve lizin
(K), genellikle tiyoredoksin motif olusumu icin gerekli dedildir. Distilfit
olusturan bu aktif bolge sisteinleri, TrxR tarafindan reduklenir (sekil 3,5).
Bu redukte protein, klasik olarak redukleyici ekivalanlari ribonlkleotid
reduktaza transfer etme egilimindedir. Katalitik bolgenin redoks aktivitesi,
Trx’in biyolojik aktivitesi icin gereklidir. Farkli tigoredoksinler bir organizma
icinde gesitli fonksiyonlara hizmet edebilirler®*®.

Tipik tiyoredoksin yapisi (sekil 7A), bes merkezi [-
ipliklerinden disari kivrilmis B-tabakalar dizlemi, bunlari ¢cevreleyen doért a-
heliksten olugur'®. Katalitik olarak iki redoks aktif sistein rezidiisiinden
(insan Trx-1'deki cys 32 ve cys 35) biri (cys 35), yapiya gémull iken digeri
aciktadir (cys 32, sekil 7B). Bazi memeli tiyoredoksinleri ilave sisteinler
icerir (6rn, insan Trx'deki cys 73, sekil 7), bunlar tiyoredoksin-dimer
olusumuyla ve diger duzenleyici yollarla iligkili olabilir. Fakat, memelilerde
ilave sisteinlerden yoksun olan tiyoredoksinler de -mitokondrial hTrx2-
vardir. Mitokondrial hTrx2, bakteriyel tiyoredoksine, sitozolik izoform olan
hTrx1’den daha cok benzerdir'®'.
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Sekil 7: Okside hTrx-1’in yapisi. A) Serit modeli. B) Dolgu modeli. a-heliks yapilar
kirmizi, B-tabakalar san ile gosterilmistir. Aktif bolge cys 32 mavi, cys 35 yesil;
regiilator cys olarak kabul edilen cys 73 acik gri ile gosterilmistir. Sulfiir atomlari
koyu turuncu ile belirtilmistir. Protein li¢ farkh perspektif ile gosterilmistir: a’nin
saat yoniinde 90° donmesiyle b olusur, b’nin asagi dogru 90° donmesiyle c
oIU§ur1°2.

2.3.4. Tiyoredoksin Sistemin Fonksiyonlari

Memeli tiyoredoksin sistemin baglica fonksiyonlarindan
bazilari, ribonukleotid reduktaz ve tiyoredoksin peroksidaz gibi enzimlere
(tiyol-disulfut degisimiyle) reduUkleyici ekivalanlari saglamak, bazi
tanskripsiyon faktorlerinde anahtar cys rezidilerini redikleyerek DNA'ya
baglanmalarini artirmak ve gen transkripsiyonlarinda degisiklik
yapmaktir’?'% (sekil 8).

Memeli hucrelerinde Trx sisteminin pek ¢ok hucre igi olayla
da iligkili oldugu gosterilmistir. Or, glukokortikoid reseptorii gibi gesitli
steroid reseptorlerinin, androjen reseptorlerinin, ornitin dekarboksilaz gibi
enzimlerin, NFKB ve AP1 gibi transkripsiyon faktorlerinin, Trx'in disalfit
redikleyici aktivitesi Uzerinden aktive edildigi bulunmustur. Ustelik Trx,

guclii bir biiylimeyi tesvik edici/ilerletici faktor gibidir'®.
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Trx ekspresyonu farkli hicre populasyonlarinda gesitli tip
uyaricilarla indUklenebilir; érnegin oksidatif stresle, viral enfeksiyonlarla,
mitojen stimulasyonuyla, hidrojen peroksite maruz kalmayla, UV igsiga
maruz kalmayla, malignant transformasyonla46. Bazi calismalar, cesitli
iskemi-reperfuzyon organlarina digardan Trx ilavesinin koruyucu etkisi
olduguna dikkati ¢ekmistir. TrxX'in membran lokalizasyonunun, htcre
adezyonlari ve hiicre-hiicre interaksiyonlari igin dnemli rolii olabilir'®°.

Dehidroaskorbik asit

ASK-1 Apoptozis
. . NADPH + H* TrxS, / ! inpdupklenir
Askorbik asit
ASK-1 | Apoptozis
Lipid hidroperoksidler baskilanir
(ROOH) TrxR GSSG

Alkoller /'< sosH
ROH
(ROH) —

a-lipoik asit NADP* Trx (SH). - PDI-S,
/ PDI-(SH),
DHLA AP-1 v \ ,0,
Aktivasyonu H.O + O,
NF-<B Prioks GPXo
baskilanir
(sitozolde)
PI"Xred GPXred

Sekil 8: Memeli tiyoredoksin sisteminin fizyolojik fonksiyonlarinin 6zeti. Glutatyon
peroksidazin aktif bolgesinin rejenerasyonu ve hidrojen peroksitin rediiksiyonu,
direk olarak TrxR tarafindan katalizlenebilir. Glutatyon peroksidaziar ve
peroksiredoksinler Trx ile aktive olur ve hidrojen peroksit tiyoredoksine bagh
olarak indirgenir1.

2.3.4.1. Trx Sistemi, Immiin Sistem ve Hiicre Biiyimesi

Trx hicrenin  devamliligi/apoptozisi, hlcrenin geligimi,
farkhlasmasi ve ¢ogalmasi dahil birgok fizyolojik islemin kontroline katilir’.
Redukte Trx, ayni zamanda cesitli hicrelerden salgilanarak, hicre disi
fonksiyonlara da sahiptir'®. Hiicre disi Trx'in otokrin biiylime faktorii ve
ko-sitokin olarak fonksiyon gosterdigi distnilmektedir’® % Ornegin
hacre digi Trx, tumor hacrelerinin  buyumesinin  ve lenfositlerin
proliferasyonunun stimulasyonunu aktive eden blyume faktdri benzeri
etkiler gosterir'®. Diger sitokinlerin sentezi (TNF, IL-1, IL-2, IL-6 ve IL-8)
Trx tarafindan regule edilir ve hicre disi Trx nétrofilik grandllerin,
monositlerin ve T-hiicrelerinin kemotaksisini indiikler''®. Periferal kan
hicreleri, bakteri enfeksiyonlarina benzeyen c¢esitli durumlarda Trx
salgilarlar. Yiiksek Trx diizeyleri bakteri savunma sistemini inhibe eder'"".
Romatoid artritli hastalarda, hem inflamasyon bodlgesinde hem de serumda
Trx duzeyleri yukselmigtir.

TrxR’nin fizyolojik bir substrati olan Trx, hucre buylumesini
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regule etmede ve apoptozisi inhibe etmede 6nemli rol oynar. Trx'in bu
etkilerini gostermesi icin redikte halde bulunmasi gerekir. Okside
durumda hiicre biiylimesini uyaramaz ve apoptozisi inhibe edemez*.
Trx'in rediksiyonu igin bilinen tek mekanizma TrxR ile NADPH-bagimh
reduksiyondur. Bu ylzden, TrxR’nin hicre buyumesini regile etmede bir
roli oldugu sodylenebilir. Fakat kultir hicrelerinde TrxR aktivitesinin,
hdcrelerin buyume oranlarinda garpici bir etkisi olmaksizin, Se bulunan
biyime ortaminda birka¢g kat ylkselmigtir. Meme kanseri MCF-7
hacrelerinin TrxR1 ile transfeksiyonu, TrxR aktivitesinde 3 kattan daha
fazla artisla sonuclanmistir, fakat hicre blyumesinin uyarimi % 50’den
daha az olmustur''?.

Hucre buyumesi Uzerine artmis TrxR aktivitesinin onemli bir
etkisi olmamakla beraber, inhibe edilmis TrxR aktivitesi azalmis hucre
buayumesi ile iligkilendirilmistir. TrxR, sitozolik NADPH konsantrasyonlari
varliginda baskin olarak rediikte formdadir®®’.

2.3.4.2. Oksidan Strese Karsi Koruma

Normal O, metabolizmasinin bir kismi olarak dusuk
miktarlarda surekli bir ROS olusumu vardir. ROS Uretiminin artmasi veya
hicrede var olan bir ya da daha fazla koruyucu sistemin fonksiyonlarinin
azalmasi makromolekiillerin hasarina yol acabilir. Ornegin protein tiyollerin
oksidasyonu gorulebilir ve bu durum apoptozisin de dahil oldugu patolojik

siireglere neden olabilir'*®.

Hucreleri, oksidatif stresten korumak baslica redikte
glutatyonunun (GSH) gOrevidir. Birgok hicrede milimolar
konsantrasyonlarda bulunur. Fonksiyonelligin devamli surdartlmesi igin,
okside glutatyon (glutatyon disulfit, GSSG), baslica flavoenzim glutatyon
reduktaz ile enzimatik olarak GSH’a reduklenir (sekil 2). GSH’dan baska,
diger bircok (daha az konsantrasyonlu) dusuk molekal agirhkh bilesik
(6rnegin askorbik asit, vitamin E, ubikinol, Urik asit), benzer korumayi
saglar. Hucresel redoks tamponun ana bileseni protein sisteinleridir ve
tiyolleri olustururlar. Bu proteinler sulfenatlara veya disllfitlere okside
oldugunda GSH tarafindan ya da antioksidan oyunda bir diger anahtar
oyuncu olan rediikte tiyoredoksin tarafindan reaktive edilir’’.
Glutaredoksin ve glutatyon gibi tiyoredoksin sistem de oksidatif stresle
inaktive olmus proteinleri yenileme yetenedindedir, bu fonksiyona katkisi
% 50 den fazladir'™. Ornegin, ROS ile inaktive olmus gliseraldehit-3-fosfat
dehidrojenaz enziminin tiyol gruplarini yenileyebilir'®. Memeli TrxR'leri,
dehidroaskorbati askorbata doniistiirebilirler®®, selenosisteinin varligina
bagli olarak ubikinonun ubikinole in vitro reduksiyonunu saglarlar.

Farkli Ozelliklerinden ve singlet oksijeni baskilama ve
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hidroksil radikallerini temizleme kapasitesinden dolayr Trx’ler 6nemli
antioksidan proteinler olarak kabul edilir’>''®. Trx1 hiicre icinde hem
sitoplazmada hem de g¢ekirdekte bulunur. Diger bir izoform olan Trx2'nin,
oksidatif strese karsi koruyucu oldugu desteklenmigtir. Trx2’nin
ekspresyonu, beyindeki yuksek duzey ROS dretimi ile iligkili gibi

gorinmektedir'’.

Trx hdcre yasaminin devamliiginda ve erken gelisimde
énemlidir'*®. Trx transgenik farelerde iskemik hasara'’®, akut akciger
yetmezligine'®°, dibetes mellitusa'?' ve cevresel streslerden kaynaklanan
toksisiteye karsi koruma'?? ve uzamis hayat siiresi'?® gibi gesitli fenotipler
gorulmustar. Oksidatif stres bu durumlarla iligkilidir ve Trx oksidatif strese
baglhh hastaliklara kargi korumada oOnemli bir rol oynuyor gibi
gorinmektedir.

118

TrxR’nin selenosistein grubu, mutajenik hidrojen peroksit igin
primer bir sens6r gibi de fonksiyon yapar ve antioksidatif proteinleri
kodlayan %;enlerin transkripsiyonu igin sinyal kaskadinin baglamasina

neden olur?*.

Mantarlarla ilgili yapilan c¢aligmalarda mitokondriyal veya
sitozolik TrxR’yi kodlayan genlerden yoksun soylarin yasayabildigi fakat
hidrojen peroksitin sebep oldugu oksidatif strese karsi daha duyarl hale
geldigi bulunmustur'®.

Trx'in, ROS olusturulmus hicrelerde apoptozisi engelledigi
gorulmustar. TrxR1 mRNA’st  ve Trx mRNA’sinin duzeyleri, oksijene
maruz kalmis yeni dogan babunlarin akcigerinde artmistir'?®. TrxR1 ve
Trx'in  gen ekspresyonlarindaki bu artis memeli akcigerinde Oy
solunumuna karsi koruyucu rol oynar. TrxR'nin insan yuzey
keratinositlerinde ve melanositlerinde yuksek derecede eksprese edildigi
gosterilmigtir. TrxR, UV 1siginin sonucu olarak olusmus olan serbest
radikallere kars ilk savunma hattini saglar'’.

Yuksek TrxR2'nin aktivitesinin insan embriyonik bobrek
hdcrelerini (HEK-293), mitokondriyal kompleks 11I'in antimisin A tarafindan
inhibisyonu ile olusan sitotoksisiteye karsi korudugu saptanmistir. Bu etki
TrxR2 velya Trx2’nin agir eksprese edildigi fare, maymun ve diger insan
hiicrelerinde gdzlenmemistir'?®.
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2.3.4.3. Redoks Reqiilasyonu

Hucresel fonksiyonlar, defosforilasyon - tersinir fosforilasyon
ve redoks regiilasyon ile siki bir sekilde kontrol edilmektedir'?®. Enzim ve
proteinlerin aktif bolgesindeki tersinir modifikasyonlar icin gerekli olan
sisteinler, aktivite verimi i¢in zorunludur.

Genellikle redukleyici sitozolik c¢evreye ragmen, redoks
regulasyonunda okside turler de var olabilirler. Normal sartlar altinda,
hicresel tiyoredoksinin yaklasik % 11’i okside formda bulunur. Enzimlerin
aktivasyon - deaktivasyonu ve bazi transkripsiyon faktorleri, regule olmus
redoks olusumlarina ornektir. Bu faktorlerden ¢odunun tiyoredoksin ile

regile edildigi gdsterilmistir'°.

‘Niklear faktér-kappaB’ (NF-kB), tiyoredoksin redoks
regulasyonuna ornek olarak ¢ok sik calisiimistir. 1986'da kesfedilmisgtir,
indUklenebilir transkripsiyon faktorleri ailesinin yaygin bir Gyesidir. NF-kB,
¢ogunlukla inflamatuvar sitokinler, enfeksiyonlar, karsinogenler, ROS,
hlcresel stresler ve apoptozis indukleyicilerinin sonucunda aktive olur. NF-
kB’nin eksikligi immun defektlere yol agar. Aktivitesi icin redukte formunda
spesifik bir sistein rezidisu (cys 62) gerektirir. Cys 62 reduksiyonu
tiyoredoksin ile gerceklestirir™".

Hucre icinde tiyoredoksin, NF-kB ve glukokortikoid reseptoru
gibi cesitli transkripsiyon faktorler igin redtkleyici bir ajan gibi davranir.
Fakat rediksiyonun etkisi faktorden faktore degisiklik gOsterir:
glukokortikoid reseptorunun tiyoredoksin-aracili reduksiyonu, reseptorlerin
hormona baglanma yetenegini artirirken; NF-kB'nin  Trx-bagimh
rediksiyonu, artmis DNA baglayiciiginin devamini saglar'*2. Deiyodinaz
enzimi ile iyodotrionin 5’-deiyodinasyon igin tiyoredoksin sistem gereklidir:

rediikte tiyoredoksin bir enzim aktivatérii gibi davranir™>.

