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BESINLERLE FARKLI DOZLARDA ALINAN SULFITiN GORSEL
UYARILMA POTANSIYELLERI UZERINE ETKISI

Nihal OZTURK
OZET

Calismamizda besin yoluyla farkli dozlarda alinan siilfitin etkilerinin
elektrofizyolojik ve  biyokimyasal parametreler yardimiyla aydinlatilmasi
hedeflenmistir.

Calismamizda 60 adet wistar sican kullamilarak, kontrol grubu (K), 10
mg/kg/giin siilfit verilen grup (S1), 100 mg/kg/giin siilfit verilen grup (S2) ve 260
mg/kg/giin siilfit verilen grup (S3) olmak iizere dort grup olusturulmustur.Deney
gruplarma siilfit, K grubuna ise distile su 35 giin siiresince gavaj yoluyla verilmistir.
Deney siiresinin sonunda sicanlarin gorsel uyarilma potansiyelleri (VEPs)
kaydedilmis, biyokimyasal analizler i¢in beyin ve retina dokular1 ¢ikartilmistir.

Siilfiir diokside maruz kalmanin bir gostergesi olarak kabul edilen plazma-S-
siilfonat diizeylerinin S1 disindaki gruplarda K grubuna gére anlamli derecede arttig
saptanmistir. Tiyobarbitiirik asit reaktif iirtinleri (TBARS) ve 4-hidroksi-2-nonenal
(4-HNE) olusumuna bakilmis ve K ile karsilastirildiginda, 10 mg/kg siilfitin TBARS
degerlerini etkilemedigi go6zlenmistir. Diger yandan, retina ve beyin TBARS
degerleri S2 grubunda K ve S1 gruplarina gore, S3 grubunda ise K, S1 ve S2
gruplarma gore anlamli diizeyde artmistir. Deney gruplarinin beyin ve retina
dokularinda 4-HNE miktarinin 6nemli diizeyde arttigi belirlenmistir. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, beyin dokusundaki rediikte glutatyon/okside glutatyon
oranlarinda anlamli diizeyde olmayan doza baglh bir azalma goriilmiistiir. Kontrolle
karsilastirildiginda VEP latenslerinin S1 grubunda degismedigi, ancak S2 grubunda
K ve S1 gruplarina gore, S3 grubunda ise K, S1 ve S2 gruplarina gore uzadigi
bulunmustur. Ayrica, VEP latenslerinin tiim bilesenleri ile doku TBARS degerleri
arasinda pozitif bir iliski oldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak calismamizda, siilfitin  dozuna baglh olarak lipid
peroksidasyonun arttigt ve buna paralel olarak VEP latenslerinin uzadig1 tespit

edilmistir. Bu veriler siilfit toksisitesinde lipid peroksidasyonunun 6nemli roliiniin
olabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Siilfit, Gorsel uyarilma potansiyelleri, Lipid peroksidasyonu
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DOSE-DEPENDEND EFFECT OF NUTRITIONAL SULFITE INTAKE ON

VISUAL EVOKED POTENTIALS

Nihal OZTURK

ABSTRACT

The goal of this study was to clarify the dose-dependent effect of sulfite
ingestion by means of electrophysiological and biochemical parameters.

In the presented study, 60 wistar rats were divided into four groups as follows;
control (K), 10 mg/kg/day sulfite treated (S1), 100 mg/kg/day sulfite treated (S2),
and 260 mg/kg/day sulfite treated (S3). Control rats were administered distilled
water, while the other three groups were given sulfite via gavage for a period of 35
days. Following the experimental period, visual evoked potentials (VEPs) were
recorded and brain, retina tissues were extracted for biochemical analyses.

Plasma-S-sulfonate levels, an indicator of sulfurdioxide exposure, were
increased in sulfite-treated groups other than S1 in dose-dependent manner.
Thiobarbuturic acid reactive products (TBARS) and 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE)
were also measured and 10 mg/kg sulfite was observed not to have influence on
TBARS levels. However, retina and brain TBARS levels were elevated in S2
compared to K and S1 groups. Likely, TBARS values were significantly higher in S3
group regarding S1 and S2 groups. Furthermore, sulfite caused a considerable
increase in 4-HNE amounts in tissues of experimental groups. Though not
significant, glutathione/oxidized glutathione ratios were decreased with sulfite
treatment. Despite the absence of change in VEP latencies of S1 group, all VEPs
components were prolonged in S2 and S3 groups regarding S1 and control groups.
VEPs latencies were significantly greater in S3 group when compared to S2.
Analyses indicated a positive correlation between VEPs latencies and TBARS values
of brain and retina tissues.

In conclusion, sulfite treatment caused dose-dependent increase in lipid

peroxidation and VEPs latencies in rats. This data indicate that lipid peroxidation
could play an important role in sulfite toxicity.

Keywords: Sulfite, Visual evoked potentials, Lipid peroxidation
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GIRiS

Cevre kirliliginin 6nemli bir bileseni olarak bilinen ve besinlerle siilfit (SO5~)
tuzlan seklinde alinan siilfiir dioksit (SO;), serbest radikal olusumuna yol agan
onemli faktorlerden biridir. Ayrica besinlerle SOg'2 tuzlar1 seklinde alinan SO,’in
cesitli iyonlarla yaptig1 tuzlar1 gida ve ilag endiistrisinde koruyucu amaclarla yaygin
olarak kullamlmaktadir (1, 2). Siilfit ¢ozeltilerde siilfit iyonu, bisiilfit iyonu (HSO3")
ve silfiiroz asit (H,SO3;) formunda bulunmakta, ancak asidik pH’larda ve diisiik
sicakliklarda SO, e doniismektedir (3). Sicakhigin yiikseltilmesi ve pH’nm
digiiriilmesi daha fazla SO, olusturdugundan, mide ve agiz gibi asidik ortamlarda
H,SO; gore daha fazla SO, ortaya cikar. Olusan SO, gastrointestinal sistem
tarafindan absorbe edilerek sistemik dolagima gecer ve dokulara dagilir (4).

Siilfit eksojen olarak alinabildigi gibi (2, 3, 5), viicutta da sistein ve metionin
aminoasitlerinden sentezlenir (2). Eksojen olarak alinan veya endojen olarak iiretilen
SO37, mitokondriyal bir enzim olan siilfit oksidaz tarafindan oksidasyona ugrar ve
zararsiz bir bilesik olan inorganik siilfata (SO4'2) doniistiiriiliir (2). Siilfit oksidaz
enziminin yetersizliginde veya cok fazla SO3'2’ye maruz kalindiginda, SO3 %' nin
oksidasyonu non-enzimatik serbest radikal mekanizmalar ile gerceklesir (2). Siilfitin
peroksidazlar tarafindan katalizlenen oksidasyonu sonucunda siilfiir trioksit anyon
radikali ("SO;” ) (6), bunu takip eden zincir reaksiyonlarinda peroksil radikali
(03800 ve siilfat anyon (SO,") radikali ortaya ¢ikar (6). Ayrica, SO3"2’nin
peroksinitrit ile birgok reaksiyonu sonucunda da siilfiir merkezli serbest radikaller
meydana gelir (7). Serbest radikaller, hiicrenin yapi1 taslar1 olan lipidler, proteinler,
karbonhidratlar ve niikleik asitlere zarar verip fonksiyonlarini bozmaktadir (8).
Ozellikle beyin ve retinada doymamus yag asitlerinin bol miktarda bulunmasz (9, 10),
bu dokular serbest radikallere kars1 daha duyarli hale getirmektedir. Boylece,
membran lipidlerinin oksidasyonu sonucu olusan lipid peroksidasyon iiriinleri
membran fonksiyonlarinda 6nemli degisikliklere yol agmaktadir. Dolayisiyla, SOz
nin olusturdugu gorsel sistem degisikliklerinde lipid peroksidasyonun roliiniin
olabilecegi en dogal beklentidir. Nitekim SO; %' nin gorsel sistemi etkiledigi, daha
once yapilan elektrofizyolojik ¢calismalarimizda gosterilmistir (10, 11).

Siilfitin toksik etkileri daha cok solunum sistemi {izerinde calisilmistir.
Inhalasyonla alian SO, gazinin bronkokonstriksiyon, alveol hiperplazisi, akciger
odemi, akciger kanserine yatkinlik gibi pek ¢ok direkt etkisi gosterilmistir. Ek olarak,
akciger ve kalp hastaliklarindaki artmis mortalite ve morbitide oranlari ile havanin
SO, diizeyi arasindaki iliski epidemiyolojik caligmalarda gosterilmistir (12, 13, 14).
Oldukga reaktif bir molekiil olan SOs?’nin solunum sistemi disinda, in vitro ve in
vivo olarak basta niikleik asitler olmak iizere pek ¢ok biyolojik molekiille reaksiyona
girerek toksik etki gosterdigi pek ¢ok calisma ile teyit edilmistir. Ornegin, in vitro
calismalarda, SO3%nin DNA’daki sitozin ve RNA’daki urasil ile reaksiyona girdigi,
serbest radikal mekanizmalariyla DNA ve RNA zincirlerine zarar verdigi, siilfiir
iceren proteinlerin disiilfid baglarinin parcalanmasina sebep oldugu bildirilmistir



(15,16). Siilfitin bir¢ok dokuda oldugu gibi noronlar iizerinde de toksik etkileri s6z
konusudur (17,18). Genetik olarak siilfit oksidaz eksikligi olan hastalarda yapilan
calismalarda, endojen SO3'2’ye maruz kalma sonucu siddetli nérolojik disfonksiyon,
mental gerilik, beyin gelisiminin yavaslamas1 (19) ve erken oliimle karakterize olan
vakalar tespit edilmistir (20). Tiim bu calismalarda SOs %’ nin toksisitesinde kiikiirt ve
oksijen merkezli serbest radikallerin 6nemli bir yer tuttugu goriiliir. SO3"2’ye maruz
kalma ile olusan doku hasari hem serbest radikal artisina, hem de antioksidan
kapasitenin azalmasina baglanmaktadir (21-26).

Siilfit’in en 6nemli norotoksik etkilerinden biri de, glutatyon (GSH) miktarini
azaltmasidir (27). Bilindigi gibi GSH, antioksidan savunma sisteminin onemli bir
Ogesi olup serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 organizmayi korur. Siilfitin
disiik molekiiler agirliktaki tiollerin (glutatyon ve sistein) veya protein gibi
makromolekiillerin disiilfid baglaryla siilfitoliziz reaksiyonuna girerek S-siilfonatlar
olusturmas1 GSH diizeyini diisiiriir (2, 28). Zira SO5'nin okside glutatyon (GSSQG)
ile reaksiyona girerek olusturdugu S-sulfoglutatyon (GSSOs)’un glutatyon rediiktaz
(GR) tarafindan tekrar GSH’ye doniistiiriilememesi GSH’nin azalmasina yol agar.
GSH’un bu mekanizma ile tiiketilmesi, antioksidan savunma sisteminin
zayiflamasina ve serbest radikallerin indiiklenmesine yol acar. Bu etkiye ek olarak
GSSO; molekiiliiniin benzo(a) piren gibi polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH)
detoksifikasyonunda gorev alan glutatyon S-transferaz (GST) enzimini inhibe ettigi
bildirilmistir ~ (29). Bu  bulgu  Alzheimer  hastaliginda  ksenobiyotik
metabolizmasindaki bozukluklarin gosterilmesi ile klinik olarak da desteklenmistir
(30). Bu iki etki beraber diisiiniildiigiinde hiicrelerin toksinlerin etkilerine karsi
olduk¢a dayaniksiz olacagi aciktir. Nitekim bu diisiinceden yola cikilarak yapilan
deneysel calismalarda GSH igerigi azaltilmis sican mezensefalik hiicre dizilerinde
SO5 ™’ nin hiicre canhihigini 6nemli oranda azalttigi gosterilmistir (31). Calismamizda,
serbest radikallerin artisina paralel olarak antioksidan kapasitenin azaldig da dikkate
almarak, farkli dozlarda SO3'2’nin, okside-rediikte GSH mekanizmalarina olan
etkileri arastirilmis ve literatiire yeni bilgiler eklenmesi planlanmigtir. Bu amacgla,
SO,’ye maruz kalmanin bir gostergesi olarak kabul edilen ve tiim canli dokularinda
saptanan S-siilfonat diizeyleri de ol¢iilmiistiir.