P53, timor baskilayici bir protein ve transkripsiyon faktordr.
P53’'Un DNA’ya baglanma yeteneg@i okside ortamlarda inhibe edilir. p53
ekspresyonu birgok redoks genin ekspreszlonunda degisiklige neden olur;
ornegin TrxR ekspresyonundaki azalma'*. P53’tin aktif formu, apoptozisi
indikler™®. Aktif p53’Gn, TrxR transkripsiyonunu ve ekspresyonunu

bastirdigi belirtilmistir'*°.

Ca*" iyonlari sitozolik konsantrasyonda, hTrxR aktivitesi
lizerine doza bagimli bir inhibitdr etki sergiler fakat Mg®* bunu yapmaz.
Okside hucresel tiyoredoksin ve kalsiyum konsantrasyonlarinda paralel bir
artis gosterilmistir'®’. insan ve E.coli TrxR'de iki a-heliks arasinda cok
negatif yuklu bir halka icinde kalsiyum-baglayici bdlgenin varhgi
goOsterilmigtir.  Fakat buyuk ve kuguk TrxR’lerin  kalmodulinlerle
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mustereklikleri ¢cok azdir ve kalmodulinlerdeki zorunlu kalsiyum baglayici
rezidiilerden yoksundur'®.

Oksidatif stresle Trx ekspresyonu artar. Artmis Trx
ekspresyonu antioksidan savunmanin bir pargasi olan diger
biyomolekullerin ve hicre digi proteinlerin reduksiyonunu artirir. Genel
olarak Trx, ROS’un sinyal aktarimi 6zelliklerini (ROS’un olusturdugu hucre
ici disdlfitlerini reduklemeye calisarak ve ROS miktarlarini direk olarak

dusiirmeye calisarak) modiile eder*®'°.

Hucreler bir oksidatif strese maruz kaldiginda Trx nikleusa
dogru yer degistirir. Redoks aktif sistein reziduleri aracihdiyla nukleus igi
yerlesimi lzerinden regiilatér fonksiyonlarini kullanir'®, érnegin p53 ve
NF-kB’nin DNA’ya baglanmasini regiile eder'®®. Trx ayrica niikleusta
redoks faktor-1 (Ref-1) aracihgiyla AP-1in de DNA'ya baglanma
aktivitesini artirir™®'41,

Memeli hdcrelerinde sitozolik TrxR’nin  transfeksiyonu,
iyonize radyasyona cevap olarak AP-1 gibi transkripsiyon faktorlerinin ve
tumor nekroz faktor alfa’'ya (TNF-a) cevap olarak NF-kB'nin DNA’ya
baglanma aktivitelerini artmistir'*®'*®. insan TrxR1 ve TrxR2 sitokrom-c'yi
redukleme kapasitesine sahiptir.

2.3.4.4. Oksidatif Stres ve Apoptozis

Tiyol oksitleyici ajanlar hucre dlumunu indukler. Bu ajanlar,
apoptozis veya nekrozis demeden mitokondrial sitokrom c’nin
sitoplazmaya serbestlesmesine neden olur. Her kaspazin aktif bdlgesinde
sistein rezidisu oldugu igin, kaspaz aktivitesi redoks hal ile (6zellikle Trx
sistemle) reglle edilir. Kaspaz aktivitesinin oksidatif stres sebebiyle
aksamasi, apoptozisten nekroza donusen bir degisimle sonugclanir.
Oksidatif stresle induklenen hicre 6lumu, hicre igi redukleyici ortam Trx
sistemle korundugu siirece apoptozis gibi goriinmektedir™*.

Oksidatif stresin de dahil oldugu proapoptotik sinyal,
mitokondri dig membranin permeabilizasyonuna neden olur, bu durum
oldurbcudur c¢unku proapoptotik kaspaz-aktive edici molekullerin ve
kaspazlardan bagimsiz 6lum efektorlerinin  serbestlesmesine ve
mitokondride metabolik yetmezlige neden olur'*®.

Mitokondri birgok stres-nedenli apoptotik sinyal yollarinin
merkezi oldudu igin ¢esitli koruyucu mekanizmalara sahiptir. Mitokondride
blylk miktarda GSH vardir, GSH oksidatif strese karsi bir tampon gibi
hizmet eder. Trx2, 6zellikle mitokondride eksprese edilmistir ve hlcre
devamliigi icin sarttir™®. Trx2’'nin N-terminalinde mitokondrial sinyal
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peptidi bulunur. Sitozolik Trx sistemini sitozolik peroksiredoksin (baslica
peroksiredoksin 1 ve 2), Trx ve sitozolik TrxR olusturuken; mitokondrideki
Trx sistemini mitokondrial peroksiredoksin 3, Trx2 ve TrxR2 olusturur.
Trx2 yetersiz olan tavuk B-hicresinde (DT-40), hicre i¢i ROS birikmis ve
sitokrom ¢ serbestlesmis ve sonugta apoptozis goriilmiistiir®.

Trx2, mitokondride Uretiimis ROS’lari  temizleyerek
mitokondri aracili hlicre 6lumudna engeller. Patolojik sartlarda ve solunum
sirasinda ROS’larin baslica fizyolojik kaynagi mitokondridir.

Trx2 mitokondride sitokrom c'yi sikica bagl tutarak
apoptotik sinyali inhibe edebilir. Trx2 in vitro ve in vivo olarak sitokrom ¢
ile veya mitokondrideki diger molekullerle direk olarak etkilesim
icindedir™®.  Transmembran tiyoredoksin-bagimli  molekil (TMX) de
endoplazmik retikulumda (ER) stres nedenli apoptozisde koruyucu bir role
sahiptir (sekil 9). Transmembran tiyoredoksin-bagimli protein (TMX), aktif
bdlgesinde -Cys-Pro-Ala-Cys- sekansi bulunan ve N-terminalinde bir
sinyal peptiti olan Trx benzeri yeni kesfedilmis bir proteindir. TMX, ER’de
lokalizedir ve stres-aracili apoptozisde énemli bir rolii oldugu diisiniliir®.

Trx2'nin  asirt  ekspresyonu, mitokondrial membran
potansiyelinde bir artisa ve hucre 6lumune karsi bir dirence neden olur™’.
Mitokondrial tiyoredoksin rediktazdan yoksun fareler, miyokardial
fonksiyonlarin azalmasi ve karacigerde bozulmus hematopoezden dolay!i

embriyonik asamada dlmuslerdir'**.

Trx, aktif bolgesindeki ditiyolleri araciligiyla hicre igi ROS

temizlemesiyle antiapoptotik etki gosterir. Sistein 69’daki S-nitrozilasyon,
rediikleyici aktivite ve antiapoptotoik fonksiyon igin gereklidir'*®.
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Sekil 9: Oksidatif stres, ER stresi ve mitokondrial apoptozis arasindaki iligki**

2.3.4.5. Apoptozis sinyal-reqile edici kinaz 1 (ASK1)

ASK1 ilk olarak Ichijo ve ark. tarafindan*®, mitojenle aktive

olmus protein (MAP) kinaz kinaz kinazlardan biri olarak tanimlanmistir.
MAP kinaz kinaz kinazlar, c-Jun N-terminal kinazi (JNK) ve p38 MAP
kinazi aktive ederler ve stres-aracili apoptotik sinyali induklerler. Trx,
oksidatif stres bagimhi ASK1 aktivasyonunun bir sensoru gibi rol oynar.
Redikte Trx ASKT'i baglayarak, ASK1 aktivitesini ve apoptozisi inhibe
eder. Oksidatif stres kosullari altinda Trx okside edilir ve ASK1'den ayri
durur, ASK1 aktivasyonu ve apoptozis goriilir (sekil 8)™°.

ASK1 ayrica TNF-a uygulanmis hicrelerde aktive edilir, bu
durum ASK?’in stres-sebepli apoptozisle iliskili oldugunu gosterir'. Aktive
olmus ASK1, sitokrom c serbestlesmesini ve kaspaz aktivasyonu
araciligiyla apoptozisi indukler.

ASK7?’in aktivasyonunun dogru molekuler mekanizmasi ve
fizyolojik kosullarda Trxin ASK?1'i nasil regule ettigi daha fazla
aydinlatiimahdir. Apoptozisin regulasyonunda Trx sistemi ve ilgili
molekuller sekil 10’da gosterilmigtir.
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Apex/ Ref-1

TPB-2 Transkripsiyon

Sekil 10: Apoptozisin regiilasyonunda Trx sisteminin ve ilgili molekiillerin rolii*®.

2.3.4.6. Deoksiribonuikleotidlerin Sentezi

Cogalan tum hdcrelerin  6zdes DNA  kopyalarinin
hazirlanmasi igin deoksiribonukleotidlerin varligi gerekir.
Deoksiribonukleotidler, ribonukleotidlerin ribozunun ikinci karbonundaki
hidroksil grubunun reduklenmesiyle olugurlar. Bu reaksiyon, ribonukleotid
rediktaz ile yerine getirilir ve redukleyici ekivalanlari gerektirir. Bu
ekivalanlar normal olarak glutaredoksinler (Grx) ya da tiyoredoksinlerden
saglanir'”:

NDP + Grx-(SH); — dNDP + H,0 + Grx-S;
Veya

NDP + Trx-(SH)2 — dNDP + H20 + Trx-S;
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2.3.5. Medikal Yonden Tiyoredoksin Sistem

Bulasicl hastaliklar bakteri, mantar, parazit, viris ve prion
gibi patojenlerin bulagsmasi sonucu olugur. Tiyoredoksin sistem
antioksidatif sistemlerde anahtar bir oyuncudur. Metabolizmada solunum
patlamasina karsi, immun sistem savunmasinin ilk hattinin bir pargasini
olusturur. in vitro tiyoredoksinler, kendi inaktivasyonuna neden olan
immunglobdulinleri redikleme yetenegindedirler.

Tiyoredoksin ve glutaredoksinden eksik bakterinin hayatta
kaldigi ve cogalabildigi, fakat blyime hizinin ¢ok disuk oldugu ve
bakterinin hayatta kalmak igin besleyici bir ortama ihtiyag duydugu
belirtilmistir®*.

Bazi viral hastaliklar oksidatif stresin bir belirteci olan artmis
plazma tiyoredoksin dizeyleriyle iligkilidir. Epstein-Barr virisu (EBV) ve
insan T-lenfotropik virls tip 1 (HTLV-1) en iyi bilinen érneklerdir. Hepatit C
virus (HCV) ile iligkili hastaliklar -hepatoseluler karsinoma, karaciger
sirozu, tasiyicilar, kronik hepatitler- artmis serum tiyoredoksin duzeyleriyle
iliskilidir'®?. Bazi arastirmacilar, hepatoseliiler karsinoma disinda HCV-
iligkili diger karaciger hastalarinda serum Trx duzeylerini yuksek
bulmadilar'®®. Timorlin cerrahi olarak cikarilmasindan sonra Trx
duzeyleri dusmustur. Kimyasal olarak olugsturulan neoplastik karaciger
nodulleri olan hayvan modellerinde, saglikli karaciger dokusuna gore
mitokondrial TrxR aktivitesi yaklasik % 60 duserken, sitozolik TrxR
aktivitesi % 350 artmistir'>*. Sitozolik TrxR aktivitesindeki bu yiikselme,
artmis hudcresel direnisin  net bir sonucudur. Mitokondrial TrxR
aktivitesindeki dusus ¢ok iyi anlagilamamistir.

Ayrica HIV-bulagsmis kisilerde, serum tiyoredoksin duzeyleri
yuksek bulunmustur. Bu duzeyler, hastaligin ilerleme sureci ve

asamasiyla cok yakindan iliskilidir>*.

Bir tumorin akiginda olaylarin dizeni, siklikla bes asamaya
ayriir: baslama, ilerleme, lokal istila, uzaga metastaz, ve terapiye
dayanma. Butun asamalarda tiyoredoksin sistem rol oynayabilir. Birgok
karsinogen, reaktif oksijen turleri gibi radikallerin formasyonu araciligiyla
direk veya indirek olarak hareket eder. Tiyoredoksin sistem antioksidatif
Ozellikleriyle bu potansiyel zararli ajanlarin zararini azaltabilir.

Selenyum ilavesi, bazi timoér olusum oranlarini azaltir'®:
glutatyon peroksidaz ve tiyoredoksin reduktaz aktivitelerini artirir, bu
aktivite artisi metilselenolun formasyonu ve surekliligini saglayan
donusume neden olur. Metilselenol (CH3SeH), selenyumun tamor

engelleyici etkilerinde anahtar metabolit oldugu distinilen bir bilesiktir'*®.
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Metilselenol, membrana kolaylikla nufuz edebilen ve ROS’larla
reaksiyona girebilen ve onlari detoksifiye edebilen klguk bir bilesiktir.
Okside olmus uUrunler -metilseleninat veya metilselenenat-, metilselenol
siklusunda TrxR tarafindan kolaylikla metilselenola reduklenirler (sekil
11)%’. Béylece metilselenoliin membranlari potansiyel zararli ajanlardan
temizledigi dusunuldr.

2 NADP*+ 2 H,O
2 NADPH + 2 H*

Sekil 11: Metilselenol siklusu. Membranin iginde veya kenarinda yapilanmisg ROS,
metilselenol tarafindan, reaktif olmayan iriinlere (non-ROS) detoksifiye edilir.
Olusan oksidasyon iiriinleri, metilseleninat ve metilselenenat, membrandan
sitozole gecger. Burada tiyoredoksin rediiktaz (veya rediikte glutatyon) tarafindan
metilselenol yeniden olusturulur ve boéylece metilselenol-siklusu tamamlanir®’.

Birgok timor galismasinda, TrxR ve Trx duzeylerinin birkag
kat arttigi gortimustir'®®™. Tiyoredoksin sistem, transforme olmus
hdcreleri, hidrojen peroksit ve birkag nitrik oksit tirinden ve immun sistem
ataklarindan korur*®'%.

Trx/TrxR  sisteminin  sagladi§i  redikte hicre disi
tiyoredoksin, hucre disinda buyume faktoru gibi gorev yaparak tumor
hiicrelerini NK-lizinden ve TNF-a’dan korur®®®'° Bu yiizden tumér
hicrelerinde TrxR duzeyleri birkag kat yuksek bulunmustur.

Plazma membrani veya hicre disi sivida aktif TrxR’nin
varlhgi, NADPH ile saglanan indirgeyici ekivalanlara baghdir. TrxR’nin
membranla iligkili olarak ve hulcrelerden salgilanabilen bir Grin olarak
tanimlanmasina ragmen hucre igi indirgeyici ekivalanlar, TrxR ve hucre
digi substratlar arasinda direk bir iletisim simdiye kadar gosteriimemigtir.
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Salglanan rediikte Trx, bu rediikleyici gérevi yerine getiriyor olabilir®*.

Trx g0z mercegini oksidatif stresten ve katarakt
olusumundan korur'®, sican kalbinde reperfiizyon nedenli aritmileri
onler'® . akut iskemik kalp hastaliginda koruyucu etki gdsterir.
Hepatoseliler karsinoma'?, AIDS'"®®  Sjogrens Sendromu™ ve

romatoid artritlerde'® Trx diizeyleri yiiksek bulunmustur.

2.3.6. Sinir Sistemi ve Tiyoredoksin Sistem

Merkezi sinir sistemi ve noronlar, oksidatif hasar ve oksidatif
stres kaynakli hiicre dlimlerine hassastir'®. Noéronlar yilksek derecede
aerobik htcrelerdir ve oksidatif strese karsi direnme kapasiteleri su
Ozelliklerinden dolayi sinirhdir;

(i) katakolaminler ve doymamis yag asitleri gibi kolay okside
olabilen substrat icerigi yuksektir, bu da lipit peroksidasyonu igin hedef
olusturur,

(i) nispeten glutatyon (GSH)'’ ve glutatyon peroksidaz'®®
(GPx) seviyelerinin duslk duzeylerinin bir yansimasi olarak, dusiuk
antioksidan kapasiteye sahiptir; karaciger ve bobrede gore beyin daha
dusuk koruyucu antioksidan sistemlere sahiptir,

(i) vOcutta tuketilen oksijenin % 20’si insan beyin
hdcrelerine aittir fakat beyin vicut agirliginin sadece % 2’sini olusturur, bu
da beynin diger organlara gore daha ¢ok serbest radikal Urettigine isaret
eder,

(iv) beynin cesitli bolgeleri yiksek konsantrasyonlarda demir

ihtiva eder, bu da serbest radikal iiretimini katalizleyebilir'®°.

Beynin antioksidan savunmasi, dusuk molekul agirlikli
redoks bilesikleri ve birkac antioksidan enzim ailesinden olusur'”®. Redoks
bilesikleri; GSH, nikotinamid adenin dinlUkleotidler (NADPH, NADH),
tokoferoller (Vit E), askorbik asit (Vit C), ubikinon (Q10) ve lipoik asitten
olusur. Antioksidan enzimler ise stperoksiti (O,") dismutate eden sitozolik
(Cu/Zn-SOD veya SOD-1) ve mitokondriyal (MnSOD veya SOD-2)
superoksit dismutazlar, hidrojen peroksiti (6rnegin SOD’larla olusan
hidrojen peroksitleri) redukleyen katalaz ve peroksidazlar, yag asitleri ve
lipit hidroperoksitleri  indirgeyen peroksidazlar, ve tiyoredoksin
izoenzimleri'”’ ve glutaredoksinler gibi cesitli disiilfit rediiktazlardir.

Merkezi sinir sisteminde peroksit reduklenmesinin,
cogunlukla fosfolipit-hidroperoksit glutatyon peroksidaz (GPx4) ve GSH
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peroksidaz (GPx1)"""""2ile GSH sistemine dayandi§i varsayilsa da, ayni
zamanda bu redukleme peroksiredoksinler (Prx) olarak adlandirilan Trx
peroksidazlar araciligi ile de yapilabilir. Norodejeneratif hastalikh hayvan
modelleri ve hucre kultiri deneylerinde, spesifik antioksidan enzimlerin
ekspresyonlarinin genetik igleyisi, cesitli norodejeneratif durumlardaki
oksidatif stres ve mitokondrilerin iliskisi hakkinda indirek kanitlar saglar®.

Enerji Uretiminde  mitokondrinin roli ve SSS’de hucre
devamlihginin regulasyonu, mitokondriyal Trx izoenzimlerinin
fonksiyonlarina olan ilgiyi artirmaktadir. Bu konu ile yapilan bir ¢ok
calismada SSS’de norotrofik ve noroproktektif etkileri dahil  Trx
enzimlerinin dnemli fonksiyonlarina dikkat gekilmigtir'3"1°7:17%

2.3.6.1. Merkezi Sinir Sistemi (SSS)de Trx indiiksiyonu

Cesitli hormonlar, toksik olmayan kimyasallar ve enfeksiyon
ajanlari dahil stres kosullari Trx1 ekspresyonuna neden olur'™.
Mekaniksel sinir hasari ve gegici beyin iskemisi, ¢esitli beyin bolgelerinde
ve hucre tiplerinde Trx1’i indtkler. Bu durum oksidatif stresin ve belirtilen
beyin hasarlarinin  yenilenmesinde veya korunmasinda Trx1’in
fonksiyonunu belirtmektedir’”>'®. jskemik strese cevapta, Trx1in up-
regulasyonu ile néronlarin canhliginin devamlihgi iliskilendirilmistir'"®17°.
Neonatal farelerde hipoksi-iskemi uygulanmasi, Trx’in reaktivitesinin
reduksiyonuna ve infarkt beyin bolgelerinde noéronal hasarla iligkili olan
peroksinitrit UrUnlerinin uyariimasina neden olmustur. Bununla birlikte
infarkt  bdlgesinin  disindaki korteks néronlart  Trx1  induksiyonu

gostermistir. Bu da Trx'in néron koruyucu fonksiyonuna isaret edebilir'®*.

2.3.6.2. Trx1 ve TrxR’nin Sekresyonu

Astroglial hucreleri iskemi sirasinda Trx1 ekspresyonuna
neden olan baslica hiicre tipidir'’’. Disiik konsantrasyonda hidrojen
peroksite maruz kalmis astrositoma (U251) hucreleri, kiltir ortaminda
Trx1 salarlar'®. Bu durum glial hucrelerinin, noéronlar igin antioksidan
destegini ve norotrofik etkisini gdstermektedir®.

SSS’de TrxR izoformlarinin ekspresyonu hakkinda sinirli
bilgi vardir*®. Schwann hiicreleri ve Ranvier nodiilleri'” gibi néronal sigan
hlcrelerinin sitoplazmalarinda yogun Trx1 ve TrxR immunoreaktivitesi
gorulmustar. Beyin, U¢ TrxR izoformlarinin en dusuk eksprese edildigi
organlardan biri olmasina ragmen, TrxR1 beyinde digerlerine gore en
yliksek olan izoformdur”.
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2.3.6.3. Transgenik Trx1 Ekspresyonunun Noron Koruyucu Etkileri

Beyin dahil birgok dokuda, insan Trx1’inin (hTrx1) asiri
ekspresyonuyla transgenik fareler olusturulabilir (5 kat artis)'®. hTrx1
ekspresyonu glial ve vaskuler endotelyal hucrelerinde, kortekste,
hippokampusta ve piramidal noéronlarda lokalize olmustur. Transgenik
farelerin yagsam sudresi uzamigtir, bu durum memelilerde antioksidan
enzimlerin ekspresyonunun uzun yasam suresiyle iliskisini gostermektedir.
Bunun yani sira, bu fareler dogal tiplerine %6re, fokal beyin iskemisine ve

eksitotoksik strese karsi daha dayaniklidir'®.

Bir saatlik fokal iskemiden sonra, protein oksidasyonu
belirteci olan protein karbonil igeriklerinin artisi Trx1 transgenik fare
beyninde baskilanmigtir, bu Trx1’in néron koruyucu antioksidan rollindn
gostergesidir'’®. Bununla birlikte, iskemik hasarin azalmasinda etkili olan
c-fos’un induksiyonu, transgenik olmayan hayvanlarla karsilastirildiginda
daha fazladir. Ustelik iskeminin neden oldugu nérolojik hasarlar, dogal
tiplere oranla daha fazla diizelme gésterir''®'?°. Bitiin bunlar Trx1’in
SSS’deki antioksidan néroprotektif fonksiyonlarini géstermektedir.

Farelerde, rekombinat insan Trx1’'in (rhTrx1) damardan
verilmesinin gecici fokal serebral iskemiyi izleyen beyin hasarini azalttigi
gosterilmigtir. rhTrx, protein karbonil igerigini ve iskemiye cevapta MAPK
p38 aracili stresin aktivasyonunu azaltmistir'®?.

2.3.6.4. Norotrofik Kofaktor Olarak Trx1

Sinir buyume faktord (NGF) SSS’nin fonksiyonlarinda,
devamllllglnda ve gelismesinde temel roli oynayan prototip bir nérotrofik
faktordiir' **. NGF, néronal fonksiyonlar igin gerekli olan c-fos gibi kritik
genlerin transkripsiyonal aktivasyonu gibi bir¢cok sinyal yolunu aktive
eder'®. Trx1’in, NGF sinyal yollarinda énemli bir oyuncu oldugdu ileri
surular. Trx1, feokromositoma hicre (PC12) aksonlarinin dogal gelisimi ile
iligkilidir. PC12 hacrelerinin  NGF kaynakh farklilasmasi, aktif Trx1’e
baglidir. NGF Trx1’in ekspresyonunu etkinlestirir, ayrica Trx1’in nuklear
translokasyonuna neden olur'®. Trx1, AP-1 ve Ref-1 gibi ko-aktivatdrlerin
ve cgesitli transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunun devamini saglar. AP-
1 ve Ref-1, Trx1 ile redoks-regule edilirler ve farkhlasma surecinde rol
alirlar.

SSS malignansilerinde Trx1’in potansiyel roli hakkinda ¢ok

az sey bilinmektedir. Trx1 ve TrxR1 seviyeleri astrositomalarda
yiikselmigtir'®"38
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2.3.6.5. Selenyum, TrxR’ler ve Beyin Fonksiyonlari

Selenyum insan sagligi ve beyin fonksiyonlari igin dnemlidir’.
Selenyum, TrxR aktivitesi igin gereklidir ve kultar hicrelerine 1 uM Se
ilavesiyle TrxR aktivitesinin 40 kat arttigi gdzlenmistir'®®'%°. Selenyum
diyetindeki degisiklikler TrxR aktivitesini etkiler.

Biyolojik olarak aktif selenosistein (Sec) seklinde proteinlere
katilir. Anahtar antioksidan enzimlerden GPx ve TrxR izoformlarinin da
dahil oldugu 25-30 selenoproteinin fonksiyonu ve enzimatik aktiviteleri igin
Se gereklidir'®'. Selenyumun kimyasal 6zellikleri, selenoproteinlere redoks
aktivite kazandirir'®. Selenyum yoéniinden eksik beslenildiginde beyin,
selenyum eksikliginin goriildigii en son organdir'®. Bu da sinir sisteminde
selenoproteinlerin kritik minimal seviyelerinin korunmasinin 6nemine isaret
eder.

Memeli beyninde karakterize edilmig baglica selenoproteinler
TrxR1, TrxR2, GPx1, GPx4, iyodotironin deiyodinaz 2 ve 3 ve
selenoprotein P’dir. Selenoprotein P, beyinde selenyum dagilimindan
sorumludur ve antioksidan aktiviteye sahiptir'®*. Selenyum takviyesi,
Ozellikle gesitli TrxR ve GPx izoformlari gibi degisik selenoproteinlerin
sentezini up-regiile eder®. Selenoprotein P, TrxR ve GPx izoformlari gibi
onemli antioksidan selenoproteinlerin sentezi igin gerekli olan Se’nin,
beyinde yeterli seviyesinin korunmasi icin gereklidir'®>.

2.3.6.6. Alzheimer Hastaliginda (AD) TrxR ve Trx

Dusuk Trx1 protein seviyesinin aksine, AD beyinlerinin
serebellum ve amigdala bolgelerinde TrxR aktivitesi dikkate deger sekilde
daha yiiksektir'®. TrxR aktivitesi ile birlikte SOD1, katalaz, GPx, GSSG
reduktaz gibi diger ana antioksidan enzim aktiviteleri de lipit
peroksidasyonunun gugli oldugu farkli AD’li beyin bdlgelerinde
artmistir'®’. Antioksidan enzimlerin bu yiikselisi, artmis oksidatif stresi
gidermek igin telafi edici bir cevabin yansimasidir'®” %, Ayni zamanda,
primer rat hipokampal hicre kiltartiine E.coli'den izole edilmis eksojen Trx
ve TrxR’nin uygulanmasi, bu hicrelerin B-amiloid sitotoksisitesine karsi
hayatta kalmasini artirmistir’®. Bu da Trxiin AD’de koruyucu bir rol
oynayabilecegini godstermektedir. Trx1'de yetersizlik, oksidatif stresin
artmasina ve sonugta AD’de nodrodejenerasyona sebep olabilir.
Muhtemelen Trx enzimlerinin ekspresyonu, optimal beyin hicre
fonksiyonlarini korumak ve strese karsi cevag)ta uygun savunmalari
olusturmak igin siki bir sekilde regule edilmektedir 8,
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2.3.6.7. Prx’lerin Noron Koruyucu Fonksiyonu

SSS’de Prx izoformlarinin néron koruyucu fonksiyonlarini
gosteren ve beyinde cesitli hasarlara cevap olarak Prx izoformlarina
rastlandigini ifade eden bir cok calisma yapimistir®®. Prx2’nin asiri
ekspresyonunun, ndéronal kualtir hidcrelerini buyime faktorlu eksikliginin

neden oldugu hiicre éliimlerinden korudugu gésterilmistir'®®.

2.4, Epidermal Growth Faktor (EGF) ve Etkileri

EGF, ilk kez 1962 yilinda Dr. Stanley Cohen tarafindan
erkek fare cene alti tiikiirik bezinden izole edilmistir®®. 53 aminoasitten
olusan mitojenik bir polipeptittir?®'. Etkisini, yiiksek ve diisiik affiniteli
baglanma bodlgeleri olan spesifik reseptori (EGF-R) araciligi ile yapar.
EGF’nin reseptériine baglanmasi reseptdrin tirozin kinaz aktivitesini
uyarir, fosforilasyon reaksiyonlarini basglar ve bunun sonucu olarak DNA
replikasyonu ve hiicre bélinmesi uyarilir’®2. EGF ve reseptoriniin bircok
dokuda bulunmasinin yani sira, gelismekte olan ve olgun beyinde ve
serebrospinal sivida da tespit edilmistir’®. EGF-R, beyin tlimérlerinde

yiiksek derecede artmistir®®.

Epidermal buylime faktorini sinir sistemi kaynakli gesitli
hiicre morfolojisi degisikliklerinin®® ve fosforilasyon reaksiyonlarinin®®®
olusumunu saglar, sinir sistemi destek dokusu hucreleri Uzerinde mitojenik
aktiviteye sahiptir ayrica c¢esitli peptitlerle paralellik saglayarak,
nérotransmitter ve nérotrofik molekil gibi gérev yapar?®®. EGF-R’ler insan

sinir sisteminin gelismesi ve olgunlasmasi boyunca fonksiyon gdsterir®’.