Cesitli motor noron hastaliklarda, Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif
hastaliklarda kiikiirt iceren aminoasit metabolizmasinda anormallikler saptanmig
olmast SO3 2’ nin norotoksisite acisindan 6nemini isaret etmektedir (18, 32). Boylece,
daha Once yapilan calismalar dogrultusunda, SO3'2’ye maruz kalmanin yaratacagi
toksik etkilerden korunmak icin hava ve besindeki miktarlari icin limitler konmustur.
Bu limitlere gore, SO; ile kirli havanin giiniin herhangi bir diliminde 0.14 ppm’i, is
yerlerinde ise 2 ppm’yi gecmesi (33), besinlerle alinimi durumunda ise, Diinya Saglik
Orgiitii Besin Katki Maddeleri Komitesince (FAO/WHO) giinliik kabul edilebilir
(acceptable daily intake=ADI) doz olarak belirlenen 0.7 mg SO,/kg diizeyini ge¢mesi
toksik olarak kabul edilmistir (34). Giiniimiizde Diinya Saglik Orgiitiiniin maksimum
0.7 mg/kg olarak kabul ettigi giinliik SO, alim diizeyi, Til ve arkadaslarinin
sicanlarda yaptifi calismadan (35) elde ettikleri sonuglara dayanmaktadir. Bu
arastirici grubunun kullandiklar1 ve herhangi bir zararli etki bulamadiklart % 0.25
Na,S,0s5 iceren yemin tiiketilmesi, yaklasik olarak giinde 72 mg SOy/kg alimina
karsilik gelmektedir (36). Diinya Saglik Orgiitiiniin ilgili komitesi buna 100 katlik bir



giivenlik faktoriinii de ekleyerek 0.7 mg SOxkg alimmin zararlh bir etkisi
olmayacagin bildirmistir. Cesitli deneysel ve klinik arastirmalar sonucu ortaya konan
bu rakamlarin dogrultusunda, besin katki maddesi olarak SO;3?, Genellikle giivenli
olarak kabul edilen (Generally Recognized as Safe-GRAS) maddeler arasinda kabul
edilmektedir. Siilfitin giivenli katki maddeleri arasinda sayilmasina iki noktada elestiri
yapilmaktadir. Bunlardan ilki, giinliik SO5? aliminin yukarida verilen rakamlarla
uyumlu olmadigi seklindedir. Yapilan calismalarda, besin aligkanliklarinin
farkliigindan dolayr SOs>’ye maruz kalmanin bireyden bireye degisebilecegi ve
normal bir restaurant dgiiniindeki SO3~ diizeyinin bile 25 ile 100 mg arasinda farklilik
gosterebilecegi bildirilmistir. (1, 9) Ayrica, pek ¢ok besinin degisik diizeylerde SO5~
icerdigi (1, 4) dikkate alindiginda beslenme aliskanlifina gore 6rnegin sosis, sucuk,
kurutulmus meyve, bira ve sarap gibi gidalan tiiketenlerde giinliik kabul edilebilir (0.7
mg SO,/kg) alimin kolaylikla asilabilecegi agiktir. Nitekim, giinliik SO5 tiiketiminin
hesap edildigi az sayidaki calismada bu sinirin hayli iistiine ¢ikildigi goriilmiistiir. Bu
calismalarda bir restoran dgiintiniin dahi 200 mg SO;™> icerebildigi ve bir tahminle
Amerikan populasyonunun % 99’unun yiyecek ve igeceklerle giinliikk ortalama 163
mg SO;™? tilkettigi hesaplanmistir (1, 4). Yiyecek ve iceceklerle birlikte hava kirliligi
ve SO3> iceren cesitli ilaglar birlikte diisiiniildiigiinde, SO3'2’ye maruz kalinmanin 163
mg/giin diizeyinin de iizerine ¢ikmasi kuvvetli bir olasiliktir.

Bu bilgiler 1s181inda, SO iceren yiyeceklerin tiikketiminin arttigi giiniimiizde
insan sagliginin olumsuz yonde etkilenebilecegi beklenen bir sonugtur. Bu nedenle,
calismamizda besin yoluyla farkli dozlarda alinan SO, nin etkilerinin elektrofizyolojik
ve biyokimyasal parametreler yardimiyla aydinlatiimasi hedeflenmistir.

Farkli dozlarda verilen SO, nin gorsel sistemde olusturdugu degisiklerde lipid
peroksidasyonun rolii ve mekanizmasina 1s1k tutmak amaciyla planlanan bu
caligmamizda, elektrofizyolojik parametrelerden biri olan gorsel uyarilma
potansiyelleri (VEPs) kullanilmistir. Gorsel uyarilma potansiyellerinin tercih edilme
nedeni, gorsel sistem degisikliklerini ortaya koyan duyarli ve giivenilir bir yontem
olarak bir cok arastirici tarafindan kabul edilmesidir (37-39). Ozellikle VEP
latenslerinin optik yol patolojisine paralel olarak uzadigi ve bu nedenle VEP’lerin
klinik amacla kullanilabilecegi bir¢ok calismada ortaya konmustur (38, 40-42).
Ayrica, sicanlarin gorsel sisteminin insanlara benzer olmasi nedeniyle, si¢anlarda
kaydedilen VEP’lerin insan sagligi iizerine olan olumsuz etkileri yansitmada iyi bir
model oldugu vurgulanmaktadir (43). VEP’lerin norotoksik calismalarda
kullanilmasi, ilk olarak karbonmonoksit’in (CO) merkezi sinir sistemine etkilerinin
incelenmesi amaciyla baslamistir (39).

Bu calismamizda lipid peroksidasyonu degerlendirmek igin tiyobarbitiirik asit
reaktif iirtinleri (TBARS) ve 4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE) diizeyleri 6l¢iilmiistiir.
Daha onceki bazi arastirmalarda, thiobarbitiirik asitin malondialdehid (MDA) disinda
diger bilesiklerle de (aminoasitler, sekerler, lipid oksidasyon iiriinleri) etkilesime
girmesi nedeniyle, TBARS yonteminin yeteri kadar duyarli olmadig ileri
siiriilmektedir. Dolayisiyla, son yillarda, daha duyarli oldugu kabul edilen bazi
yontemler gelistirilerek TBARS yerine bunlarin lipid peroksidasyon indeksi olarak
kullanilmasi 6nerilmektedir. Ancak, daha 6zel yontemler gelistirilmesine karsin, ¢ok
basit ve hizli olmasi, Olgiilen {iriinlerin ¢ogunlugunu MDA’nin teskil etmesi



nedeniyle, TBARS halen bir cok arastirmada tercih edilmekte ve kullanilmaktadir
(44, 45). Bu bilgilerin 15181 altinda, verilerin giivenilir olabilmesi amaciyla TBARS
yontemi yaninda, daha duyarli oldugu vurgulanan yontemlerden biri olan 4-HNE
tayini arastirmamizda tercih edilerek, SO3’nin beyin ve retina dokularinda
olusturabilecegi molekiiler oksidasyonun tespit edilmesi amaglanmistir.

Ozet olarak, deneysel protokoliimiizde farkli dozlarda SO5’ye maruz kalan
sicanlarin beyin ve retina dokularinda olusan molekiiler oksidasyon, elektrofizyolojik
ve biyokimyasal yontemler ile degerlendirildi ve VEP degisikliklerinin mekanizmasi
aydmnlatilmaya calisildi. Calismamizda, serbest radikallerin artisina paralel olarak
antioksidan kapasitenin azaldigi da dikkate alinarak, farkli dozlarda SOg'z’nin,
okside-rediikte GSH diizeylerine olan etkileri arastirilarak literatiire yeni ve kapsaml
bilgiler katilmasi hedeflenmistir. Buna ilaveten, SO,’ye maruz kalmanin bir
gostergesi olarak kabul edilen ve tiim canli dokularinda saptanan S-siilfonat formu
(28) da olciilerek SO3 % nin dozu ile elektrofizyolojik degisiklikler arasindaki iliski
aciklanmaya calisilmistir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Gorsel Sistem Ve Gorsel Uyarilma Potansiyelleri

2.1.1. Gorme Sistemi

Gorme organi olan goz, 15181 odaklayacak mercek sistemine, bu 15181 algilayan
reseptor tabakasina ve bu uyarilart merkeze iletecek sinir sistemine sahip bir organdir
(46). Goz, distan ice dogru sklera, koroid ve retina olmak {iizere ii¢ tabakadan olusur
(Sekil 2.1).

sklera koroid

retina

kornea

optik sinir

siliyer cisim

Sekil 2.1. Goziin yapisi

Sklera goziin 6n tarafinda korneay1 olusturur. Gz mercegi ve kornea gelen
15181 kirarak retinanin iizerine diismesini saglarlar. Is181 retinanin iizerine diisiirmek
icin mercegin seklini degistirmesine akomodasyon denir. Mercegin sekli, zonular
liflerle bagl, silyer kaslarla kontrol edilir. Yakin cisimlerde kaslar kasilir ve
mercegin kiireselligi artar (46). Silyer kas, hemen tiimiiyle beyin sapindaki {i¢iincii
kafa ciftinin ¢ekirdeginden (edinger westpal) goze iletilen parasempatik sinir
sinyalleri ile kontrol edilir. Parasempatik sinirlerin uyarilmasi silyer kasin
kasilmasina ve mercek baglarinin gevsemesiyle mercegin kirma giiciiniin artmasina
yol acar. Kirma giiciiniin artmasi ile goz, yakin nesnelere odaklanma 6zelligi kazanir.
Bu nedenle, uzakta yer alan bir nesne goze yaklastikca, go6ziin nesneyi



odaklayabilmesi i¢in, silyer kasa ulagsan parasempatik impulslarin sayist gittikge
artmalidir (47).

Goze giren 15181in miktar1 ise pigmentli bir kas olan iris tarafindan kontrol
edilir. Irisin ortasinda 151810 goze girdigi bolge olan pupil vardir. Goze fazla 11k
geldigi zaman pupil daralarak fazla 151k girmesini engeller, az 151k geldigi zaman ise
genigler (46).