EGF yeni dogan beyninde norotfofik etki gdsterir. Bir
néromodulatér olarak da en az U¢ ndronal enzimi indUkleyebilir: kolin
asetiltransferaz, glutamik asit dekarboksilaz, tirozin hidroksilaz 08,

Sinyal molekilleri olan polipeptit buyume faktorlerinin genel
etki mekanizmalari: sentezlendikleri bolgelerden salinmalari, kendi hedef
hicre ylzeyindeki membran-bagli spesifik reseptorlerine baglanmalari, bu
reseptorlerin fosforilasyonu ve dimerizasyonunu saglamalaridir. Sirayla,
reseptorler hucre igi ikincil mesajcilarin kaskadini aktive ederler ve bu da
gen ekspresyonunun modifikasyonu ve birgok selUler cevabin

olusturulmasi (hiicre béliinmesi, farklilasmasi, goci) ile sonuglanir?®®.

EGF, hucresel iletisim mekanizmalarinda en iyi calisilan
sinyallerden biridir. Hayvan organizmada yaygin bir sekilde is gorur, hucre
proliferasyonunu stimile eder, farklilasmayr regile eder ve
morfogenezisde hucre kararlihginin akibetini belirler.
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H,O, ve Oy anyonu gibi ROS’lar, solunumda oksidatif
fosforilasyon sirasinda olusan yan urlnlerle ve birgok toksik reaksiyonla
olusur. Bu reaktif tarlerin makromolekuller Uzerine zararli etkisi oldugu
bilinse de hiicre sinyal sisteminde dnemli bir rol oynarlar®’®. Bu siirecte
inflamasyona, hucre proliferasyonuna, anjiogeneze, apoptozise ve
yaslanmaya da neden olurlar®''. Bircok sitokin ve bilyiime faktor kaynakli
sinyal aktarim mekanizmalari redoks hassastir ve ligant ile uyarilmis ROS
uretimi, bu kompleks sinyal reaksiyonlarinda o6nemli rol oynar. EGF
sinyaline cevap olarak ROS’un olugsumu, sitozolik Trx1’in oksidasyonuna
sebep olur®'?,

Hucre ici oksidatif stres, baskin bir sekilde tiyol-redukleyici
sistemlerle (tiyoredoksin/peroksiredoksin sistem veya glutatyon/glutatyon
badimli peroksidaz sistem) kontrol edilir. Bu sistemler (i) hicre i¢i redoks
olaylarini, (ii) reguile olmus aktivasyon ve transkripsiyon faktorleri ile hiicre
Olumd ve hdcre buyUmesini regulasyonunu, (iii) hucrelerin sitokinlere
duyarhligini ve (iv) apoptozis yolundaki komponentleri kontrol eder. Bu
sistemler proteinin sistein sdlfidril (-SH) gruplarinin  oksidasyon ve
rediksiyonu Uzerinden fonksiyon  gdsterirler.  Proteinin  sistein
rezidUlerindeki SH’larin oksidasyonu konformasyonel degisikliklere neden
olur. Ozellikle molekil ici ya da disi sistein formlarinin disdlfit baglari,
sinyal yolunun modiilasyonu icin ¢ok 6nemli olabilir’">. GSH ve Trx
sistemleri gibi antioksidan sisteme sahip hucreler bir bliylime faktora gibi,
antioksidan gibi, ve/ya oksidatif stresin zarali duzeylerine kargi korumada
enzim kofaktérii gibi rol oynarlar?™.

EGF’nin SSS néronlarinin dlimand engelledigi dastnular ve
SSS noéronlarinda EGF reseptorinin ekspresyonu oldugu bildirilmigtir, bu
da EGF’nin ndéronlari g¢esitli hasarlardan koruyucu rol oynadigina isaret
edebilir*'®.

Birgok polipeptid buyume faktorinin, in vivo ve in vitro
olarak iskemik hasarda veya eksitotoksisiteye karsi belli derecelerde
koruyucu oldugu gosterilmigtir. Bazik fibroblast buylime faktoru (bFGF) ve
EGF’nin beraber uygulandidi kultlrlerde, eksitotoksisteye karsi ¢cok yiuksek
ve gok énemli bir koruma saglanmistir®™®.

EGF’nin néron morfolojisi uzerine etkisi yoktur. Kurtarici
etkisini, EGF-aracili artmis hlcre proliferasyonu orani Uzerinden yapiyor
olabilir*™®.

Norotrofik faktorler, ndéronal hucrelerde oksijen sebepli
apoptozisi Onlerler. EGF ve bFGF, cesitli ndronal hicrelerin yasama
oranini ve farklilasmasini artirirlar. EGF nérotrofik faktérdir ve ndronlari

oksidatif hasardan koruyucu rolleri vardir®™®.
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EGF’nin ndroprotektif etkileri, protein sentezi inhibitorleri
varliginda durmustur. Hippokampal néronal kultirde, blylime faktora
uygulanmasinin onemli detoksifiye ajan olan glutatyon reduktaz ve
superoksit dismutaz gibi antioksidan enzimlerinin ekspresyonunu
artirdigina igsaret edilmigtir. Noroprotektif etkinin neden oldugu baska bir
muhtemel yol kalsiyum baglayici proteinlerin up-regulasyonudur. Baylime
faktorleri, nitrik oksit aracili hucre olumlerini  redikleyebilme
egilimindedirler. Birgok c¢alisma, blyume ve ndrotrofik faktorlerinin noéral
progenitor hucrelerin proliferasyonuna ve farklilagsmasina neden oldugunu
gostermistir®!"28,

2.5. Tumor Nekroz Faktor (TNF-a) ve Etkileri

Tumor nekroz faktor (TNF-a), peptit sinyalizasyon molekuller
ailesinin bir Uyesidir. Biyolojik aktivitesini ylksek-affiniteli reseptorleriyle
etkilesime girerek gosterirler. insan TNF-a’si, membran-bagli polipeptit
preklrsoru (26 kDa) olarak sentezlenir. Proteolitik par¢calanmayla ¢ézunur
form olan aktif trimer polipeptite (17 kDa) dénusur. Bu proinflamatuvar
sitokin monositler, makrofajlar, T ve B lenfositler, noétrofiller ve mast
hdcrelerinin uyariimasi sonucu uretilirler. Buna ilaveten iskemik ve
travmatik beyin hasari, TNF-a’'nin prekursor peptidi olan proTNFa’nin
sentezini indukler, membran-bagh proTNFa’yi hidroliz eden proteolitik
enzimleri aktive eder ve ¢ozunur TNF-a’nin hicre disina gegcmesini saglar.

Hucre  bolunmesini  engelleyen  sitokinler,  buyume
faktorlerinin  hicre bolunmesi igin aktive ettigi mekanizmalari inhibe
ederler. TNF-a, reseptorlerin inaktive edilmesini saglayarak veya hucre
bolinmesi saglayacak sinyallerin iletiimesini engelleyerek buylime
faktorlerini down-regule edebilir. Hatta otokrin blyume faktorlerinin
uretiminde duzensizliklere yol acarlar. Alternatif olarak tumor supresor
genlerinin (6r p53 geni) veya onlarin dizenleyicisi olan protein kinaz veya
fosfatazlarin GUzerinden etki gostererek hucre bolunmesine yol acan
mekanizmalara ket vurabilirler?™.

TNF-a normal hacrelerin proliferasyonunu stimile eder.
Tumor hacrelerine kargl, hucre gelisimini ve g¢ogalmasini dnleyen ve
hidcreyi dejenere eden bir aktivite sergiler. Birgok sinyal yolunu aktive
eder, inflamatuvar, antiviral ve imminoregllator etkilere sebep olur. Iki
tane ayri hicre yuzey reseptoru ile etkisini gosterir. Reseptorlerin hucre
disi kisimlari homoloji gosterirken, sitoplazmik kisimlari farkh yapidadir.
TNFR1 6lum bolgesi icerirken, TNFR2 icermez. Bu yuzden TNFR1,
hicrenin yasamasi ve Olmesi ile ilgili sing/al bildirirken, TNFR2, sadece
hiicrenin yasamasi ile ilgili sinyal bildirir*°. Yaslanma sirasinda, TNF-a
Gretimi ylikselir??"?%2,
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TNF-a apoptozise neden olur, ASK1’i aktive eder. TNF-q,
sitokrom c serbestlesmesinin ardindan, mitokondrial solunum zincirinde
kompleks1’i inhibe eder ve mitokondrial membran permeabilite gegiglerini
indUkler. Glutatyon (GSH) yetersizligi, mitokondriden sitozole sitokrom c
salinimina sebep olur. TNF-a, GSH yetersizligine neden olur, Ustelik TNF-
a’ya cevap olarak, ROS dretiminin arttigi durumlar ispatlanmistir??>224,

225 t226

Klinik c¢alismalar, HIV ensefalitis ve menenji gibi
SSS’nin  inflamatuvar  hastaliklarinda ylksek TNF-a miktarlarini
ispatlamistir.

TNF-a, TNFR'lerle ve EGFR transaktivasyonuyla NF-kB'yi
aktive eder. TNF-nedenli NF-kB aktivasyon sinyal yolunda, ROS’larin
onemli rolleri vardir®®’. Hiicre ici Uretilmis olan ROS’lar sinyal yolunda
ikincil mesajci gibi rol oynarlar®®®*. ROS’larin bu siirece nasil dahil oldugu
¢cok acik degdilse de akla yatkin bir mekanizma, protein-tirozin fosfatazlarin
geri donlisumli inaktivasyonu olabilir. Yani ROS, EGF reseptorinin
redoks aktivasyonunu modiile edebilir®®. Ciinkii biitiin protein-tirozin
fosfatazlarin, reaktif sistein reziduleri iceren katalitik bdlgeleri vardir.
Kataliz suresince tiyol-fosfataz formunda olup, bu rezidulerin oksidasyonu
protein-tirozin fosfatazlarin inaktivasyonuna neden olur. Glutatyon ve Trx
sistemleri gibi tig/ol-aracm redoks sistemlerin bu olusumlarda yer aldigi
gosterilmistir®4°.

Trx’in asiri ekspresyonu, TNF-nedenli EGFR
fosforilasyonunu baskilamistir; Liu ve ark.?** sadece TNF’nin degil ayn
zamanda TRAF2'nin (TNF reseptor-iliskili faktor) asiri ekspresyonunun da
ROS dretimini besledigini ve Trx vyuksek ekspresyonunun veya
antioksidanlarin uygulanmasinin bu sinyal kaskadinin akigini baskiladigini
gOstermiglerdir.
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2.6. Beyin iskemisi

iskemi, kan akiminin hiicresel fonksiyonlari karsilamak igin
gerekli olan dlzeyin altinda olmasi durumudur. Aerobik kosullarda
yasayan biyolojik organizmalar, temel yagsam kaynaklari olan oksijen ve
metabolik substratlar ortamda bulunmadigi zaman canliliklarini belirli bir
sure devam ettirebilmektedirler. Merkezi sinir sistemi vicutta, kisith
anaerobik metabolizmasi ve glikojen depolari nedeniyle iskemiye en
duyarli dokulardan biridir. iskemik bdlgesinin gevresinde kollaterallerce
saglanan kalan kan akiminin olmasi, néronlarin kisa bir sire igin olsa da
morfolojik ve biyokimyasal butinlGgiini korur. iskemi sonucunu belirleyen
en onemli iki faktor iskeminin derinligi ve iskeminin suresidir.

iskemide, oksijen olmadi§i igin mitokondrial elektron
transportu ve oksidatif fosforilasyon kapasitesi giderek azalir. Beyinde
ATP sentezi durmasina karsin ATP kullanimi surer. ATP hidrolizi
sonucunda adenozin difosfat (ADP) konsantrasyonu artar. Fosfokreatinin
depolari tukeninceye kadar kreatin kinaz reaksiyonu ile ATP yapimi bir
sure daha devam eder. Daha sonra ATP tamamen tukenir.

iskemide enerji eksikligi, asidoz, makromolekul sentezinin
durmasi, eksitotoksisite, iyon dengesinin bozulmasi, serbest radikal aracili
toksisite ve ATP yikim Uriinlerinin birikmesi gorilir®.

iskemi sonrasi meydana gelen ve néronal dlime katkida
bulunan enerji eksikligi ve sonrasinda geligen olaylar, birbirinden bagimsiz
olarak ele alinir fakat bunlar birbiriyle derin iligkiler icindedirler. Ornegin,
yukselmis kalsiyum ard arda meydana gelen reaksiyonlara yol agar ve
serbest radikal Uretimine neden olur. Serbest radikaller ve iyon
homeostazis kaybi, enerji eksikligine, glutamat aracili eksitotoksisiteye ve
yuksek kalsiyuma katkida bulunur, yliksek kalsiyum eksitotoksisiteyi artirir.

Normalde, ATP bagimli pompalar (Na*-K*-ATPaz, Ca*-
ATPaz), sodyum ve kalsiyumu noronlarin digina, potasyumu noéron igine
pompalarlar (Na 10:1; Ca 10000:1; dis:i¢c). Bu aktif pompalar, néronal
ATPnin % 50 sinden fazlasini tiiketir®®'. Ayrica pasif iyon sizintilari da
vardir. Sodyum ve kalsiyum pasif olarak, konsantrasyon gradiyentine bagl
bir sekilde ndoronlarin igine gecger. Pasif iyon catlaklari, iskemi sirasinda
noronlarin depolarizasyonu ile ve membran permeabilitesindeki artis ile
fazlalagir. ATP kaybi ile pompalar hasar gorir, bozulmus pompalarla ve
sizintilarin artmasiyla Na ve Ca iceri, K disari yonlenir. Bu durum, hicre
membranini depolarize eder, kalsiyum artigi olur ve glutamat serbestlenir.
Ustelik, hiicre digi K artigi yikselir ve Na ve CI'nin igeri alimiyla olusan
ozmotik gradiyenti takiben néronlarda su birikmeye baslar. Bu da néronal
sisme veya sitotoksik ddem ile sonuclanir®.
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Sinaptik membranlarin yukselmis Ca ile depolarizasyonu,
ndrotransmitterlerin salinimini da igeren birgok hcre igi olay igin fizyolojik
sinyal aktarim mekanizmasi olusturur. Dopamin, gama amino butirik asit,
asetilkolin ve aspartat gibi diger nérotransmitterlerin serbestlesmesi de bu
durum karsisinda etkilenmistir?®2. Norotransmitterlerin sentezi icin ATP,
oksijen ve Krebs siklusu fonksiyonu gereklidir ve bu fonksiyonlar
iskemiden dolayi diisiktiir®.