Retina Goziin Reseptor Tabakasim icerir

Isik, kornea ve mercek tarafindan odaklanarak g6z cukurunu dolduran vitreus
sividan gecerek retinadaki fotoreseptorlere ulasir. Retinanin en alt katmaninda
bulunan pigment epitelyum hiicreleri, siyah pigment melanin sivisiyla doludur ve bu
s1vi retinay1 gegebilen tiim 1siklar1 sogurur. Bu, 15181n, goziin arka kismindan tekrar
retinaya yansimasina engel olur.

Fotoreseptorler goziin arka kisminda, pigment epitelyumun hemen Oniinde
oldugu icin diger tiim retina hiicreleri fotoreseptorlerin Oniinde, mercege yakin
yiizeydedir. Bu nedenle, 151k fotoreseptorlere carpmadan 6nce diger retinal ndron
katmanlarindan gecer. Isigin emilmeden veya dagilmadan (ki bu durum goriintiiyii
bozar) fotoreseptorlere ulagsmasina imkan vermek icin, retinanin proksimal
katmanlarindaki noronlarin aksonlari miyelinize edilmemistir, bdylece bu hiicre
katmanlar1 goreceli olarak saydam (transparan) olur. Ayrica, fovea’ da proksimal
retinal noronlarin  hiicre  govdelerinin yanlara dogru kaymast oradaki
fotoreseptorlerin en az zarar gdrmiis sekilde goriintiiyli almalarina imkan verir. Bu
kayma en ¢ok fovea’nin merkezi olan foveola’da belirgindir. Bu nedenle insanlar
ilgilendikleri seyin goriintiisiiniin fovea’ya diismesi igin siirekli olarak gozlerini
oynatirlar. Retinada ayrica, optik disk adi verilen, optik sinir liflerinin retinay1 terk
ettigi, bir bolim vardir. Bu bolgede fotoreseptor yoktur ve gorsel anlamda kor
noktadir (48).

Retinanin tabakalar halinde diizenlenmis islevsel bilesenleri Sekil 2.2°de
gosterilmistir. Isik ilk olarak ganglion hiicrelerinden, pleksiform ve niikleer
tabakadan ve son olarak koni ve basil tabakasina ulagmadan Once sinirlayici
zarlardan gecer.

Sekil 2.2. Retinal noronlarin organizasyonu (48)



iki Tiir Fotoreseptor Vardir: Rodlar ve Koniler

Insan retinasi iki tiir fotoreseptor igerir; rodlar ve koniler. Koniler giindiiz
goriisiinden sorumludur ve konilerin fonksiyonunu dogru olarak yerine getiremedigi
kisiler renk korii olarak adlandirilir. Rodlar gece goriisiinii kontrol eder ve tamamen
kaybedilmesi sadece gece korliigiine neden olur. Rodlar 6zellikle 1s18a duyarlidir bu
nedenle pek ¢cok uyaricinin konileri harekete gecirmek icin fazla zayif kaldig aksam
tizeri veya gece los 1s1kta fonksiyonlarini daha iyi yerine getirir.

Koniler, los uyaricilarin fark edilmesi disindaki tiim gorsel islemlerde
rodlardan daha basarilidir. Konilerle goriis, rodlarla goriisten daha keskindir ve
goriisteki ani degisiklikleri daha iyi ¢oziimler. Koniler ayrica renk goriisiinii de
kontrol eder. Her ne kadar rod sistemi koni sistemine gore 1s18a daha duyarli olsa da
akromatiktir. Performanslar arasindaki bu fark hem rod ve konilerin 6zelliklerinden
hem de retinadaki diger noronlarla olan baglantilarindan kaynaklanmaktadir. Bu
farkliliga yol acan en o©nemli faktorler Tablo 1’de Ozetlenmis ve asagida
aciklanmugstir (48).

Tablo.2.1. Rodlar ve Koniler arasindaki farklar (48)

Rod

Koni

Isiga asin  duyarhlik,
goriisii i¢in tasarlanmistir.

ozellikle gece

Daha az duyarlilik, giindiiz goriisii icin
tasarlanmustir.

Daha fazla fotopigment igerirler, daha
fazla 1s1k emer

Daha az fotopigment igerirler.

Daha fazla amplifikasyon, tek foton
tespiti

Daha az amplifikasyon

Diisiik gecici ¢oziniirliik: yavas tepki,
uzun uyum siireci

Yiiksek gecici coziniirlik: hizli tepki,
kisa uyum siireci

Dagilmis 1518a kars1 daha fazla duyarlilik

Direk aksiyal 1sinlara daha fazla

duyarlilik

Rod sistemi

Koni sistemi

Diisiik  keskinlik: merkezi fovea’da
bulunmaz, yiikksek yakinsamali retina
yolu

Yiiksek keskinlik: fovea’da odaklanmus,
dagiik retina yolu

Akromatik: tek tip rod pigmenti

Kromatik: ii¢ tiir koni, her biri 15181n
farklr bir kismina duyarli ayr1 pigment

Rodlar, konilerden daha fazla sayida 1s1ga duyarli gorsel pigment icerir ve

boylece daha fazla 151k absorbe edebilir. Tek bir foton rodda fark edilebilir elektriksel
bir tepki yaratabilirken, benzer bir tepkinin konide olusmasi i¢in onlarca, yiizlerce
fotonun absorbe edilmesi gerekir. Pek ¢ok rodun, bipolar hiicre olarak bilinen ayni
hedef interndronda sinapsi vardir. Bu nedenle, roddan gelen sinyaller bipolar hiicrede
toplanir, birbirini tetikleyerek her bir bagimsiz reseptordeki 15181n yarattigi sinyalleri
giiclendirir ve bdylece beynin los 15181 algilamasini kolaylastirir. Bunun aksine,
foveoladaki konilerin c¢aplar1 kii¢iik olmasina ve birbirlerine yakin olarak
yerlesmelerine ragmen her bir bipolar hiicre tek bir koniden girdi alir (48).



Her biri 151k tayfinin farkli bir bolgesine duyarl: ii¢ tip koni vardir. Beyin bu
ic tiir koninin tepkilerini karsilagtirarak renkle ilgili bilgi edinir. Aksine, rodlar
sadece tek bir tip pigment bulundurur ve bu nedenle farkli dalga boylarina ayni
sekilde yanit verir.

Her ne kadar rodlar konilerden 20 kat kadar daha fazla olsalar da, koni
sisteminin iki nedenden dolay1 daha iyi bir mekansal ¢oziimlemesi vardir. Ilki, pek
cok komsu rod tek bir bipolar hiicrede birlestigi i¢in rodlarin yanitlarindaki
farkliliklarin interndronda ortalamasi alinmaktadir. Ikincisi, koniler fovea’da daha
yogun olarak bulunmaktadir.

Rodlar ve konilerin ii¢ temel fonksiyonel bolgeleri vardir (Sekil 2.3) (47,48):

1. Dis segment, retinanin dis veya distal bolimiinde yer alir, fototransdiiksiyonu
gercgeklestirir

2. I¢ segment, retinanin icinde daha proksimal olarak yerlesmistir, hiicrenin
cekirdegini ve pek ¢ok biosentetik parcasini igerir.

3.Sinaptik terminal, fotoreseptorlerin hedef hiicreleri ile baglantisin1 saglar.

Rod ve konilerin dis ¢eperleri 15181 emen goriintii pigmentleriyle doludur.
Rodlarda tek tip konilerde ise ii¢ tip (mavi, yesil ve kirmiz1) gérme pigmenti bulunur.
Her pigment molekiilii, membran boyunca biiyiik proteine baglanmis 15181 absorbe
eden kiiciik molekiiller icerir. Rodlar ve koniler, bu molekiillerden ¢cok sayida igerir
(her hiicrede 10° tane) ve hiicrelerde zarin yiizey alamini ciddi bi¢cimde genisleten,
zarims1 disklere doniismiislerdir. Bu diskler hiicrenin plazma zarinda bir dizi
invajinasyon gerceklestirir. Konilerde, diskler plazma zarmin devamindayken,
rodlarda plazma zarindan ayrilmis ve hiicre ici bir organel haline gelmistir.

Ic segment sitoplazma ve sitoplazmik organelleri igerir. Bu segmentteki
mitokondriler fotoreseptor islevi i¢in enerji saglamada dnemli rol oynarlar. Sinaptik
terminal, koni ya da rodun horizontal ve bipolar hiicreler ile baglantisin1 saglayan
boliimdiir ve gorme zincirinin bir sonraki asamasini temsil eder (47). Koni ve
basillerin her ikisi de 151ga maruz kaldiklarinda parg¢alanan kimyasal maddeler icerir
ve sonugta gdzden ¢ikan sinir liflerini uyarirlar.

Diger noronlar gibi, fotoreseptorler boliinmez ancak dis boliimleri siirekli
olarak yenilenir. Yeni diskler hizla olusur, eski diskler ise pigment epitel hiicrelerinin
fagositik hareketleri ile atilir (48).
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Sekil 2.3. Basil ve konilerin boliimleri (48)

Fototransdiiksiyon, Fotoreseptorlerindeki U¢ Basamakh Biyokimyasal Olaylar
Zincirinden Dogar
1. Isik, fotoreseptorlerdeki pigment molekiillerini harekete gegirir.
2. Pigment molekiillerinin aktivasyonu, cGMP’nin sitoplazmik yogunlugunu
azaltir.
3. ¢cGMP yogunlugundaki azalma cGMP’ye duyarli kanallar1 kapatir ve
fotoreseptorleri hiperpolarize eder.

Isik enerjisi rodopsin tarafindan soguruldugunda saniyenin trilyonda biri
kadar bir siire i¢inde parcalanmaya baslar (Sekil 2.4). Bunun nedeni rodopsinin
retinal bolimiindeki elektronlarin 1s1kla  aktive olmalanidir. Bu pargalanma
sonucunda ortaya c¢ikan batorodopsin nanosaniyeler i¢inde liimirodopsine doniisiir.
Liimirodopsin mikrosaniyeler icinde metarodopsin I’i, sonra yaklasik bir milisaniye
icinde metarodopsin I’yi ve sonucta cok daha yavas bir gsekilde tamamen
parcalanmus tiriinler olan skotopsin ve hep-trans retinali olusturur (47).

Hep-trans retinal, ilk olarak A vitaminin bir sekli olan hep-trans retinole
doniigiir. Sonra hep-trans retinol, izomeraz enziminin etkisiyle 11-sis retinole



doniistiiriiliir. Son olarak 11-sis retinol skotopsinle birleserek 11-sis retinali olusturur
47).

Isik 11-sis retinali aktive eder. Metarodopsin II, transdusini (G proteini) aktif

hale getirerek, fosfodiesteraz enziminin aktivasyonunu saglar. Bu enzim cGMP’yi
hidrolize ederek konsantrasyonunu diisiiriir (Sekil 2.5). cGMP bagimlh kanallar (Na*
ve Ca”) kapanir ve fotoreseptdr hiperpolarize olur. Hiperpolarizasyon fotoreseptoriin
ucuna pasif olarak iletilir ve hiicreden norotransmitter salinimi azalir.
Daha sonra Ca kanallarinin kapanmasi nedeniyle Ca konsantrasyonunda ki diisiis,
kalsiyuma duyarli proteini aktiflestirerek, guanilat siklaz (GC)’a baglanmasina ve
daha fazla cGMP iiretilmesine neden olur. Bu da Na* ve Ca®* kanallarinin agilmasini
ve hiicrelerin tekrar dinlenim durumuna dénmesini saglar (46).

Isik Enerjisi
Rodopsin e Batorodopsin
A (n sn)
(p sn)
Liimirodopsin
(1 sn)
Metarodopsin 1
(dakikalar) (m sn)
Metarodopsin 11
(sn)
< Skotopsin « |
[zomeraz

11-sis-Retinal hep-trans-Retinal

b tromeras W

11-sis-Retinol hep-trans-Retinol
(A vitamini)

A

A

Sekil 2.4. Basildeki rodopsin-retinal dongiisii (47)
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Sekil 2 5. cGMP mn girmedel roli

Gorme Sisteminin Noral Yolag

Fotoreseptorler ve ganglion hiicreleri arasinda ii¢ sinif interndron vardir:
bipolar, horizontal ve amakrin hiicreleri. Bu hiicreler yalnizca sinyalleri
fotoreseptorlerden ganglion hiicrelerine yansitmazlar. Aynmi zamanda, cesitli
fotoreseptorlerden gelen sinyallerin ganglion hiicrelerinde olusacak elektriksel
yanitlarini, retinayr uyaran 151gmn kesin yer ve zaman diizenine bagl olacak sekilde
birlestirir. Her retinal internoron tiirii (yatay, bipolar ve amakrin), retina araciligiyla
iletilen fotoreseptor sinyallerinin sekillenmesinde énemli bir rol oynar (48).Rodlar ve
koniler sinyalleri dis pleksiform tabakaya iletirken bipolar hiicreler ve horizontal
hiicreler ile sinaps yaparlar (Sekil 2.6). Gangliyon hiicreleri ise ¢ikis sinyallerini
retinadan optik sinir araciliiyla beyne iletirler (47).

Retinal gangliyon hiicreleri, kontrast, ani degisimler, goriintiiniin renk, sekil
ve hareket gibi farkli 6zelliklerine bagli gelisen sinyalleri iletirler. Bu o6zellikler
gorme korteksinde paralel yollarda (yolak/pathway) islenmektedir. Bu paralel siirec,
paralel ganglion hiicreleri sebekesi ile, retinada baslar.

Retinanin her bolgesinde, ayni fotoreseptorlerden sinyalleri paralel yollarla
ileten, fonksiyonel olarak farkli ganglion hiicresi alt gruplart vardir. Primat
retinasindaki pek cok ganglion hiicre iki fonksiyonel smifa ayrilir: M (magno,
biiyiik) ve P (parvo, kiiciik). Her iki sinifta da merkez ve merkez-disi hiicreler vardir.

M hiicrelerinin biiyiik alict alanlar1 vardir ve devamlhi aydinlanmaya gegici
olarak tepki verirler. Optimum olarak biiyilik nesnelere tepki verirler ve uyaricilardaki
ani degisiklikleri fark edebilirler. Daha kiiciik olan P hiicreleri, her ne kadar bazi M
hiicreleri de bu fonksiyona dahil olsa da, goriintiideki detaylardan sorumlu olarak
kabul edilir.
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Sekil 2.6. Retinanin noral organizasyonu (47)

Primat retinas1 ayrica P veya M siniflarina girmeyen ganglion hiicreleri igerir.
Bu hiicrelerin fonksiyonlar1 pek bilinmemektedir. Ancak genel olarak 1s18in
yogunlugu hakkinda bilgi verdigi bilinmektedir (48).

Gangliyon hiicrelerinin aksonlar1 beyne giden optik siniri (kranial sinir II)
olustururlar. ki optik sinirin bulustugu yere optik kiazma denir. Retinanin nazal
yarimlarindan gelen lifler optik kiazmada ¢aprazlasarak, temporal yarimdan gelenler
ise ¢apraz yapmadan dorsal genikiilat niikleus (dLGN)’a girerler ve sinaps yaparlar
(Sekil 2.7). Dorsal genikiilat niikleus alt1 niikleer tabakadan olusmustur. 2, 3 ve 5.
tabakalar sinyalleri retinanin temporal bolgesinden alirken 1,4 ve 6. tabakalar
sinyalleri kars1 goziin nazal retinasindan alirlar (47). Dorsal genikiilat niikleusda P
hiicrelerinden sinyalleri alan parvoseliiler (3, 4, 5 ve 6. tabakalar), M hiicrelerinden
sinyalleri alan magnoseliiler tabaka (1. ve 2. tabakalar) olmak {iizere iki alt tabaka
bulunmaktadir. Bu tabakada bulunan noronlar morfolojik ve fizyolojik olarak
farklilik gosterirler (47, 49, 50).

12



Lataral ganikiilat cjsfrﬁ
Optik radyas?mn Oplik traktus
Optik kiazma
B Optik sinir

Sekil 2.7. Gozlerden gorme korteksine giden temel gorme yollar1 (47)

Parvoseliiler ve magnoseliiler tabakada bulunan noronlar gorsel korteksin
farkli tabakalarina parvoseliiler ve magnoseliiler sistem olarak isimlendirilen ayri
kortikal yollarla ulagirlar (Sekil 2.8) (48). Diger yandan, hem parvoseliiler hem de
magnoseliiler yoldan primer gérme korteksine (17. alan) giris yapan li¢iincii bir
sistem de bulunmustur. Diger iki yoldan tamamen farkli olan bu sistem renkli
gormeden sorumlu olup, mitokondriyal bir enzim olan sitokrom oksidazi bol
miktarda iceren ve renk damlalar1 (blob) ad1 verilen bolgelerde (17. bolge) sonlanir.
Magno sistem hareket ve derinlik algilanmasindan, parvosistem sekillerin ayirt
edilmesinden ve hizli yersel degisikliklerin algilanmasindan, blob sistem ise renkli
gormeden sorumludur (51).

dLGN iki temel iglev goriir:

1- Optik traktusun gorsel bilgisini, optik radyasyon (genikiilokalkarin traktus) yolu
ile gérme korteksine iletmek;

2- Gorsel bilgi sinyallerinin ne kadarinin kortekse gececegini kontrol etmek. Bu isi
yaparken iki temel kaynaktan sinyal alir. ilki primer gorme korteksinden lateral
genikiilata uzanan kortikofugal lifler, ikincisi ise mezensefalonun retikiiler
alanlarindan gelen liflerdir.

Dorsal genikiilat niikleustan ¢ikan gorsel bilgi sinyalleri optik radyasyon yolu
ile oksipital lobun kalkarin bolgesindeki primer gérme korteksine ulasir. Primer
gorme korteksi, alti tabakadan olusmustur. Dorsal genikiilat niikleustan gelen
aksonlar genellikle 4. tabakada sonlanir. Bu tabakada a,b,c alfa, ¢ beta olmak iizere 4
farkli katman ayirt edilir. dorsal genikiilat niikleusun parvoseliiler tabakasindan gelen
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aksonlar katman 4 c’nin derin bolgelerinde sonlanirken magnoseliiler tabakadan
gelen aksonlar ise genellikle daha yiizeyel boliimlerinde sonlanir (47).

Bunlara ek olarak gorme liflerinin beynin farkli bolgelerine;
1- Sirkadyen ritmin kontroliinii saglamak iizere hipotalamusun supra kiazmatik
niikleusuna,
2- Goziin odaklanmas1 ve goz bebeginin 151k refleksini saglamak igin pretektal
cekirdeklere,
3- iki goziin hizli dogrusal hareketlerini kontrol etmek icin siiperior kollikulusa,
4- Viicudun bazi davranmigsal islevlerini kontrole yardim etmek igin talamusun
ventral lateral genikiilat niikleusuna gittigi gosterilmistir (49).

Diger duyusal sistemlerin kortikal temsilinde oldugu gibi gérme korteksi de
primer ve sekonder olarak ikiye ayrilir.

Primer gorme korteksi: Primer gérme korteksi kalkarin fissiir alaninda her bir
korteksin medial boliimiinde oksipital kutba dogru uzanir. Bu bolge brodmanim 17.
kortikal alanmidir ve primer goérme alanmi (V-1) olarak adlandirilir. Aym1 zamanda
cizgili goriiniisiinden dolay1 striat korteks de denir (49, 52).

Sekonder gorme korteksi: Sekonder gorme korteksine gorsel asosiyasyon alanlari
da denir. Primer gorme korteksinin lateral, anterior, siiperior ve inferiorunda uzanir.
Gorsel uyaranlarin analizi i¢in primer gorme korteksinden gelen sinyallerin iletildigi
alanlardir. Primer gorme korteksini ¢epecevre saran brodmanin 18. alam1 sekonder
gorme alami (V-2) olarak adlandirilir. Ayrica V-3, V-4 gibi yannm diizineden fazla
uzak sekonder gorme alanlar vardir (49, 52).
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2.1.2. Sican Gorme Sistemi

Sicanlarda, dLGN, parvoseliiler ve magnoseliiler diye ayrilmamistir ve ayri
gorsel alt sistemler tanimlanmamustir. Sicanlar, insanlara gore, retinada, dLGN’de ve
gorme korteksinde ¢ok az 6zellesme gosterirler. Sicanlar renkli gébrmeden (53) ve
tahminen blob sisteme karsilik gelen bir sistemden yoksundurlar. Siganlarin temporal
(zamansal) frekanslar ayirt etme yetenekleri vardir. Magno sisteme karsilik gelen bir
sistem varken, parvo sistemine karsilik bir sistemlerinin oldugu siiphelidir. Ciinkii
uzaysal rezoliisyonlar1 insanlarinkinden daha kiigiiktiir (51).

Tiirler aras1 topografik 6zellesme ve alg1 yeteneklerindeki farkliliklara ragmen,
iki tiir arasinda nitelik olarak parvoseliiller ve magnoseliiler sistemlerinde benzerlik
bulunmaktadir. Primatlara benzer olmakla birlikte, sicanlarin gorsel yolaklar
fonksiyonel ve yapisal olarak asagida listelenen faktorlere gore bazi fakliliklar
gosterirler.

- retinal ganglion hiicrelerinin morfolojisi

- optik traktustaki sinir liflerinin hiz1

- retinal ganglion hiicrelerinin dLGN tabakalarindaki dagilimi

- talamokortikal projeksiyonlarin kortikal dagilimi ve ileti hizlar
- dLGN’deki noronlari reseptif alan 6zellikleri

- gorsel korteks

Bu nedenlerden dolayi, sicanlarin gorsel alt sistemleri agik degildir. Primer
gorme korteksinden input alan ekstrastrial gorsel bolgeler diger memelilerde oldugu
gibi sicanlarda da sekilli gérmeyi saglar (51).

2.1.3. Elektrofizyolojik Incelemeler

2.1.3.1. Elektroretinogram (ERG)

Gorsel uyartya cevap olarak retina tarafindan olusturulan elektriksel
potansiyellere dayali ERG genellikle korneaya yerlestirilen kontak lens elektrodu ile
kaydedilir. ERG’ler ilk defa 1865 yilinda Holmgren tarafindan direkt olarak gdzden
kaydedilmistir; ancak klinikte rutin kullanimi, giivenilir diferansiyel yiikseltegler ve
giivenli kontak lenslerin 1950’lerde gelisimine kadar gerceklesmemistir (54). Ug tip
ERG mevcuttur, flag ERG, fokal ERG ve pattern ERG.