Glutamat beyinde major uyaricidir ve iskemi arastirmalarinda
en cok dikkate alinan ve calisilan nérotransmitterdir. ilk olarak 1969'da
Olney ve Sharpe, eksitatér aminoasit olan glutamatin fazla miktarlarinin
noronlara toksik olabilecegini saptamiglar ve eksitotoksisite kavramini
tanimlamislardir®?®.  iskemide glutamat ve aspartatin hiicre disi
seviyelerinin yuksek bulunmasi iskemide eksitotoksisitenin 6nemli

oldugunu diistindirmistir?*.

Eksitotoksinlere  maruz kalindiginda mitokondri  asiri
miktarlarda kalsiyum ile yuklenir. Mitokondrilerin kalsiyumla yuklenmesi;
hasarlanmis mitokondriyal membranini daha da bozar, ener;ji
yoksunluguna, sitokrom c¢ salinimina ve artmis superoksit olusumuna

neden olarak eksitotoksik néron limuind tetikler?.

Redoks sinyalizasyonda biyokimyasal olarak hucre igi,
serbest sulfidril gruplariyla redikte bir durumda tutulurken hicre disi,
stabilize olmus disdlfitlerle okside durumda tutulmahdir. Redikte durumda,
hidcre ici cevrenin surdurdlmesinden sorumlu disulfit reduktazlar olan
tiyoredoksinlerin oksidatif stres ile indiiklendigi belirtilmistir?®®2%".

Tiyoredoksin, iskemi/reperflizyon esnasinda ROS
sinyalizasyonunun redoks regulasyonunda ¢ok énemli bir rol oynuyor gibi
gorinmektedir®®.  Trx oksidasyonunun bir sonucu olarak  Trx
ekspresyonunun rediksiyonu, oksidatif stresin gelisimine yol acar ve
apoptotik hiicre éliimiine neden olur'™°.

Son zamanlarda yapilan arastirmalar, sinir sisteminde Trx'in
roli ve onemini gostermistir. Kismi tek tarafli kesip cikarma'’® ya da
iskemi-reperfiizyon'® seklinde beyin dokusuna yapilan direk travma,
hasarli bolge iginde ve ¢evresindeki néronal hucrelerde ve glial hicrelerde
Trx ekspresyonunu up-regule edebilir. Bu durum noronal populasyon
cevresinde bir bakima koruyucu etki saglyor olabilir'”182239.24

Trx'in, bir antioksidan olmasinin yaninda potansiyel strese

yanit araci oldugu da in vitro ve in vivo olarak c¢esitli hucrelerde ve
dokularda gosterilmigtir.
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Normal durumda Trx immunoreaktivitesi, noronal ve glial
hicrelerinin gekirdeginde oldugu kadar sitozoliinde de tespit edilmigtir.
Nuklear kompartmanda sitoplazmaya gore daha guglu bir reaktivite vardir.
Normal durumda Trx, nuklear kompartmanda ¢ok daha onemli roller
oynar. Fakat sinir hasarini takiben, sitozolik kompartmandaki reaktivite
artisi daha hizhdir. Trx, sinir hasariyla birlikte transkripsiyon faktorlerinin
aktivatérii olmak gibi bir fonksiyona da sahiptir®2*".

TNF-a duzeyleri serebral iskemi dahil birgok SSS
hastaliklarinda beyin dokusunda, plazmada ve serebrospinal sivida (CSF)
artmistir’®?. TNF-a mRNA’sinin ekspresyonu, siganlarda fokal serebral
iskemi sonrasinda 30. dk’'dan 5. glne kadar yukselmistir. TNF-a, fokal
iskemik beyin hasarini siddetlendirir ve bloke edilmis endojen TNF-a’'nin,
néroprotektif oldugu diistndlir?*>.

Farelerde gegici fokal serebral iskemi sonrasinda TNF-a
ekspresyonu kan beyin bariyeri (BBB) gecirgenligini artirmistir. Gegici
iskemik fare modellerinde TNF-a ekspresyonu ile BBB bozuklugu arasinda
bir iliski oldugu gosterilmistir?**.

Serebral iskemi protein sentezini ve baskin olarak
translasyonu azaltir®. iskemi sonrasi bazi gen gruplarinin transkripsiyonu
ve translasyonu artar. Bunlar early genleri (c-fos,fos-B, c-jun, jun-B...)**,
stres genleri (heat sok proteinleri, hemoksijenaz...)**® ve biyiime
faktorlerini kodlayan genler ve reseptorleridir. Bazi blylime faktorleri

ratlarda kalici fokal iskemiye karsi koruyucu gibi gériinmektedir®’.

Noronlar iskeminin ardindan nekrozis veya apoptozis ile
Olurler. Nekrotik hicre olumu, erken mitokondri ve hucre sismesi, plazma
membraninin  yirtilmasiyla hlcre igeriginin  serbest birakilmasi ve
inflamasyon ile karakterizedir. Zit olarak apoptozis, spesifik genlerin
transkripsiyonu ve daha sonraki protein sentezleri ile belirlenmis olan
hiicre 8limidir. inflamasyon yoktur. Hiicre éliir ve makrofajlar tarafindan
fagosite edilir®.
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2.6.1. iskemide Serbest Radikaller

Normal beyin dokusunda superoksit anyon radikali, hidrojen
peroksit, hidroksil radikali, ve peroksinitrit anyonu gibi reaktif oksijen
turlerinin Uretimi, endojen enzimatik (6rnegin SOD, GPX ve katalaz) ve
nonenzimatik (dérnegin glutatyon, urik asit, a-tokoferol, Vit C ve Vit E)
savunma sistemleri ile dengededir.

Oksidatif  stresin  Ozellikle  postiskemik  reperfizyon
asamasinda radikal Uretimi ile olustugu hipotezi olsa da, 1980’lerin
ortasinda ilk defa, iskemik hasarin da oksidatif stres olusturabilecegi
sdylenmistir®.

Serbest radikaller hucresel toksindir. Serbest radikal
¢opguleri hucre iginde bulunurlar, ¢unku elektron transportu, eikosanoid
sentezi, purin metabolizmasi, katekolamin otooksidasyonu ve sitokrom
P450 reduktaz gibi enzimlerin fonksiyonu gibi cesitli normal hicre
reaksiyonlari serbest radikaller olusturur. iskemi sonrasi reperfliizyon,
artmis serbest radikal Uretimiyle iliskilidir. Reperfizyonla olusan oksijenin
istilas1 sUperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil serbest radikalerinin
uretimine neden olur. Reperfizyon, serbest radikal tretiminin artmasi igin
sart degildir, serbest radikaller iskemi sirasinda da olusabilirler. Serbest
radikallerin uzun sireli iskemide énemli oldugu diistnGliir®.

Mitokondride elektron transport zinciri boyunca elektronlarin
gegisi, stiperoksit radikallerini ve hidrojen peroksit radikalini Gretir. iskemi
suresince, bu reaktif oksijen turlerinin sizintisinin artmasi, onlarin diger
reaksiyonlara katilmasina izin verir. SOD beyin iskemisinde serbest radikal
reaksiyonlarini baslatarak, stuperoksitin hidrojen peroksite pargalanmasini
kataliz eder, hidrojen peroksit katalaz veya glutatyon peroksidaz ile oksijen
ve suya metabolize olur. Superoksit anyonu, patolojik iskemik beyin
hasarinin ve beyin dédeminin baslangicinda pivotal rol oynar?*®. Diger bir
reaksiyonda ksantin oksidaz hipoksantinin ve ksantinin, stperoksit ve
hidrojen peroksitin olugsumu ile beraber ksantin ve Urik asite dondsimunu
kataliz eder. Bu oksijen turlerinin daha reaktif olan hidroksil radikal
formlarina olan reaksiyonu demir varliginda katalizlenir. Demir, iskemi
sirasinda gorulen asidozis ve diger ileri reaksiyonlar ile, hiucre i¢i depo
transferrinden serbestlesir. iskemi sirasinda serbest radikallerin tretiminin
artmasi, normal hiicre savunmasini bastirabilir. Noronlarda NO, serbest
radikal Uretimine neden olan iskemi slresince reaksiyonlara katilabilir.
iskemi sirasinda asiri Uretiimis siperoksit radikali, NO ile peroksinitrit
olusturmak igin reaksiyona girebilir. Hlcre ici serbest demir, iskemiden
sonra hucre i¢i depolardan salindidi icin artabilir. Artan demir, NO ile ve
oksijenden-turemis serbest radikaller ile serbest radikal reaksiyonlarina
katkida bulunabilir®.

42



3. MATERYAL-YONTEM

Bu calisma; Gazi Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Biyokimya
Ana Bilim Dali Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirilmigtir.

3.1. Deney Gruplari

Deney hayvanlari, Gulhane Askeri Tip Akademisi Arastirma
Laboratuvarindan saglanmistir. Bilimsel arastirma igin Gazi Universitesi
Tip Fakultesi ve GATA Hayvan Etik Kurul’'undan izin alinmistir.

Calismada ortalama agirliklari 200 gram olan 47 adet
Spraque Dawley cinsi erkek sigcan kullanildi. Hayvanlarda kalici fokal
serebral iskemi modeli olusturuldu®*®%*'. 100 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg
xylazine anestezisi altinda siganin sol gézu ve sol kulagl arasindaki orta
hatta 0,5 cm’lik vertikal cilt insizyonu yapildi. Temporal kas ekarte edilip
zigomatik arkla squamoz kemik birlesme yerinden drillenerek 2 mm’lik bir
burr hol acgildi. Sol MCA bulunduktan sonra bipolar koter yardimi ile arter
koterize edilerek mikro makasla kesildi. MCA oklizyonu mikroskobik
inspeksiyon ile teyid edildi. Hayvanlar, GATA hayvan arastirma
laboratuvarinda hazirlandi. Tuim gruplarin sag (periiskemik) ve sol
(iskemik) beyin bolgeleri ayri ayri incelendi. Fokal serebral iskemiyi izleyen
16., 48. ve 96. saatlerde siganlar feda edilip beyinleri cikartildi, serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra aluminyum folyoya sarilarak sivi azot iginde
donduruldu. Analiz gunline kadar -80°C’de saklandi. Beyin dokularinda
tiyoredoksin reduktaz aktivitesi, EGF ve TNF-a duzeyleri dlguldl. Deney
gruplari tablo 4’'te gosterilmigtir.

Calismada hayvanlar 3 gruba ayrildi:

Grup 1: kontrol grubu. Bu hayvanlara higbir uygulama
yapilmadan anestezi altinda feda edildi.

Grup 2: taklit grubu. Bu hayvanlarda orta serebral arter
gosterilip, sutir konmadi. Derisi kapatildi. Anesteziden sonra hayvanlar
kafeslerine konarak, serbest hareketlerine ve yemelerine izin verildi.

a-) 16. saatte sicanlar feda edildi.

b-) 48. saatte siganlar feda edildi.

c-) 96. saatte sicanlar feda edildi.

Grup 3: MCAO grubu. Hayvanlarda fokal serebral iskemi
modeli olusturmak icin orta serebral arter oklizyonu (MCAQ) yapildi.

a-) iskeminin 16. saatinde siganlar feda edildi.

b-) iskeminin 48. saatinde siganlar feda edildi.

c-) iskeminin 96. saatinde sicanlar feda edildi.

43



Tablo 4: Deney Gruplari

TrxR EGF TNF-a

periiskemik | iskemik periiskemik iskemik periiskemik iskemik
Grup 1: kontrol (n=6) sag beyin | sol beyin sag beyin sol beyin sag beyin sol beyin
Grup 2a: 16. saat sol beyin sol beyin sol beyin
taklit opr. (n=6) sag beyin taklit opr. sag beyin taklit opr. sag beyin taklit opr.
Grup 2b: 48. saat sol beyin sol beyin sol beyin
taklit opr. (n=6) sag beyin taklit opr. sag beyin taklit opr. sag beyin taklit opr.
Grup 2c: 96. saat sol beyin sol beyin sol beyin
taklit opr. (n=8) sag beyin taklit opr. sag beyin taklit opr. sag beyin taklit opr.
Grup 3a: 16. saat sol beyin sol beyin sol beyin
MCAO (n=7) sag beyin MCAO sag beyin MCAO sag beyin MCAO
Grup 3b: 48. saat sol beyin sol beyin sol beyin
MCAO (n=7) sag beyin MCAO sag beyin MCAO sag beyin MCAO
Grup 3c: 96. saat sol beyin sol beyin sol beyin
MCAO (n=7) sag beyin MCAO sag beyin MCAO sag beyin MCAO

3.2. Kullanilan Aletler

Hassas terazi ( Schimadzu, Libror, AEG 220 )

Homojenizator (Virtis-Virtisheur)

Vorteks (Heidolf Reax 200)

Benmari (Heto)

Santrifuj (Hermle Z 380K )

Sogutmali santrifuj (Damon IEC, B-20A sogutmali, Hermle Z

323K)

Spektrofotometre (Schimadzu, UV1601 )

Tecan Eliza okuyucu ve yikayici

pH metre (Jenway)

Mikrofiltre (Amicon millipore ultrafiltration membrans, filter
code: YM3, Dia:14 mm NMWL:3,000)

3.3.Yontemlerin Uygulanmasi

3.3.1. Beyin Dokusu Tiyoredoksin Rediiktaz Aktivitesinin Olciilmesi

Memeli tiyoredoksin rediktazin, NADPH araciligiyla 5,5'-
ditiyo-bis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB)'yi rediiklemesi prensibine dayanir®.
Reaksiyonun Uriini olan TNB  (5'-tiyonitrobenzoik asit) sari renklidir ve
13,600 M ' ¢cm ' molar absorbsiyon katsayisi ile 412 nm’de maksimum
absorbans verir.