Flas ERG, ganglion hiicrelerine kadar post sinaptik retina patolojilerini ortaya
cikarir ve dis retinal tabakalarin entegrasyonu hakkinda bilgi verir. Retinal cevap
farkli retinal tabakalardan kaynaklanan dalgalarin toplamidir. Klinikte ERG, normal
karanhiga adapte gozde erken reseptor potansiyelinden sonra degisik retinal
elemanlarca iiretilen baslica ii¢ bilesenden olusur (Sekil 2.9);

1) Geg reseptor potansiyeli (a-dalgasi),

2) Miiler hiicre potansiyelleri (b-dalgast),
3) I retinal potansiyeller (osilatuar dalgalar).
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Sekil 2.9. Elektroretinogram sinyalleri

Normal ERG dalga paterni, verilen gorsel uyarana karsi gelisen negatif ve
pozitif dalgalardan olusur. Negatif “a” dalgas1 fotoreseptdr potansiyelinin ¢ikan
faziyla olusur. Biiyiik “b” dalgasi Miiler hiicrelerinde meydana gelir ve glial
hiicrelerdeki K aracili akimlarla ilgilidir. Miiler hiicre yaniti, depolarize olan bipolar
hiicrelerin aktivitesini yansitir. Osilatuar potansiyeller b-dalgasinin ¢ikan fazinda
goriilen dalga ¢ikintilaridir ve i¢ pleksiform tabakadan kaynaklanir. Klinikte cok
onemli olmayan c-dalgas1 ise pigment epitel hiicrelerince olusturulur ve b-dalgasini
takiben gozlenir (55, 56).

ERG ig¢in dalgalarin normal sinirlar

Parametre Siirlar (msn) Ortalama + Standart Deviasyon
a dalga latensi 20,5 - 37,0 28,3+3,0
b dalga latensi 38,0 -55,5 473 +£2.7

2.1.3.2. Elektroensefalogram ve Uyarilma Potansiyelleri

Insan beyni 10" néronu, bu saymin yaklasik 50 kat1 glia hiicresi ve bu
hiicreler arasindaki siirekli deg8isim gosteren etkilesimleri ile bilinen en karmasik
yapiy1 olusturmaktadir. Beynin islevlerinin incelenmesinde bu yapiya agilan
pencerelerden birini olusturan beyin elektriksel aktivitesi 19. yiizyilda tanimlanmis
olmasina karsin, sistematik olarak ilk kayit Alman psikiyatrist Hans Berger
tarafindan 1920’li yillarin sonunda gerceklestirilmis ve elektroensefalografi (EEG)
olarak adlandirilmistir.

Elektroensefalografi, genis noron gruplarinin elektriksel aktivitelerindeki
dalgalanmalarn ortaya koymaktadir. Daha belirleyici bir tamimla EEG, yiizbinlerce
noronun toplam elektriksel aktivitesi ile iliskili ekstraselliiler akimlarin ol¢iimiidiir.
Sach deri iizerinden kaydedilen elektriksel degisimler, elektrodun altinda kalan
alandaki kortikal noronlarin aksiyon potansiyellerinden ¢ok postsinaptik
potansiyellerini yansitmaktadir (55, 56).
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Belirli bir uyarana cevap niteliginde ortaya ¢ikan ve beyinden kaydedilen,
Olciilebilir elektriksel biiyiikliige “uyarilma potansiyeli (evoked potential)” veya
kisaca EP adi verilmistir. Tek bir EP kaydi, uyarimin beynin elektriksel aktivitesinde
ortaya cikardigi degisiklikler ile beynin spontan aktivitesinin (Elektroensefalografi,
EEG) toplamindan olusmaktadir. Tek bir EP’deki dalga ve tepelerden hangilerinin
uyarim sonucu meydana geldigini anlamak ¢ogu zaman miimkiin olmadigindan,
EEG’nin temizlenmesi ve yalmizca uyarima iligkin yanit potansiyellerinin elde
edilmesi gerekmektedir. Bu sorun 1954 yilindan sonra gelistirilen klasik ortalama
yonteminin bilgisayara uyarlanmasiyla c¢oziilmiistiir. Klasik ortalama yonteminde,
ard1 ardina oOlgiilen EP’ler Ol¢iim sirasinda iist iiste eklenerek bunlarin zamansal
ortalamasi alinir. Boylece, uyarim ile ilgili olmayan ve rasgele bir bicimde ortaya
cikan EEG degisikliklerinin birbirini yok etmesi ve her uyarima yanit olarak ayni
bicimde ortaya ¢ikan degisikliklerin ise birbirini desteklemesi saglanir (57).

Uyarilma potansiyelleri, uyarilabilir dokularda cesitli uyaranlarla ortaya
cikan, ekstraselliiler yapilardan tiiretilen elektriksel sinyaller olarak da tanimlanabilir.
Bu potansiyellerin 0Olgiilmesi insan sinir sisteminde normal veya patolojik
fonksiyonlarin degerlendirilmesinde kullamilan zararsiz bir yéntemdir. Olgiim igin
senkronize bir uyartyla Onemli miktarda noéron uyarilmasi gereklidir. Uyarma
olayinda uyarilan hiicrelerde ekstraselliiler voliimden (+) iyonlarin i¢e net akimi
dogar, boylece elektriksel cift kutup olusur. Uyar1 pratikte kayipsiz olarak
uyarilabilen membranlar iizerinden iletilir. Korteksin karmasik geometrisi, noronal
elemanlarin coklugu ile uyarici ve inhibe edici ¢aligma sistemleri ve bilginin ¢ok
boyutlu yayilimi, kortikal iletilebilen uyarilma potansiyellerinin olusumunu belirler.
Potansiyel akimindaki belirleyici jeneratorler post-sinaptik potansiyeller olup,
aksiyon potansiyellerinin gorevi yoktur (58).

Uyarilma potansiyelleri subkortikal ve kortikal mekanizmalarla iliskili olarak
bircok bilesen icermektedir. Sac¢hi deri lizerine yerlestirilen elektrodlarla yapilan
kayitlar daha c¢ok kortikal mekanizmalari yansitmasina ragmen, uyarilmisg
potansiyellerin erken bilesenleri genel olarak subkortikal mekanizmalarla iliskilidir
(55,56).

Uyarilma potansiyelleri genellikle uyaranin cinsine (isitsel, gorsel) gore
gorsel uyarilma potansiyelleri (VEP-visually evoked potentials), beyin sap1 isitsel
uyarilma potansiyelleri (BAEP-brain stem auditory evoked potentials) ve
somatosensoriyal uyarilma potansiyelleri (somatosensory evoked potentials) (55, 56)
olarak isimlendirilir.

2.1.3.3. Gorsel Uyarilma Potansiyelleri (VEP)

Ik kez 1934 yilinda Adrian ve Matthews tarafindan ortaya konan gorsel
uyarilma potansiyelleri (visual evoked potentials, VEP), gorsel bir uyarana karsi,
korteksin oksipital bolgesinde olusan uyarilmis potansiyellerdir (58, 59). Gelisen
bilgisayar teknolojilerine paralel olarak, VEP’ler gorsel sistem fizyolojisinin
anlasilmas1 ve gorsel yollardaki patolojilerin teshisi i¢in siklikla kullanilmaya
baslanmistir. Bu teknik, gorme keskinligi ve noroanatomik degerlendirilmesi
yaninda, makular dejenerasyon, renk korliigii, retrobulber ndrit gibi oftalmolojik
hastaliklarin ve optiknorit, iskemik optik ndoropati, demiyelinize hastaliklarin
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aragtirilmasinda kullanilmaktadir. Dolayisiyla, goérme yolagindaki iletimi ve
fonksiyonlart yansitmasi nedeniyle, VEP’ler gorsel sistemin degerlendirilmesi i¢in
kullanilan objektif bir yontemdir.

Retinada 151k uyarani ile provake olan potansiyel, optik sinir, kiyazma ve
optik traktus yolu ile korpus genikiilatum lateraleye gelir. Buradan kaynaklanan
genikiilokalkinarus lifleri, optik radyasyon ic¢inde primer gérme korteksinde sonlanir
(Area 17). Buradan da sekonder (Area 18) ve tersiyer (Area 19) gorme korteksine
baglant1 saglanir. VEP’in amaci retinokortikal iletimi ve gorme korteksindeki
aktiviteyi de kapsayan yiiksek afferent gorme merkezlerinin durumunu bildirir
verileri elde etmektir (58).

Gorsel sistemin elektrofizyolojik bir Olciimii olan VEP’lerde ortaya ¢ikan
dalga formlari, polarite ve ortaya ¢ikis zamanlarina gore adlandirilmaktadir. Gorsel
uyarimi takiben ortaya cikan dalgalar polaritelerine gore, negatif (N) ve pozitif (P)
olarak gosterilmektedir. Ortaya ¢ikis zamanlarima gore ise ii¢ gruba ayrilarak
incelenmistir (60). Gorsel uyarami takiben ilk 10 ms’lik zaman i¢inde olusan
dalgalara kisa latensli (erken), 10 ile 50 ms’ lik siire i¢inde olusanlara orta latensli ve
50 ile 300 ms’lik siire i¢inde olusanlara ise uzun latensli VEP’ler denir (Sekil 2.10)
(60). Diger EP’lerde oldugu gibi, VEP’lerin degerlendirilmesi i¢in kullanilan en
onemli parametreler icersinde dalgalarin tepeden tepeye genlik degerleri ve latensleri
yer alir. Latens, bir uyar verildikten sonra olusan dalga formunun, maksimum
genlige ulastigy siiredir.

VEP kayitlarinda, ilk ortaya ¢ikan dalga formunun pozitif olmasi nedeniyle ilk
bilesen P; olarak, digerleri ise ortaya cikis siirelerine gore Nj, P, Ny, P3, N3 olarak
isimlendirilir. VEP’lerin P; bileseninin nereden kaynaklandigi heniiz tam olarak
acikliga kavusmamakla birlikte, 17 ve 18a’da bulunan gorsel alanlarin iist nasal
kisimlarinda olabilecegi kanisi yaygindir (61). Yapilan calismalarda, N; ve P;
bilesenlerinin genikulokortikal afferent girislerin olusturdugu kortikal cevaplar
oldugu, lamina IV’teki stellate hiicrelerinin hiperpolarizasyonu sonucu P;’nin,
depolarizasyonu sonucu ise N, nin olustugu ileri siiriilmiistiir (62, 63). Diger yandan,
P5’iin iist laminadaki piramidal hiicrelerin eksitator postsinaptik cevaplarini yansittigi
belirlenmistir (62). N3 jeneratorlerinin yiizeyel tabakalar boyunca dik olarak
yayildigi ve bu bilesenin, govdeleri derin tabakalarda bulunan noronlarin apikal
dendritleri boyunca olusan depolarizasyonunu yansittigi ifade edilmistir (64).

2.1.3.4. VEP Kayitlar:

Aletler ve Elektrotlar: VEP calismalarinda, VEP sinyallerini amplifiye etmek igin
diferansiyel amplifikator, sinyallerin ortalamasimi almak icin toplama cihazi ve
sinyalleri goriintiilemek ve kaydetmek i¢in bilgisayar gereklidir. VEP kayitlarinda
dikkat edilmesi gereken hususlardan biri elektrotlarin se¢imi ve kullanilmasidir.
Genellikle giimiis kloriir (Ag-AgCl) EEG disk ya da igne elektrotlar1 VEP kayitlar
icin kullanilan elektrotlardir (59).