TrxR
DTNB + NADPH+H* ———» 2TNB + NADP *
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Olciim icin Hazirlik Asamasi

Baslica redukte glutatyon ve diger dusuk molekul agirlikli
tiyoller olmak Uzere analiz sisteminde interferans veren bilesikler, ilk
basamaklarda uzaklastirildi'®%°2,

Kullanilan Reaktifler

*50 mM Tris-HCL, pH 7.5, 1mM EDTA (TE Tamponu)
*1.0 M Asetik asit

*1.0 M NH,OH

* Amonyum sulfat

Deneyin Yapilisi

Dokular 1/10 oraninda 50 mM Tris-HCL, pH 7.5 1mM EDTA
(TE Tamponu) ile soduk ortamda (buz icinde) homojenize edildi.
Homojenatlar 13,000xg’de +4 °C’de 30 dakika santriftj edildi. Sipernatan
buzda sogutulmus 1.0 M asetik asitin damla damla ilavesiyle pH 5.0’a
ayarlanir. Olusan ¢oOkeltiyi uzaklastirmak igin numuneler 13,000xg’de +4
°C’de 20 dakika santrifij edildi. Supernatan 1.0 M NH4OH ile pH 7.5e
ayarlandi. Supernatan benmaride 60 °C’ye isitildi. Solusyon hizl bir
sekilde +4 °C’ye sogutuldu. Olusan ¢okelti 13,000xg’de +4 °C’de 20 dakika
santriflj ile uzaklastirildi. % 85 doygunluga kadar karistirarak amonyum
sulfat ilave edildi ve tekrar 13,000xg’de +4 °C'de 20 dakika santrifij
edilerek coOkelti elde edildi. Cokelti 300 pl TE tamponu ile ¢ozulerek
vortekslendi. Elde edilen numune delik buyukIGga 3000 olan mikrofiltre ile
2000xg’de 5 dakika santrifuj edildi ve mikrofiltrenin Gstinde kalan kisim
ayrildi.

Tiyoredoksin Reduktaz Aktivitesi Tayini icin Kullanilan Reaktifler

*NADPH, 40 mg/ml su iginde

“EDTA, 0.2 M

* Potasyum fosfat tamponu, 1.0 M, pH 7.0
*DTNB, 25 mg/ml %99.5 etanol icinde

* BSA (bovin serum albimin), 20 mg/ml

Reaktif karigimi : 50 pl NADPH, 0.5 ml EDTA, 1.0 ml

potasyum fosfat tamponu, 0.8 ml DTNB ve 100 pl BSA karistirildi ve 10
ml’ye tamamlandi.
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Aktivite Tayini

Reaktif karisimindan hem kor hem de numune igin kivetlere
500 pl kondu. Kére 100 ul potasyum fosfat tamponu eklenirken, numune
kuvetine 100 pl mikrofiltrasyon ile Ustte elde edilen 6rnekten eklendi.
Reaksiyon 412 nm’de 5 dakika boyunca izlendi.

Aktivite Hesaplanmasi

1 dakikada 1 pmol TNB agiga ¢ikaran tiyoredoksin rediktaz
aktivitesi 10'dir. TNB igin molar absorbsiyon katsayisi 13,600 M " cm ™
kullanilarak hesap yapildi ve sonuglar U/mg protein olarak verildi.

3.3.2. Lowry Doku Protein Tavini@

Kullanilan Reaktifler

* % 2’'lik Na,COj3 iginde 0,1 N’lik NaOH (A1)
* %2’'lik Na-K tartarat (B1)

“%71’lik CuSO4(B2)

* Folin ciocalteu’s fenol reaktifi

Standart olarak 1 mg/ml bovine serum albumin (BSA) kullanildi.
C solusyonu : 0,5 ml B4+ 0,5 ml B+ 16,5 ml A
Folin reaktifi (F.c) : 1 hacim F.c. + 1 hacim distile su

Deneyin vapilisi :

BSA  Distile su C
solusyonu
Kor - 100 pl 2ml
Standart-1 20 ul 80 pl 2ml
Standart-2 40 pl 60 pl 2ml
Numune 20 ul 80 ul 2ml

Numuneler vortekslendi ve 15 dakika bekletildi. Daha sonra
numunelere 200 pl folin reaktifi eklenerek iyice vortekslendi ve 1 saat
karanlikta bekletildi. Tupler 750 nm’de kore karsi okundu. Sonuglar mg/mi
olarak hesaplandi.

Hesaplama:

Protein miktari: Numune Abs x Standart konsantrasyonu

Standart Abs
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3.3.3. ELISA Yontemi ile Dokuda EGF ve TNF-a Tayini

ELISA (‘enzyme-linked immunosorbent assay’ enzim-bagli
immunosorbent ydntemi), érnekteki antijenin varhidinin hizli bir sekilde
gosterilmesini ve Olgulmesini sagdlar. Bir antikorun antijeniyle 6zgul
tepkimesi karisik bir érnekteki 6zgul bir proteini tanimlar.

Dokular 1/10 oraninda 50 mM Tris-HCL, pH 7.5 1mM EDTA
(TE Tamponu) ile soguk ortamda (buz iginde) homojenize edildi.
Homojenatlar 13,000xg’'de +4 °C’de 30 dakika santriflj edildi. Analiz
gunune kadar -80°C’de saklandi. Homojenattan EGF ve TNF-a calisildi.
Sonuglar Lowry ile belirlenen protein miktarlarina bolinerek pg/mg protein
olarak verildi.

3.3.3.1. Dokuda EGF Tayini

EGF tayini, Biosource Elisa kiti ile calisildi.

e Sifir doz kuyucuguna 100 pl Standart Diluent Tamponu koyuldu.
Kromojen blank i¢in ayriimisg kuyucuk bog birakildi.

o Kuyulara 100 pl standartlar ve ornekler koyuldu. Plate iki saat oda
Isisinda inkube edildi.

e Kuyular dort kere 400 ul yikama tamponuyla yikandi. Her bir kuyuya -
kromojen blank kuyusu harig- 100 pl Biyotinli anti-EGF (biyotin konjugat)
eklendi. Plate bir saat oda 1sisinda inkubasyona birakildi.

e Kuyular dort kere 400 yl yikama tamponuyla yikandi. Her bir kuyuya —
kromojen blank kuyusu harig- 100 pl Streptavidin-Peroksidaz (HRP)
solusyonu eklendi. Plate yarim saat oda isisinda inkube edildi.

o Kuyular dort kere 400 yl yikama tamponuyla yikandi. Batun kuyulara
100 pl Stabilize Kromojen eklendi. Plate yarim saat oda isisinda ve
karanlikta inklibasyona birakild1.

e Butin kuyulara 100 ul Stop Solusyonu koyuldu. Mavi renk sariya
donustl. 450 nm’de absorbans degerleri dlguldu.

3.3.3.2. Dokuda TNF-a Tayini

TNF-a tayini CytElisa kiti ile ¢calisild1.

e Sifir doz kuyucuguna 100 ul Assay Diluent ve koyuldu.

e Kuyulara 100 yl standartlar ve 6rnekler koyuldu.

e Butdn kuyulara 25 pl Rabbit anti-Human TNFa Polyclonal Antibady
eklendi. Plate U¢ saat oda isisinda inkube edildi.
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e Kuyular dort kere 250 ul yikama tamponuyla yikandi. Her kuyuya 50 ul
Goat anti-Rabbit Alkaline Fosfataz eklendi. Plate 45 dakika oda isisinda
inklbe edildi.

e Kuyular dort kere 250 ul yikama tamponuyla yikandi. Her bir kuyuya
200 pl Color Reagent Solusyonu ilave edildi. Oda i1sisinda ve karanlhkta 15
dakika inkube edildi.

e Butdn kuyulara 50 pl Stop Solusyonu koyuldu. 490 nm’de absorbans
degerleri dlguld.

3.4. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS 11.5 istatistik
paket programi ile vyapilmistir. Degerlendirmede gruplar arasi
karsilastirmada Kruskal-Wallis varyans analizi ve fark saptandiginda ikili
kargilagtirma icin Mann-Whitney U testi kullaniimistir. P<0.001, p<0,005
ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Gruplara ait doku TrxR aktivitesi (U/ mg protein), EGF
(pg/mg protein) ve TNF-a (pg/mg protein) dizeylerinin istatistiksel
sonuglari (ortalamazstandart sapma) tablo 5'de verilmistir.

Tablo 5: Gruplara ait doku TrxR aktivitesi (U/ mg protein), EGF (pg/mg protein) ve
TNF-a (pg/mg protein) diizeylerinin istatistiksel sonuglari.

TrxR (U/ mg protein) EGF (pg/mg protein) TNF-a (pg/mg protein)
Sag beyin Sol beyin Sag beyin Sol beyin Sag beyin Sol beyin
Grup 1 0,046+0,019 0,051+0,019 | 2.92+0,67 2,19+0,35 39,57+22,86 | 30,51+20,85
Grup 2a 0,035+0,019 0,035+0,023 | 2,5040,75 2,55+0,94 32,37£12,18 | 23,12+10,55
Grup 2b 0,045+0,008 0,041£0,015 | 2,1940,91 1,94+0,56 34,03+x17,72 | 45,61+13,65
Grup 2¢ 0,033+0,02 0,04+0,02 1,50+0,18 2,130,64 28,60+19,94 | 42,27+18,18
Grup 3a 0,031+0,018 0,033+£0,013 | 2,68+0,59 2,24+0,87 42,48+12,05 | 37,03+21,77
Grup 3b 0,029+0,011 0,023+0,011 | 2,87+1,06 2,37+0,46 38,38+12,69 32,3118,44
Grup 3c 0,029+0,011 0,040,012 2,97+1,11 5,28+4,85 39,49+8,45 53,69+14,17

grup 1: kontrol

grup 2a: 16. saat taklit
grup 2b: 48. saat taklit
grup 2c: 96. saat taklit

grup 3a: 16. saat MCAO
grup 3b: 48. saat MCAO
grup 3c: 96. saat MCAO

4.1. Beyin Dokusu Tiyoredoksin Reduktaz Aktivitesi

Beyin tiyoredoksin reduktaz aktivitesi igin sol beyin kontrol
grubu (grup 1) ile sol beyin taklit grubu (grup 2) (16., 48. ve 96. saatler igin
ayri ayr) karsilastirildiginda aralarinda anlaml istatistiksel fark
bulunamadi. Sol beyin grup 2a, 2b ve 2c kendi aralarinda
karsilastinildiginda da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. Sol
beyin grup 3b (48. saat iskemi) sol beyin kontrol grubu (grup 1) ile, sol
beyin grup 2b (48. saat taklit) ile ve sol beyin grup 3c (96. saat iskemi) ile
kargilagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
(p<0,05) (grafik 1 ve tablo 6).
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Grafik 1: Sol beyin tiyoredoksin rediiktaz aktiviteleri (U/mg protein) ortalama deger
olarak verilmistir

Sag beyin grup 2b (48. saat taklit), sag beyin grup 3b (48.
saat iskemi) ile ve sag beyin grup 3c (96. saat iskemi) ile
kargilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05) (tablo
6).

Her grup igin, ayni hayvana ait sag beyin ve sol beyin
(6rnegin sag 2b ile sol 2b gibi) tiyoredoksin reduktaz aktiviteleri birbirleriyle
kargilastinldiginda aralarinda anlaml istatistiksel fark bulunamadi (tablo

6).
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Tablo 6: Tiim gruplara ait tiyoredoksin rediiktaz aktivitesinin istatistiksel sonug¢lar

TrxR (U/ mg protein)
Sag beyin Sol beyin
Grup 1 (kontrol) 0,046+0,019 0,051£0,019 *
Grup 2a (16. saat taklit) 0,035+0,019 0,035+0,023
Grup 2b (48. saat taklit) 0,045+0,008 E 0,041+0,015 B
Grup 2c (96. saat taklit) 0,033+0,02 0,04+0,02
Grup 3a (16. saat iskemi) 0,031+0,018 0,033+0,013
Grup 3b (48. saat iskemi) 0,029+0,011 F 0,023+0,011 ©
Grup 3c (96. saat iskemi) 0,029+0,011 © 0,040,012 °

€: A ByePile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05), (sirasiyla; p=0,022,

E_O 021 p =0,026).
Cile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05), (p=0,021, p=0,014).
|Ie karsilastinildiinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05), (p=0,014).

4.2. Beyin Dokusu EGF Diizeyleri

Beyin EGF duzeyleri igin sol beyin kontrol grubu (grup 1) ile
sol beyin taklit grubu (grup 2) (16., 48. ve 96. saatler icin ayri ayrn)
kargilasgtinldiginda aralarinda anlamli istatistiksel fark bulunamadi. Sol
beyin grup 2a, 2b ve 2c kendi aralarinda kargilastirildiginda da istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi. Sol beyin grup 3c (96. saat iskemi) sol
beyin kontrol grubu (grup 1) ile, sol beyin grup 2b (48. saat taklit) ile, sol
beyin grup 2c (96. saat taklit) ile, sol beyin grup 3a (16. saat iskemi) ve sol
beyin grup 3b (48. saat iskemi) karsilastirildiginda aralarinda anlamli
istatistiksel fark bulundu (p<0,05) (grafik 2 ve tablo 7).
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Grafik 2: Sol beyin EGF diizeyleri (pg/mg protein) ortalama deger olarak verilmistir

Sag beyin grup 2c (96. saat taklit) sag beyin kontrol grubu
(grup 1) ile, sag beyin grup 2a (16. saat taklit) ile, sag beyin grup 3a (16.
saat iskemi) ile, sag beyin grup 3b (48. saat iskemi) ve sag beyin grup 3c
(96. saat iskemi) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh fark
tespit edildi (p<0,05) (tablo 7).

Tablo 7: Tum gruplara ait EGF diizeylerinin istatistiksel sonuclan

EGF (pg/mg protein)

Sag beyin Sol beyin
Grup 1 (kontrol) 2.92+0,67 © 2,19+0,35 *

Grup 2a (16. saat taklit) 2,50+0,75 H 2,55+0,94
Grup 2b (48. saat taklit) 2,19+0,91 1,94+0,56 ®
Grup 2c (96. saat taklit) 1,500,18 ' 2,13+0,64 ©
Grup 3a (16. saat iskemi) 2,68+0,59 * 2,24+0,87 °
Grup 3b (48. saat iskemi) 2,87+1,06 2,37+0,46 &
Grup 3c (96. saat iskemi) 2,97+1,11" 5,28+4,85F

F.A B C PyeFile karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05), (siraslyla;

P 0014 p= 0007 P= =0,007, p=0,022, p=0,017).
v K “ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05), (sirasiyla;

p=0,001, p= 0002 p=0,001, p=0,004, p= 0,001).
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4.3. Beyin Dokusu TNF-a Duzeyleri

Beyin TNF-a duzeyleri i¢in sol beyin kontrol grubu (grup 1)
ile sol beyin taklit grubu (grup 2) (16., 48. ve 96. saatler igin ayri ayri)
kargilasgtinldiginda aralarinda anlamli istatistiksel fark bulunamadi. Yine
sol beyin kontrol grubu ile sol beyin iskemi grubu (grup 3) arasinda da
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamadik. Sol beyin grup 2a (16. saat
taklit) sol beyin grup 2b (48. saat taklit) ile ve sol beyin grup 3c (96. saat
iskemi) ile kargilastirildiginda aralarinda anlamli istatistiksel fark bulundu
(p<0,05). Sol beyin grup 3b (48. saat iskemi) sol beyin 3c (96. saat iskemi)
ile karsilastirildiginda da aralarinda anlamli istatistiksel fark bulundu
(p<0,05) (grafik 3, tablo 8).
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Grafik 3: Sol beyin TNF-a diizeyleri (pg/mg protein) ortalama deger olarak
verilmistir.
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Tablo 8: Tim gruplara ait TNF-a diizeylerinin istatistiksel sonuglari

TNF-a (pg/mg protein)
Sag beyin Sol beyin

Grup 1 (kontrol) 39,57+22,86 30,51+20,85
Grup 2a (16. saat taklit) 32,37+12,18 23,12410,55 4
Grup 2b (48. saat taklit) 34,03+17,72 45,61+13,65
Grup 2c (96. saat taklit) 28,60+19,94 42,27+18,18
Grup 3a (16. saat iskemi) 42,48+12,05 37,03+21,77
Grup 3b (48. saat iskemi) 38,38+12,69 32,31+8,44 ¢
Grup 3c (96. saat iskemi) 39,49+8,45 53,69+14,17 D

A

p=0,002).

Pile karsilastinildiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) (p=0,009).

4.4. Spearman Korelasyon Analizi

Bvel® ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05), (sirasiyla; p=0,008,

Tam gruplar igin ¢alisilan parametreler arasinda korelasyonu
incelemek amaciyla yaptigimiz spearman korelasyon analizine gore higbir
grup arasinda korelasyona rastlamadik. Taklit gruplari olmaksizin sadece
kontrol grubu ve iskemi grubu esas alinarak parametreler arasindaki
korelasyonu incelemek igin yaptigimiz spearman korelasyon analizi
sonuglari tablo 9’da gosterilmigtir.
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Tablo 9: Spearman korelasyon analizi sonuglari

N Sag Sol .
Sag Sol TNF-a TNE-a Sag Sol
EGF EGF TrxR TrxR
. r0172 | r-0,095 r 0,316 r 0,120 r 0,046
Sag EGF | ... P:0,443 | P:0,673 P:0,152 | P:0596 | P:0,840
rr0,172 | ......... r:-0,034 r. 0,618 ** r: -0,016 r: 0,015
SOl EGF | 1.4 443 P: 0,879 P:0,002 | P:0,942 | P:0,946
N r:-0,095 | r:-0,034 r: 0,145 r: -0,104 r: -0,319
Sag TNF-a | o 5673 | p.olg7g | - P:0,519 | P:0644 | P:0,148
Sol TNFq | 10316 | " 0618 | 0145 r-0,086 | r 0012
P0152 | p.gogp | P:0519 P:0,702 | P:0,958
Sad TrxR r: 0,120 r:-0,016 r:-0,104 r: -0,086 r: 0,418
9 P:0,596 | P:0,942 | P:0,644 P:0,702 | et P: 0,053
r 0,046 | r:0,015 r-0,319 r 0,012 r 0,418
Sol TrxR | 5. 5840 | P:0.946 | P: 0148 P:0,958 | P:0,053 | vttt

** gugli korelasyon

Spearman korelasyon analizi sonuglarina goére iskemi
uygulanan grupta TNF-a ile EGF duzeyleri arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur. TNF-a dlzeyleri artarken EGF dizeyleri de korele bir sekilde
artmistir.
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Grafik 4: iskemik bolgede TNF-a ile EGF diizeyleri arasindaki korelasyon
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5. TARTISMA

iskemiye bagl degisiklikler iskeminin derecesi ve siresi ile
iligkilidir.  Bunlar sirasiyla enerji  yetersizligi, hucrelerde iyon
homeostazisinin kaybi, hiicre igi Ca™ kalsiyumun artmasi, eksitotoksisite
ve serbest radikal toksisitesi seklinde gelisir.

Beyinde serebral kan akimi  16-18 ml/100gr/dk’ya
dustugunde elektriksel aktivite kaybi %6rijlijr. iskemi vardir fakat bu kan
akimi devamli degilse 6lim yoktur®*. Kan akimi 10-12 ml/100gr/dk
oldugunda enerji eksikligi (ATP yoksunlugu) ortaya cikar ve hicrede K*
cikisi, Ca*? girisi olur. Bu, 1-3 saat iginde hiicreyi 6lime géturir®®.

Mekanik sinir hasari ve gegici fokal beyin iskemisi, ¢esitli
beyin bolgeleri ve cesitli hucre tiplerinde Trx1'i indUklemistir. Bu da
oksidatif stres veya beyin hasari sonrasinda beynin rejenerasyonu ve
noroproteksiyonunda Trx sistemin fonksiyonlarinin bir géstergesidir '">®'.

Hattori ve ark.’® yaptiklari calismada, hipoksi-iskemi
uygulanmig neonatal ratlarda, noéronal hasarla iligkili olarak Trx
immunoreaktivitesinin dustugunu, peroksinitrit Uretiminin stimule oldugunu
ve peri-infarkt kortekste yasayan canli noéronlarin Trx1 induksiyonu
gosterdigini  belirtmigler, bu sonuglara goére Trx'in noéroprotektif etkili
oldugunu bildirmiglerdir.

iskemiden 4 saat sonra kan akiminin en fazla bozuldugu yer
olan lateral striatumda Trx ve Trx mRNA’sI kaybolmus, periferal bdlgede
ise 4. saatten itibaren induklenmis ve 24. saate kadar artis g('erImij§tiJr179.
Fakat deneyimizde Olgulen parametreler i¢in kontrollerde sag ve sol beyin
arasinda fark olmadigi saptandi. Deney gruplari olan taklit grubu ve iskemi
grubunda da odlgulen parametrelerde iskemik (sol beyin bdlgeleri) ve
periiskemik (sag beyin bodlgeleri) alanlar arasinda fark bulunamadi.

SSS’nin maruz kaldigi iskemi ve reperfizyon, iskeminin
siddet ve suresine bagli olarak endondronal 6dem, demiyelinizasyon, ileti
kaybi ve sinir dejenerasyonu gibi bozukluklara yol agar'’®.

iskemi ATP, kreatin fosfat (CP) gibi enerji substratlarinin
tiilkenmesine, hiicre ici Ca*? artisina ve inflamatuvar degisikliklere sebep
olur®. Artan kalsiyumun postiskemik dokuda fosfolipazi aktive ederek
aragidonik asit metabolitlerini ve ksantin dehidro(j)enazm ksantin oksidaza
doéniisiimiini katalizleyerek ROSyapimini artirir®®.

Sinir dokusu ylUksek miktarda uzun zincirli doymamis yag
asitleri icermeleri nedeniyle ROS’a duyarlidir. Reperfizyonda artan ROS
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kan-beyin bariyerini harap ederek endondronal 6dem ve iskemik
dejenerasyonun gelisimine yol agar.

Serbest radikal olusumunun, sadece reperfizyonda degil
iskemi suresince de olustugu ve serbest radikallerin uzun sureli iskemide
onemli oldugu bildirilmistir®. iskemi esnasinda serbest radikal Uretiminin
artmasi, normal hdcre savunmasini bastirir. Sitozolik kalsiyumun, hem
peroksit patlamasini aktive ettigi hem de Trx oksidasyonunu indukledigi
aciklanmistir. Kalsiyumun hdcre iginde surekli bulunmasinin, oksidatif

strese ve apoptozise neden oldugu belirtilmistir'®”.

Schallreuter ve ark.?’, TrxR aktivitesinin kalsiyumla inhibe
edildigini rapor ettiler. Fakat Oblong ve ark.>®® TrxR aktivitesinin kalsiyum
konsantrasyonundan etkilenmedigini gosterdiler.

Kalsiyumun direk olarak TrxR ile etkilesimi Uzerinden bu
inhibisyonun olup olmadigi tam olarak bilinmese de, kalsiyumun TrxR
aktivitesine inhibitor etkisi kanitlanmistir'’.

Turoczi ve ark.?*® iskemi-reperfiizyon yapiimis fare kalbinde
Trx1’in down-regule oldugunu gostermislerdir. Trx hicre ici antioksidandir.
Trx sistemin inhibe edildigi zaman kalpte MDA miktarinin artmasi bu
sonucu desteklemigtir.
Saito ve ark.™ da benzer bir calisma yaparak Trx
ekspresyonundaki bu azalmanin, oksidatif stresin olusumu sebebiyle
tiyoredoksinin oksitlenmesi ve apoptotik hiucre oOlumunudn induklenmesi
yuziunden oldugunu agiklamiglardir.

Uemura ve ark.?®® nin calismasinda, ratlarda 30-60 dakika
kalici iskemi yapimigs ve  oksidatif stres olusturulmustur. Redukte
glutatyon, vit C, vit E ve ubikinol-10 konsantrasyonlarinda dusus, MDA
dizeylerinde artis gozlenmistir. Sicanlarda kalici iskeminin birinci saatinde
beyinde urik asit duzeylerinin yukseldigini buna bagh olarak ksantin
duzeylerinin dustugunt ve sonu¢ olarak superoksit anyon uretimi
oldugunu bildirmiglerdir.

Takagi ve ark.?*® hiicresel hasarin SOD, CAT, GPx gibi
antioksidan enzimleri baskiladigini bildirmislerdir. Ratlarda fokal serebral
iskemi olusturmak icin sol orta serebral arter kalici olarak oklize edilmistir.
Hayvanlar 30. dakika, 4., 24., ve 48. saatlerde feda edilmis ve SOD
aktivitesi disuk bulunmustur.

Kondo ve ark.?' CuZn-SOD’dan yoksun farelerle yaptiklari
calismada, kisa sureli fokal iskemi sonrasi infarkt hacminde ylkselme
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gorilmistir. Mikawa ve ark.?®® da benzer sonuglara Manganez-SOD’dan
yoksun farelerde rastlamislardir.

Siganlarla yapilan c¢alismalarla ilgili olarak arastirilan
literatUrlerde iskemi-reperflUzyon c¢alismalarina bolca rastlanmig, fakat
kalici iskemi ¢alismalarina yeterince rastlanmamistir.

Bu c¢alismada da yukaridaki caligmalarla paralel olarak,
kalici iskemi yapilan sol beyinlerde bir antioksidan enzim olan TrxR enzim
aktivitesinin kontrol grubuna gore, iskemi uygulanan gruplarda (16., 48. ve
96. saat) azalmalar gdsterdigi tespit edildi. iskeminin 48. saatinde bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu. Bu sonug, iskemi ile
olusturulan oksidatif stresin, antioksidan enzim aktivitesini baskiladigini
gOstermektedir.

Serbest radikal Uretimi kalici iskemiden sonraki birka¢ saatte
devam edebildigi®?®®, hatta 21. giine kadar sirdigi aciklanmistir®®.
Yapilan bircok calismada iskemide, antioksidan molekullerin baslangi¢
saatlerinden itibaren 48. saate kadar baskilandigi bulunmustur. Fakat
kalici iskeminin 96. saati icin bu molekullerin duzeylerinin arastirildigi

calismalara pek rastlamadik.

Calismamizda iskeminin 96. saatinde, 48. saate gbre enzim
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi. Bu ylkselme
kontrol grubunda oélciilen aktiviteden daha diisiik bulundu. iskemide uzak
gunlerde olan degisiklikleri de arastirmayi amagladigimiz i¢in bu sonug
uzun dénem iskemide néronal iyilesmenin bir sonucu olabilir. Néroprotektif
etkiler bu saatlerde yukseliyor olabilir. Bu durum ileri calismalarla
desteklenmelidir.

Tiyoredoksin sistemin inhibisyonu, antioksidan molekullerin
fonksiyonlarini azaltir ve ROS artisina neden olur. Hucre EGF hucre
icinde H,O, Uretiminde bir patlama ve hicre i¢i kalsiyum miktarinda artis
gorultr’™”?%*. Bu patlama gegicidir, 1-2 dakikada maksimum diizeye ulasir
ve sonra hizlica duser. Bu durum tiyoredoksin sistemi inhibe edebilir,
bdylece oksidatif stres artisi olur ve sinyal transduksiyonunda onemli rolu
oldugu dusunulen hucresel tiyol proteinlerinde gegici redoks degisimleri
gortlir™. Ornegin GSH diser, GSSH (okside) artar?®>®°.  Trx
oksidasyonu, sitozolik kalsiyum artigina da baghdir. Hiucre ekstratlarinda
TrxR mikromolar kalsiyum duzeyleriyle inhibe olur. Hucre i¢i kalsiyum
artisi, blyume faktérinin reseptére baglanmasi ile induklenir. Ayrica
hicre igi depolardan salinan kalsiyumun da TrxR’nin inhibisyonuna ve
Trx'in oksidasyonuna sebep oldugu agiklanmistir®'*"*”. Bu durumu TNF-
a’nin korukledigi dusunulmastir. Bir sure sonra Trx, TrxR tarafindan
reduklenmig ve durum normale donmustur.
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Birgok hucre tipi, peptit buyume faktorleri gibi gesitli hicre
disi uyaricilara yanit olarak ROS dretirler. ROS burada ikincil mesajci
olarak rol oynar. ROS duretiminin spesifik inhibisyonu, protein tirozin
fosforilasyonu, MAP kinaz aktivasyonu ve hicre proliferasyonu gibi
bilylime faktorii-nedenli sinyal olaylarini tamamen bloke eder?” 2%,

Kim ve ark.*®® H,O, birikiminin mitokondrial TrxR2'nin
inhibisyonuna neden oldugunu ve hicre proliferasyonu mekanizmasini
aktive ettigini agiklamislardir.

EGF, nérotrofik bir ajan ve nérohormondur?®. SSS’de TNF-
a sentezinin artmasi ve EGF sentezinin dusmesi sonucu miyelinolitik
lezyonlar gozlenmistir’”’. Bazi insan tlimérlerinde EGF ile EGFR’nin
aktivasyonu, TNF-a’'nin sitotoksik etkisini azaltmistir. Zit olarak EGF
reseptorlerinin inhibisyonu bu hiicrelerde TNF-a toksisitesini artirmistir®’.

Sauer ve ark.?”® na goére, hem EGF hem de TNF-a
uygulanmasi hucre i¢i ROS diuzeylerini artirmistir.

Abe ve Saito®’*, bircok polipeptit biiylime faktdriinin in vivo
ve in vitro iskemik hasar ve eksitoksisiteye karsi bazi kademelerde
koruyucu rol oynadigini ve EGF’nin de serebral noéronlar uUzerinde
koruyucu etkilerinin oldugu ortaya ¢ikariimigtir.

Dhodda ve ark.?”® ratlara 1 saat MCAO vyapmislar ve
noroprotektif ajan olan EGF’'nin  ekspresyonunun uyarildigini
bildirmiglerdir.

Ninomiya ve ark.?’® beyinde MCAO’dan sonra EGFR
ekspresyonu oldugunu belirtmiglerdir. Bu c¢alismada 30 dakika MCAO
sonrasinda reperfiuzyon yapilmistir. Reperfizyonun 7. guninde EGFR
pozitif hiucrelere rastlanmis, 14. ginde normale donmustur. Bagka bir
calismada EGFR pikine daha erken rastlanmis. Bu farkin oklizyon
suresine bagl olarak degisebilecegi dusunulmustar.