VEP kayitlarinda kullanilan iki tip elektrot diizenegi vardir. Bunlara referansin
konumuna bagli olarak monopolar veya bipolar kayit denir. Monopolar kayitda,
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elektrotlardan biri kortikal bolgeye, referans ise kulak veya mastoid gibi kortikal
olmayan bir bolgeye yerlestirilir. Bipolarda ise elektrotlarin ikisi de kortikal bolgeye
yerlestirilir ve sonugta olusan dalga bu iki kortikal kaynak arasindaki farki gosterir.

N1 N3

N2 :[sqpv

AV NG

P

P3
P2

I | ] I I 1 ] I i l | | |
0 26 BO 75 100 125 160 775 200 225 250 275 300 325

ZAMAN, ms
Sekil 2.10. Gorsel Uyarilma Potansiyelleri ve Bilesenleri

Gorsel uyarilma potansiyelleri, gorsel uyart icerigine gore pattern (sekilli
uyaran) veya flas (yanip sonen 151k), uyar1 hizina gore gecici (transient) veya kararl
hal (steady-state) diye simiflandirilabilir. Flas 1s18imin yiiksek siddetle ve kisa
araliklarla tekrarlanmasi ile kaydedilen potansiyellere Flas Uyarilma Potansiyelleri
(FVEP) denir. Pattern VEP’te uyar1 patterninin tanimi, iletisim gelistirmeye ve
laboratuarlar arasinda verilerin karsilastirilmasina izin vermesi acgisindan onemlidir.
Asagida belirtilen durumlara gore uyari patterninin tanimlanmasi gereklidir:

Biiyiikliikleri ya da uzaysal frekanslar

Kontrastlari

Gorlintiiniin alan biiytkliigi

Alanin ortalama parlaklig1 ve arkaplanin parlaklig
Pattern goriintiisiiniin tipi ( reversal ya da onset-ofset)

Pattern uyar1 degisik boyutlardaki keskin kenarli siyah-beyaz kareler (dama
tahtas1) seklinde olabildigi gibi, dikey veya yatay durumdaki keskin kenarli seritler
veya bantlar seklinde de olabilir. Bir patternin uzaysal frekansi, gozdeki bir agiya
karsilik gelen serit veya bantlarin derece basina dongiisii (cpd, cycles per degree)
olarak tamimlanir. Bir bandin genisligi (W), W = 60/2f (f: cpd de uzaysal frekans)
formiilii ile hesaplanir. Bunun tersine kontrol paterninin temel uzaysal frekansi f =
60/1.4 W formiilii ile hesaplanir. Patternin ortalama parlakligi, ekranin cd/m?
cinsinden ortalama parlakligidir ve (Lmax + Lmin)/2 formiilii ile elde edilir. Kontrast
(C), patternin bitisik aydinlik ve karanlik noktalarinin parlaklik farkidir. C = [(Lmax
— Lmin)/(Lmax + Lmin)] x 100 % ifadesi ile belirlenir (65).

Uyarmin verilme sikligina bagh olarak VEP’in yapis1 degisir. Seyrek verilen
(1 Hz) uyarana dogan cevaptan sonra ikinci uyarana kadar oksipital korteksin
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toparlanmas1 miimkiindiir; yani uyarilmis sistem uyarilar arasinda istirahat
konumuna donecek zamam bulur. Bu nedenle VEP’te biitiin pozitif ve negatif
osilasyonlar1 gormek miimkiindiir ( transient VEP; gecici hal uyaris1). Tanim olarak
gecici yanit, gozlenen zaman icinde ortaya ¢ikan ve tamamen kaybolan yanit
anlamina gelmektedir. Tekrarlayan uyarilarin verilmesi ve daha sonra elde edilen
yanitlarin ortalamalarinin alinmasi ile elde edilen gecici uyarilma potansiyeli
kaydinda, bir uyarinin olusturdugu degisimlerin, bir sonraki uyar1 gelmeden Once
tamamen sondiigii ve boylece tekrarlayan uyarilar serisi i¢inde bir uyariya karsi elde
edilen uyarilma potansiyelinin kendisinden Onceki uyarimin neden oldugu
degisimden etkilenmedigi varsayilmaktadir. Buna karsilik, sik verilen (4Hz ve iizeri)
uyarana dogan cevaptan sonra korteksin toparlanabilmesi i¢in zaman yoktur. Yani
yeni bir yanit baslamadan bir onceki isaret yok olmaz. Uyaran sikligina goére VEP
harmonik dalga karakteri kazanir (steady state-VEP; kararli hal uyarisi). Steady state
uyarilmis potansiyeller, yeterince sik uygulanan, yani uyarillar arast beyin
mekanizmalarinin baslangictaki durumuna donmesine olanak tamimayacak kadar kisa
olan, uyarilara karsi, frekans bilegenlerinin uzun bir zaman diliminde degismeden
kaldig1 ardisik uyarilma potansiyel yanitlar1 olarak tanimlanmaktadir (65-67).

2.1.4. VEP’leri Etkileyen Faktorler

Uyart parametreleri gerek flas gerekse pattern uyarimda cok cesitlidir. Flag
uyariminda, saniyede gonderilen uyar1 sayisi, elde edilen aydinlik orani, dalga boyu,
ortamin fotopik veya skotopik olusu VEP kayitlarim etkileyen parametrelerdir.
Pattern uyarimda ise, uyarinin yogunlugu, sekil secimi (dama tahtasi veya 1zgara
gibi), sekillerin biiyiikliikleri, uyarilan toplam alanin O6l¢iisii, kontrast ayarlanmas,
ortam aydimnliginin sabit olup olmamasi ve sekillerin gosterilme oran1 VEP kayitlarini
etkileyen baslica parametrelerdir.

Pattern veya flag uyarimda normal VEP cevabini etkileyen faktorler de
farklilik gosterir. Sekilli uyaranlar kullanildiginda retina {izerine diisen goriintiiniin
netligi, optik sinirden oksipital kortekse kadar olan ileti hiz1, kortikal gérme merkezi
ve iist merkezlerle olan baglantilar, hastanin teste ve fiksasyona gosterdigi dikkat
gibi ¢esitli faktorler, flag uyarim da ise retinanin 1s18a duyarliligi, optik sinirden
oksipital kortekse kadar olan ileti hizi, kortikal gorme merkezi ve iist merkezlerle
baglantilar VEP cevaplarini etkiler (68, 69).

Pattern VEP’lerde elde edilen latensler ve nispeten genlikler flas VEP’lere
gore daha uzun ve biiyiiktiir. Bunun sebebi, pattern uyarimlarda gérme olayinin ise
karigsmasi, kenar, kdse ve kontrast degerlendirmelerinin yapilmasidir (68).

Klinik testlerde daha ¢ok pattern uyaran kullanilir. Ciinkii bu potansiyeller
gorsel yol lezyonlarim1 gostermede daha duyarli olup, denekler arasinda c¢ok fazla
degiskenlik gostermezler. Ayrica, insanin gorme fonksiyonlarindan biri sekilleri ve
kenarlarin1 analiz etmek oldugundan, sekil degismeli VEP (PR-VEP)’lerin bazi
ozellikleri degistirilerek, bunlar hakkinda daha fazla bilgi elde edilebilmektedir. Sekil
degismeli VEP’ler insanda temel olarak fovea ve konilerin aktivitesini
gostermektedir (47). Diger yandan, PR-VEP’lerde 100 ms latenste olusan P100
bileseninin optik noropatilerde, retrobulbar noropatilerde ve multipl sklerozda (59,
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70) daha klinik semptomlar ortaya ¢ikmadan uzamasi, bu hastaliklarin erken teshisi
yoniinden énemli bir parametre olarak kabul edilmesine yol agmistir.

VEP’leri etkileyen faktorlerden biri kullanilan uyan tiirii olup, digerleri de
Tablo 2.2’de kisaca dzetlenmistir.

Tablo 2.2. VEP’leri etkileyen faktorler

Uyarn tiirii Flag uyarlarla kaydedilen VEP’lerde latensler daha kisa,
genlikler daha fazladir (59).
Parlaklik Flas 15181n1n parlakligi artarsa, VEP dalgalarinin genlikleri artar,

latensleri azalir (59).

Uyarinin verilis | Frekans artarsa dalga formlarinin kompleksligi azalir ve daha
siklig1 sinlizoidal dalga formlar1 olur. Diisiik frekanslarda ise polifazik
dalga formlar1 olusur (59).

Dalga boyu Parlaklik fotopik (1s18a adaptasyon) seviyede tutuldugu zaman
uyarinin dalga boyu degistirilirse, VEP spektral hassaslik 570
nm’de ortaya ¢ikar ve tepe olusur. Fotopik spektral hassaslik
retinadaki konilerin aktivasyonunu gosterir. Parlaklik skotopik
(konilerin esik degerinin altinda) seviyede tutulursa maksimum
VEP hassasligt 500 nm’de olur. Bu durum, rodlarin spektral
duyarliligr ile uyum icindedir. Farkli dalga boylarinda fotopik
parlaklikta konilerin mavi, kirmiz1 ve yesil 1s183a verdigi yanitlar
farklidir (59).

Optik kalite Optik kalite azaldigi zaman, yani uyaran bulamklastigi zaman
VEP bilegenlerinin genlikleri azalir. Bu faktor, kirilma hatalarim
belirlemede 6nemlidir (59).

Karelerin Dama tahtasindaki karelerin alami biiyiidiikkce ve kiiciildiikce,
bitytikliigi VEP dalgalarinin genlikleri azalir (59).

Retinal Uyaranin alanindaki azalmalar genlikte bir degisiklie neden
lokalizasyon ve|olmaz, ancak uyaranin retinanin merkezinin disina konulmasi
alanin durumunda genlik diiger (59).

biytikliigii

Cinsiyet Erkek deneklerden alinan VEP kayitlarinda latensin daha uzun,

genligin ise daha kiiciik oldugu gozlenmistir (71)

Viicut sicakligi | Azalan viicut sicakligi ile bilesenlerin latenslerinin arttidi,
genliklerinde ise belirgin farkliliklar olmadig1 goriilmiistiir (71)

Diger faktorler: | Yas, patoloji

VEP’leri etkileyen en Onemli faktorlerden biri de serbest radikaller ve
olusturdugu lipid peroksidasyonudur. Daha onceki calismalarimizda (72-75) lipid
peroksidasyonundaki artiga paralel olarak VEP latenslerinin uzadigini tespit etmistik.
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2.2. Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Aerobik canlilar yasamlar1 i¢in mutlaka molekiiler oksijene gereksinim
duyarken, anaerobik canlilar biiyiime ve c¢ogalmalari icin oksijene bagimli
degillerdir. Anaerobik canlilardaki oksijenin toksik etkisinin nedeni, oksijenden
kaynaklanan bazi reaktif tiirlerin biyolojik molekiilleri oksitlemeleri ve bu reaktif
tirlere kars1 anaerobik canlilarda savunma sisteminin bulunmamasidir. Oksijen
sadece anaerobik tiirlerde degil, yasamlar1 i¢in mutlaka molekiiler oksijene bagimh
olan canlilarda da toksik etkilere sahiptir. Oksijenin canlilardaki toksik etkisinin
“oksijen radikalleri” olarak adlandirilan ve oksijenin viicuttaki metabolizmasi
sirasinda olugan reaktif tiirlerden kaynaklandigi bilinmektedir.

2.2.1. Serbest Radikal Kavram

Stabil molekiillerin ¢ogunun dis yoriingelerinde biri digerine zit yonde
hareket eden elektron ¢iftleri bulunmaktadir. Bu elektron ciftleri, molekiiliin kararli
kalmasini saglar. Dis yoriingelerinde en az bir adet eslesmemis elektron iceren atom
veya molekiile serbest radikal denir (76-78). Serbest radikaller rastlantisal bir sekilde
metabolizmanin yan iiriinleri olarak veya belli bir amaca yonelik olarak (or:
fagositoz) hiicre igerisinde siirekli iiretilirler.

2.2.2. Serbest Radikal Olusumu
Radikaller baglica 3 temel mekanizma ile olusur.

1. Normal bir molekiiliin kovalent baginin homolitik ayrilmasiyla: Yiiksek enerjili
elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina neden
olur. Kirllma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr atomlar
tizerinde kaliyorsa, bu tiir kirllmaya homolitik kirilma denir ve her iki atom {izerinde
de eslesmemis elektron kalir.

2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesiyle: Radikal 6zelligi bulunmayan bir
molekiiliin elektron kaybetmesinin ardindan dis orbitalinde paylasilmamis elektron
kaliyorsa radikal formu olusur.

3. Normal bir molekiile elektron eklenmesiyle: Radikal 6zelligi tasimayan molekiile
bir elektron transferi ile dis orbitalinde eslesmemis elektron olusuyorsa bu tiir
indirgeme radikal olusumuna neden olur (79).

Bir radikal, radikal olmayan bir molekiille reaksiyona girerse, baska bir
serbest radikal olusur. Bu 0Ozellik serbest radikallerin zincirleme reaksiyonlara
girebilmelerine olanak saglar (80).

Biyolojik etkileri en 6nemli olan serbest radikaller oksijenden olusan serbest
radikallerdir.

2.2.3. Oksijen ve Oksijen Radikalleri
2.2.3.1. Molekiiler Oksijenin Ozellikleri
Molekiiler oksijen (O,), paralel spin durumlu iki eslesmemis elektrona

sahiptir. Serbest radikal tanimina gore O,, biradikal olarak degerlendirilir (81).
Biradikal bir yapiya sahip olan oksijenin herhangi bir molekiille tepkimeye
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girebilmesi i¢in, tepkimeye girecegi molekiiliin de benzer yapiya (farkli orbitallerde
spinleri ayn1 yonde elektron icermesi) sahip olmasi gerekir. Oysa basta organik
molekiiller olmak iizere atom ve molekiiller orbitallerinde elektronlar1 antiparalel ve
eslesmis olarak icerirler veya paylasilmamis elektronlar kovalent baglara
katilmiglardir. Bunun sonucu olarak oksijenin diger molekiillerle olan reaktivitesi son
derece kisitlanmigtir. Bu kisitlama “spin kisitlamasi” olarak adlandirilir. Canlilarin
oksijeni kullanabilmesi icin oksijene elektron transferi yaparak spin kisitlamasini
asmalan gerekir. Bu islem i¢in canlilar bazi metal iyonlarindan (Fe, Cu, Mn, Zn)
yararlanirlar.

2.2.3.2. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri (ROS) oksijenli solunum metabolizmasi esnasinda
olusur. Bu olusan radikallerin yarilanma Omiirleri birka¢ milisaniye ile dakikalar
hatta saatler arasinda degismektedir (82). Reaktif oksijen tiirlerinin simgeleri ve
elektron yapilar1 Tablo 2.3’te verilmistir.

Tablo 2.3. Reaktif oksijen tiirlerinin simgeleri ve elektron yapilar (83)

Reaktif Olksijen Tiurleri Simgesi Elektron Yapisi
Stiperoksit radikali 0, - [ 2010
Hidroksil radikali -OH . Q') ‘H
-2
Peroksit radikali 07 [ oLl (-)'
Hidrojen peroksit H.0, B: Q = .Q’H
Singlet oksijen '0, Qb

Serbest oksijen radikalleri biyokimyasinda anahtar rol oynayan maddeler
oksijen, siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metal iyonlar1 ve hidroksil radikalidir.
Bunlardan ilk dordiiniin reaksiyonu ile hidroksil radikali olugsmaktadir (Sekil 2.11)
(84,85). Reaktif oksijen tiirleri, cesitli serbest radikal zincir reaksiyonlarim
baslatabilir ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (R’), peroksit radikali
(ROQ)), alkoksi radikalleri (RO), tiyil radikalleri (RS’), siilfenil radikalleri (RSO’) ve
tiyil peroksit radikalleri (RSO,) gibi ¢esitli radikallerin olusumuna neden olurlar.

Atmosferik bir bilesik olan ozon (O3), nitrik oksit radikali (NO’) ve hipoklorik
asit (HOCL) gibi cesitli molekiiller de gii¢lii oksidan etkiye sahiptir (85, 86)

Siiperoksit Anyonu (0,"): Hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu siiperoksit anyonu (O,") meydana gelmektedir
(83).

02 +e ——» 02.,
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Siiperoksit anyonu, hiicre membranlarindan kolay gecemedigi icin kendisi
dogrudan zarar vermemektedir (85). Siiperoksitin asil 6nemi, gecis metal iyonlarinin
indirgeyicisi ve hidrojen peroksit kaynagi olmasidir (83).

ONOO-—~
Mitnk olsit /}‘
.&t]mm sentak - /__
O3 — 0,8 ~ = - Ha02 - Ha05
stiperolsit K atalaz
disrnutar Glatatyon

/ Perolmidaz
Sekil.2.11. ROS (88)
Indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu siiperoksit meydana getirebilir.

Fe™ + O, «——» Fe® +0,"
Cur+ O «——» Cu”+0,

Gegis metalleri iyonlarinin oksijenle reaksiyonlart geri doniisiimlii reaksiyonlardir.
Pek cok enzimin Katalitik etkisi sirasinda O, bir iiriin olarak da olusabilir.

Aktive edilen fagositik lokositler antibakteriyel etki icin NADPH (B-Nikotin
Amid Diniikleotid Hidrojen Fosfat ) oksidaz enzimi araciligiyla bol miktarda Oy”
tireterek fagozom icine ve bulunduklar1 ortama verirler (88, 89).

NADPH + 20, ———» NADP"'+ H' + 20,

O," bir proton (H*) alarak HO, yi olusturur. Oldukga reaktif olan bu radikal

hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu baslatabilir ve zarla iliskili antioksidanlar

oksitleyebilir.

O, ’nin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit ile birlesmesi sonucu
bir reaktif oksijen tiirevi olan peroksinitrit (ONOQ") olugsmaktadir.

0" + NOs+ ———» ONOO

0,", yapisina bir e katilmasiyla peroksil anyonu (O,”) olusturabilir ve bu da
ortamdan iki H" alarak H>O» olusumuna neden olabilir( 90).
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02._ +e —» 022._
022 "+ 2H —» H202

Hidrojen Peroksit (H>0,): Hidrojen peroksitin iiretimi siiperoksitin dismutasyonu
ile olmaktadir. iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijeni olusturmaktadir. Reaksiyon sonucu radikal olmayan {iriinler
olustugundan bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak bilinmektedir.

20,"+2H" —— H;0,+ 0,

Hidrojen peroksit diisiik elektriksel yiikii ve noniyonize 6zelliklerinden dolay1 hiicre
membranlarindan hizli bir sekilde gecer. Gegis grubu metal iyonlarinin varliginda
yiiksek derecede reaktif serbest radikaller olusur (85, 91).

Hidroksil Radikali (*OH): Hidroksil radikali, ilk olarak 1934 yilinda Haber ve
Weiss adli arastirmacilarin gosterdikleri, kendi adlari ile anilan reaksiyon ile ortaya
konmugtur. En kisa yar1 6mre (1x10”sn) sahip olan OH, biyolojik sistemlerde
rastlanan en etkili oksijen radikalidir ve makromolekiiller ile kolaylikla reaksiyona
girer (85).

Hidrojen peroksit siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek hidroksil radikali
olusturur. Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi1 verilmektedir.

H202 + OzL —» OH+OH + 02

Haber-Weiss reaksiyonu genellikle fizyolojik durumlarda yavastir. Fakat
gecis metalleri, metal selatorler veya hemoproteinlerin varlifinda bu reaksiyon hizli
olusur. Bu durum Fenton reaksiyonu olarak tanimlanir. Biyolojik sistemlerde demir
benzeri gecis metalleri, demir iceren maddeler (transferrin, laktoferrin, hemoglobin,
adenozin, 5’-difosfat ferrin iyon) mevcuttur. Siiperoksit radikali ferrik (Fe+3 ) demiri,
ferroz (Fe*z) demire indirger. Bu sirada H,O,, hidroksil radikaline doniisiir (92, 93).

(1) 0, + Fe?® ——— Fe™+ 0,
(2) Fe? + H,0, ———» Fe™ + OH + «OH

Hidroksil radikali olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi cesitli
molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS"), karbon merkezli organik
radikaller (R"), organik peroksitler (RCOQ") gibi yeni radikallerin olusmasina ve
sonugcta biiyiik hasara neden olur.

R-SH + ‘OH —» RSe + H,O
—CHz_ +  OH —» -CHe +H20
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Nitrojen Oksitleri: Nitrik oksit (NO") ve nitrit (NOy"), tek sayida e icerdikleri i¢in
serbest radikal tanimima uymaktadir. Biyolojik sistemlerde olusan reaktif nitrojen
tiirlerinin en 6nemlisi NO™dur. Nitrik oksitin kontrolsiiz iiretimi sonucu proteinlerin
nitrolizasyonu, DNA kirilmalar1 ve diger molekiiler etkilesimler ile beyin dokusunu
hasarlayabilir (94). In vivo ortamda salinan NO’, NO," veya nitrat (NO3")’a otookside
olabilir. NO," zayif bir rediikte edicidir. Fizyolojik pH’da NO', bir reaktif ara iiriin
olan ONOO‘yu olusturmak iizere O, ile reaksiyona girebilir. Radikal olmayan
ONOQO, giiclii bir oksidandir. Tiyol gruplarinin oksidasyonu yoluyla direkt sitotoksik
etki gosteren ONOO’, cesitli nitrojen oksit radikallerini ve ‘OH olusturarak
dekompoze olabilir (95).

0, + NOO ——» ONOO + H'
ONOO + H" «—> «OH + NO;,’
*OH + NO," —— NO; + H'

2.2.4. Serbest Radikallerin Etkileri

1956’da  Denham Harman, oksijen radikallerinin in vivo enzimatik
reaksiyonlarin iiriinii olabilecegi hipotezini ortaya atmis ve serbest radikallerin biiyiik
capli hiicresel hasar, mutagenez, kanser ve biyolojik yaslanmanin dejeneratif
siireglerinden sorumlu olabilecegini ileri siirmiistir (96). Bu hipotezden yola
cikilarak yapilan arastirmalarla serbest radikallerin organizmadaki Onemi
anlagilmstir.