Naylor ve ark.?’” nin yaptiklari calismada ratlara 1 saat
gecgici MCAO uygulanmis ve EGF’nin ekspresyonunun iskemi
sonrasindaki 24. ve 72. saatler arasi arttigi goérulmugtur. EGF duzeyleri
reperflizyonun 7. gundnde normal duzeylerine dusmustir. Bizim
¢alismamizda da bu galismayla uyumlu olarak kalici iskemi yapilan sol
beyinlerde EGF duzeyleri kontrol grubuna goére ylksek bulundu. Bu
yukselme iskeminin 96. saatinde istatistiksel olarak anlamli bulundu.
Kalici iskeminin uzun doneminde beyin rejenerasyonu ile ilgili net bir bilgi
yoktur. 96. saatteki bu ¢ok belirgin ylkseklik EGF’nin ndroproteksiyonu ile
ilgili olabilir. EGF duzeylerinin 48. saat ve 96. saatleri arasinda daha kisa
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zaman dilimleri agisindan incelenmesi uzun donem iskemi agisindan
faydali olacaktir.

Calismamizda ayni dogrultuda c¢alisan TrxR ile EGF’nin,
iskeminin 96. saatinde anlamli bir sekilde artmasi kalici iskeminin uzak
glnleri i¢in anlamh olabilir. iki parametrenin de bu saatte yiikselmesi
(TrxR’nin  kontrole gore degil 48. saate gore yukselmesi)
ndroproteksiyonun kalici iskeminin uzun déneminde 6nemli olabilecegini
dugundurmustir. Hayvan sayisi arttirilarak iskeminin daha ileri
saatlerinde bu parametreleri birlikte incelemek faydal olabilir.

Blyume faktorlerinin noéroprotektif etkilerinin mekanizmasi
cok acik degildir. Buyume faktoérlerinin toksisiteye maruz kalmadan énce
verilmesi daha etkili yarar saglayabilir, bu durum korumada gerekli olan
bazi molekiillerin (antioksidan enzimler, kalsiyum baglayici proteinler..) de
novo sentezini indiikleyebilir?'®.

EGF’nin ndron morfolojisi uUzerine etkisinin  olmadigi,
kurtarici etkisini EGF-aracili artmis hicre proliferasyonu orani tzerinden
yapiyor olabilecegi dusiinilmektedir’’®. Beyin oksidatif strese maruz
kaldiginda EGF, noéronlari bu stresten korumak icin hticresel farklilagsmayi
ve olgunlasmayi indiikler?’®,

Teramoto ve ark.?’® nin calismasina gére, iskemik beyine
EGF inflzyonu yapilmis, infiuzyonun birakilmasindan sonraki birkag
haftada hasarli bolgede yeni néron sayilarini artirmistir.

Mattson ve ark.?®® hipokampal néronal kiiltir hicrelerine
EGF uygulanmasinin SOD, glutatyon rediktaz gibi antioksidan enzimlerin
ve onemli detoksifiye ajanlarin ekspresyonlarinin artigini indukledigini
bildirmislerdir. Yine Mattson ve ark.?®' baska bir néroprotektif etkisi ile ilgili
muhtemel yolun, kalsiyum baglayici proteinlerin up-regulasyonuna neden
olmasi oldugunu acgiklamiglardir.

Hicks ve ark.?'® glutamik asite maruz kalmis néronal
hicrelerde kayip gozlemislerdir. Fakat bu hucrelere toksisite 6ncesi EGF
uygulamasinin noéronlarin yasama sansi yuzdesini anlamh dizeyde
artirdigini bildirmislerdir

iskemik ve travmatik beyin hasari TNF-a’nin sentezini
indikler, hiicre disina gecmesini saglar’®>. TNF-a diizeylerinin, serebral
iskemi dahil bircok SSS hastaliginda beyin dokusunda, plazmada ve
CSF'de arttigi bildirilmistir**>2**. TNF-a’nin, fokal iskemik beyin hasarini
siddetlendirdigi ve bloke edilmis endojen TNF’nin ndroprotektif oldugu

belirtilmistir***.
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TNF-a, beyin iskemisi suUresince up-regule edilen
proinflamatuvar sitokinlerden ve anahtar immunomodulatérlerden biridir.
Bir iskemik beg/in hasar sirasinda, TNF-a’nin bu hasari daha da artirdigi
gosterilmistir®*>,

Yang ve ark.nin®** yaptigi calismaya gore, farelere 1 saat
MCAO yapilmig, reperflUzyonun 2., 6., 12., 24. ve 48. saatinde TNF-a
duzeyleri izlenmis. TNF-a 1 saat MCAO ile reperfuzyonun 2. saati
arasindaki zamanda belirgin bir sekilde artmis, 6. ve 12. saatte pik yapip,
reperflUzyonun 24. saatinde dusmeye baslamistir. TNF-a ekspresyonu,
kan beyin bariyeri (BBB) gecirgenligini artirmistir.

Caso ve ark.nin®®® yaptigi calismaya gore, serebral iskemi
olusturulan ratlarda kalict MCAO yapilimis ve ratlar 24. saatte feda edilmis.
iskemide olusan stres (zerine TNF-a nin roli arastirimis. Beyin
dokusunda lipit peroksidasyon belirteglerinin biriktigi tespit edilmis. TNF-a
ekspresyonu, serbestlesmesi ve TNFR1 ekspresyonu stres sonrasi
artmistir. TNF-a’'nin bloke edilmesi sonucu, infarkt alaninda azalma ve
iskemi sonrasinda goérulen oksidatif ve nitrozatif biyokimyasal
parametrelerinde dusme gorulmustir. TNF-a, iskemiye maruz kalan beyin
dokusunda MCAO ile sonuglanan olaylari daha da koétllestirmistir. Rat
beynine uygulanan kalicic MCAO, lipit peroksidasyonunu ve TNF-a
dizeylerini artirmistir. Proinflamatuvar sitokin olan TNF-a’nin stres ve
iskemi sonrasinda doku hasarinin bir cevabi olarak beyinde ¢ok hizli bir
sekilde Uretildigi gosterilmigtir.

Saito ve ark.?®* TNF-a’'nin, kisa siireli veya kalici fokal
iskeminin baslangi¢ saatleri icinde yukseldigini bildirmislerdir.

Cahsmamizda TNF-a duzeyleri igin, sol beyin kontrol grubu
(grup 1) ile sol beyin taklit grubunu (grup 2) (16., 48. ve 96. saatler igin ayri
ayri) karsilastirdigimizda aralarinda anlamli istatistiksel fark bulunamadi.
Yine sol beyin kontrol grubu ile sol beyin iskemi grubu (grup 3) arasinda
da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. Kisith olan hayvan
saylisi sebebiyle kontrol grubu ile deney gruplari arasinda fark bulamamis
olabiliriz.

Liu ve ark.?®® iskemik hasarda beynin inflamatuvar yanitini
arastirmak icin ratlarda kalici MCAO modelinde TNF-a’nin serebral kortikal
diuzelerini incelemiglerdir. TNF-a mRNA’sinin okluzyondan 1 saat sonra
artmaya basladigini, 12. saatte pik yaptigini ve 5. gune kadar yuksekligin
devam ettigini bulmuslardir. Meirstrell ve ark.?®® TNF-a yiiksekligine kalici
MCAOQO’nun baslangicindan 24 saat sonra rastlamiglardir.
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Szafarski ve ark.?®’ ratlarda benzer bir calisma yaparak TNF-
a mRNA’sinin gegici olarak yUkseldigini, 4. saatte artip 24. saatte normale
dondigini  gostermislerdir. Buttini ve ark.?®® benzer bir calismada
MCAOQO’nun 30. dakikasinda TNF-a mRNA pozitif hicreler tespit etmisler.

Barone ve ark.”*® erken TNF-a iretiminin sekonder hasarin
olusumunda rolu olup olmadigini arastirmak igin, gegici ve kalict MCAO
modellerinde iskemi induksiyonundan 6nce eksojen TNF-a vermiglerdir.
Sitokinin dozuna bagl olarak, norolojik yetersizlik ve infarkt alani daha da
agirlasmistir. Bu da TNF-a’nin iskemik beyin hasarinda pivotal bir araci
olarak rol aldigini gosterir.

Bazi  arastirmacilar®®®®'  beyin hasarinda TNF-a
ekspresyonunun hasar sonrasi 4. veya 6. gunde arttigini bulmuslardir.

Bu c¢alismada yukarida belirtilen ¢calismalarla uyumlu olarak
iskeminin 96. saatinde, iskeminin 48. saatine gore istatistiksel olarak
anlamli bir artis tespit edildi. iskemik hasara cevap olarak TNF-a’nin,
iskeminin 2. gununden sonra artmaya basladigi ve bu artisin 4. gine
kadar devam ettigi tespit edildi.

Liu ve ark.>® na goére TNF-a, transfekte hiicrelerde ROS
uretimini beslemistir ve bu hucrelere Trx ekspresyonu veya antioksidan
uygulanmasi sinyal kaskadin akisini kismen baskilamigtir.

Batin bunlara karsin  TNF-a’'nin  iskemide koruyucu
olabilecegi disiiniilen bazi galigmalar yapilmigtir?®292:2%,

Barger ve ark.>** TNF-o’nin demire ve amiloid-B peptitine
kars! koruyucu oldugunu savunmusglardir.
Mattson ve ark.*®® glukoz yoklugunda ve glutamat
toksisitesinde TNF-a’'nin  koruyucu oldugunu ve artmisg hucre igi
kalsiyumun baskilanmasinda TNF-a-uygulanmig hucrelerde kalbindinin
up-regulasyonunu gostermislerdiler.
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6. SONUC

Calismamizin sonuglarina gore, olgulen parametreler igin
kontrol ve deney gruplarinda sag (periiskemik) ve sol (iskemik) beyin
bolgeleri arasinda fark olmadidi saptandi. iskemik bdlgedeki sonuglar igin,
tiyoredoksin reduiktaz aktivitesinin, iskeminin 48. saatinde baskilandigi,
fakat 96. saatte artmaya basladigi tespit edildi. Beyin iskemisi ile EGF’nin
96. saatte dnemli bir artis gdosterdigi saptandi. TNF-a’nin kontrol grubuna
gore anlamli olmamakla beraber iskeminin 96. saatinde 48. saatine gore
anlamli olarak arttigi tespit edildi.

Tiyoredoksin rediktaz enzim aktivitesinin olugan oksidatif
stres ile azaldigini, EGF’nin ndrotrofik ve ndéroprotektif etki gostermek
amaciyla arttigini, TNF-a’nin iskemik strese cevap olarak iskeminin uzak
doneminde artmaya bagladigini dusunmekteyiz.
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7. OZET

SEREBRAL ISKEMi OLUSTURULAN SICANLARDA EGF, TNF-a
DUZEYLERININ VE TiYOREDOKSIN SISTEMININ iINCELENMESI

Serebral iskemi enerji substratlarinin tikenmesine, hicre igi
kalsiyum artisina ve inflamatuvar degisikliklere sebep olur. iskeminin
siddet ve slresine bagli olarak endonéronal 6édem, demiyelinizasyon,
sinaptik membranlarin depolarizasyonu ve sinir dejenerasyonu gibi
bozukluklar gorular.

Bu calismada, kalici serebral iskemi olusturulan ve taklit
operasyonu yapilan siganlarda iskemik bolgede ve periiskemik normal
dokuda TrxR (tiyoredoksin reduktaz) aktivitesi, EGF (epidermal blyume
faktord) ve TNF-a Tumoér nekrozis faktér-a) duzeylerini inceledik. Ayrica
ayni yonde cgalisan Trx (tiyoredoksin) sistem ve EGF ile zit yonde etki
gosteren TNF-a duzeylerini iskeminin uzak saatlerinde karsilastirarak
incelemeyi amacladik.

Calismamizda, iskemik hasarla olusturulan oksidatif stres ile
TrxR aktivitesinde kontrol grubuna gore, iskeminin 48. saatinde istatistiksel
olarak anlamli azalma tespit edildi. iskeminin 96. saatinde, 48. saate gore
anlaml bir istatistiksel artis gozlendi. Sol beyinlerde EGF dlzeyleri kontrol
grubuna gore, iskeminin 96. saatinde istatistiksel olarak yuksek bulundu.
TNF-a duzeyleri icin, iskemi grubu kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi. Fakat iskeminin 96. saatinde
48. saate gore anlamli bir artig tespit edildi.

Sonug¢ olarak galismamiz, beyin iskemisi ile olusturulan
oksidatif stresin TrxR'’yi azalttigini gostermektedir. EGF duzeyleri artmis ve
TNF-a dizeyleri dedismemistir. TrxR enzim aktivitesinin olusan oksidatif
stres ile azaldigini, diger yandan EGF’nin nérotrofik ve noroprotektif etki
gostermek amaciyla arttigini dugtinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: tiyoredoksin reduktaz, EGF, TNF-a, beyin iskemisi
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8. SUMMARY

AN INVESTIGATION INTO THE EGF AND TNF-a LEVELS AND THE
THIOREDOXIN SYSTEM IN RATS EXPOSED TO CEREBRAL
ISCHEMIA

Cerebral ischemia induces the consumption of the energy
substrates and the inflammatory alterations, and the increases the
intracellular calcium. Depending on the duration and the intensity of
ischemia, endoneuronal edema, demyelination, depolarization of synaptic
membranes and neuronal degeneration are produced.

In this study, TrxR activity, EGF and TNF-a in cerebral
ischemic, periischemic normal and sham operated rat brains were
investigated. Furthermore, it was aimed to compare the paralel effects in
Trx system and EGF function, as well as adverse effects of TNF-a in
prolonged ischemia.

Brain tissue TrxR activity in ischemic region of one group
(48" h ischemia) decreased significantly compared with the control group.
However there was a statistically significant increase at 96" h ischemia
compared to 48" h ischemia. The EGF levels of ischemic brain tissue
increased significantly in a group (96™ h ischemia) in comparison with the
control group. There was no statistical significancy in the TNF-a levels
between the ischemic groups and the control group, but there was a
statistically significant increase at 96™ h ischemia compared to 48" h
ischemia.

In conclusion; present study showed that TrxR activity
decreased in ischemia-induced oxidative stress. EGF levels increased
significantly whereas TNF-a levels did not change in ischemic brain
regions as compared to the control group. As a result it could be said that,
TrxR activity was reduced by oxidative stress. On the other hand EGF
levels increased to exhibit neurotrophic and neuroprotective effects.

Key words: thioredoxin reductase, EGF, TNF-a, cerebral ischemia
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