Serbest radikaller toksik etkilidir. Yaslanma ve ¢esitli patolojik durumlarda
tiretimleri antioksidan savunma sisteminin kapasitesini astifi zaman hiicresel
makromolekiillerden lipidler basta olmak iizere DNA, protein ve karbonhidratlar ile
reaksiyona girerler. Sonucta hiicrenin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigi bozulur ve
geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz hasarlar meydana gelir. Oksijen radikallerinin
fazla yapiminin neden oldugu etkilerin toplami “oksidan stres” olarak adlandirilir
(97, 98). Kontrolsiiz ROS artisinin etkileri sonucu hiicre apoptoz ya da nekroz ile
oliime gider (99).

Serbest Radikallerin Lipidlerle Reaksiyonu

Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglan serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon diiriinlerini olusturmaktadir.
Coklu doymamis yag asitlerinin (poly unsaturated fatty asid- PUFA) oksidatif yikimi
olan lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin PUFA’nin yan zincirlerindeki
metillenmis karbonlardan hidrojen atomu koparmasiyla baglar. PUFA’nin
oksidasyonu, bir oksijen alarak cabucak peroksil radikaline (LOQO¢) doniisebilen yag
asidi radikalinin (Le) olusmasina yol agar (78, 100). Peroksil radikali, membrandaki
komsu yan zincirlerden hidrojen atomlarim1 koparip peroksidatif zincir reaksiyonunu
baslatmaktadir. Peroksidasyon bir kere bagladiktan sonra devam eder (100, 101).

Lipid hidroperoksitler de (LOOH) yikilarak LOe, LOOe gibi radikaller,
hidrokarbonlar, alkoller ve eterin yaninda MDA ve 4-HNE gibi sitotoksik
molekiillerin (102) olugsmasina neden olur. Bunlar peroksidasyonun ikincil
riinleridir. 4-hidroksinonenal, proteinlere konjuge olmak ig¢in sistein, lizin ve
histidin rezidiileri ile etkilesir ve amino asit modifikasyonlarma sebep olur.
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Malondialdehit ise, membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve capraz
baglanmalarina neden olmakta, membranin bazi 6zelliklerini degistirmektedir.
Dolayisiyla MDA hiicre ve dokulardaki oksidatif hasarin bir gostergesidir. MDA’ nin
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyonu sonucunda TBARS meydana gelmektedir.
Bu test ile MDA ol¢iimii PUFA’nin peroksidasyonunun tespit edilmesinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (103-105).

Biyolojik membranlarda lipid peroksidasyonu, membran akiskanliginin
azalmasina, membran potansiyellerinin diismesine, H* ve diger iyonlarin
gecirgenliginin artmasina ve sonucta hiicre membraninin parcalanarak organellerin
disar1 sizmasina neden olur (106).

Serbest Radikallerin Proteinlerle Reaksiyonu

Proteinler oksidanlara maruz kaldiklarinda bircok kovalent degisikliklere
ugrar. Bu degisikliklerden bazilar1 serbest radikallerin proteinler iizerine dogrudan
etkileri sonucu olusabilecegi gibi, bazilar1 da oksidasyon yan iiriinlerinin proteinlere
kovalent baglanmasi ile meydana gelir. Proteinlerin radikal aracili hasari; elektron
kayb1 ve metal-iyon katalizli reaksiyonlar ile baslatilabilmektedir (107). Proteinlerin
serbest radikal hasarindan etkilenme dereceleri aminoasit kompozisyonlarina
baghdir. Doymamis bag ve kiikiirt iceren molekiillerin serbest radikal reaktivitesi
yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi
aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallere kars1 daha duyarhdir.
Aminoasitlerin oksidasyonu proteinlerde fragmentasyon, agregasyon ve proteolitik
yikima duyarlilik gibi fiziksel degisikliklere neden olmaktadir (49, 77).

Proteinlerin oksidasyonu ile 6zellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli
organik radikaller olusmaktadir. Sonug¢ olarak immiinglobulin ve albiimin gibi fazla
sayida disiilfit bagr bulunduran proteinlerin yapilart bozulmakta ve bu proteinler
fonksiyonlarini yerine getirememektedir.

Proteinlerin oksidasyonu sonucu membran enzimlerinin aktivitesi azalmakta,
hiicreye Ca™ girisi artmaktadir. Hiicre i¢i serbest Ca™ artisina bagh olarak zararli
etkilere sahip pek c¢ok enzimin aktivitesi artmakta, bu da hiicre hasarina yol
acmaktadir.

Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri
Yapilan c¢alismalarda, o-hidroksialdehid yapiya sahip karbonhidratlarin,
metal iyonlarimin varlifinda hizli bir sekilde otooksidasyona ugradiklari ve bunun

sonucunda dikarbonil bilesikleri ve hidrojen peroksit olusturduklar belirtilmistir (85,
108).

Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve oOlime neden olmaktadirlar. Hiicre icinden ve disindan
kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan kolayca gecerek ve hiicre ¢ekirdegine
ulagsarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre Oliimiine yol
acmaktadir (85, 109, 110).
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2.2.5. Antioksidan Savunma Sistemi

Antioksidan sistem, serbest radikallere karst organizmanin en Onemli
silahidir. Hem hiicre icinde hem de hiicre disinda olusan radikallerin zararh etkileri
antioksidan savunma sistemi Ogelerinin ortaklasa calismalar1 sonucu ortadan
kaldirilir (111-113).

Primer Antioksidan Savunma

Antioksidan Enzimler

Hiicrede olusan ROS’un sitotoksik etkisinin ortadan kaldirilabilmesi veya
azaltilabilmesi antioksidan enzim sistemleri ile miimkiin olabilmektedir (114). Bu
enzimler, sitoplazmik, mitokondriyal ve ekstraseliiler siiperoksit dismutazlar (SOD),
glutatyon peroksidaz, katalaz ve fagositik hiicrelerde mevcut olan myeloperoksidaz
enzim sistemleridir (Sekil 2.12).

O,
NADP+  NADPH
"

Glutatyon
SOD Rediiktaz
PR

GSH GSSG
7

v Glutatyon
Peroksidaz

Katalaz

Myeloperoksidaz

HZO (ﬁ H202
HOCI Cl

H,O + O,

Sekil 2.12. Antioksidan Enzim Sistemleri

Siiperoksit Dismutaz (SOD): Ik kez 1968 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan
tanimlanan SOD enzimi homodimerik yapida olan 32 kDa’luk bir proteindir.
Siiperoksit dismutaz iki tane siiperoksit anyonunu alarak hidrojen peroksit ve oksijen
olusturur (83, 84).

2 OzL +2H" SOD > H202 + 02

Bu reaksiyon oksidatif strese karsi ilk savunma olarak da adlandirilir. Ciinkii
aerobik kosullarda yasayan tiim canlilarda kagimilmaz bir sekilde meydana gelen O,
zincirleme radikal reaksiyonlarin giiclii bir baglangicidir. Katalitik aktivitesi oldukca
yiiksek olan SOD enzimi sayesinde hiicresel kompartmanlardaki O,” diizeyleri
kontrol altinda tutulur. SOD, oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunur,
ancak yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda aktivitesi fazladir (83, 84, 102).

Okaryotik hiicrelerde aktif bolgelerindeki metal tiirii ve hiicredeki yerleri

acisindan ii¢ farkli SOD enzimi tespit edilmistir. Kofaktorleri bakir ve ¢inko olan
Cu/Zn-SOD intraseliiler olarak sitoplazma, cekirdek ve lizozomlarda, ektraseliiler
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olarak ise plazma membranlarinda ve hiicre dist sivilarda tespit edilmistir. Bu
enzimin aktivitesinden Cu, stabilitesinden Zn sorumludur. Cu/Zn-SOD enziminin
yapis1 ve fonksiyonu Sekil 2.13’de verilmistir. Kofaktorii mangan olan Mn-SOD ise
intraseliiler olarak mitokondrial matriks, ektraseliiler olarak ise plazma membraninda
bulunmustur. Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer Cu/Zn-SOD’dur. Bu SOD
izomerlerinin katalizledigi reaksiyonlar aynidir. Bunlarin disinda baz1 bakterilerde
kofaktorii demir olan Fe-SOD saptanmustir. Fizyolojik pH’da bu enzim tarafindan
katalizlenen reaksiyonun hizi yaklasik 2x10° M™ secdir. Bu hiz, siiperoksit
anyonunun spontan dismutasyonundan 10* kere daha hizhidir (115).

Cu%+ O, = Cu*+0,
Cu*+ 0, = Cu?+O.* = Cu?*+ H,0,

Sekil 2.13. Stiperoksit dismutaz enziminin yapisi ve fonksiyonu

Katalaz (CAT): Peroksidazlarin bir iiyesi olan katalaz, yapisinda dort ‘hem’ grubu
bulunduran 220 kDa molekiiler agirlikli bir hemoproteindir. Katalaz hidrojen
peroksiti oksijen ve suya parcalamaktadir. Peroksizomlarda lokalizedir (83).

2H,0, _ AT | 2H,0 + 0,

H,0, seviyesinin diisiik oldugu durumlarda, organik peroksitler tercihen
peroksidaz tarafindan metabolize edilirken, H,O, konsantrasyonunun yiiksek oldugu
kosullarda katalaz tarafindan metabolize edilirler (85, 116).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon peroksidaz, ilk kez 1957 yilinda
tanimlanmistir. Tetramerik yapida olan enzim, H,0, ve biyiikk molekiilli
hidroperoksitlerin indirgenme reaksiyonlarim katalizler (83, 117).

2GSH + H,0, _S8HPx 0 GSSG + 2H,0
2GSH + ROOH —S%HP* | GSSG + H,0 + ROH
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Glutatyon peroksidazin 85 kDa molekiiler agirlikli sitozolik formuna ilaveten
bobreklerde sentezlenen ve salinan 90 kDa molekiiler agirlikli bir plazma formunun
varligi da gosterilmistir (44, 118). Selenyum (Se) bagimli ve bagimsiz olmak iizere
iki tipi mevcuttur. Selenyum bagiml formu katalitik aktivitesi i¢in selenyuma ihtiyac
duyar (85,119). GSH-Px, karacigerde yiiksek, kalp, akciger ve beyinde orta, kasta ise
diisiik aktiviteye sahiptir.

Glutatyon Rediiktaz (GSSG-R): Glutatyon rediiktazin katalizledigi reaksiyon
sirasinda meydana gelen GSSG’nin ileride tekrar GSH’ya doniistiiriilmesi gereklidir,
clinkii organizmanin GSH deposu sinirhidir. Bu fonksiyonu Glutatyon rediiktaz
(GSSG-R) enzimi yerine getirir. Bir flovoprotein olan GSSG-R enzimi, NADPH
varliginda GSSG’yi tekrar GSH’ya cevirir. Yaklagik olarak 104 kDa molekiiler
agirlikli GSSG-R enzimi iki alt {initeden olusan dimerik yapili bir enzimdir (120).

GSSG + NADPH + H" _%%SR_ | 2GSH + NADP

Glutatyon-S-transferaz (GST): Glutatyon-S-transferaz (GST), ilk kez 1961 yilinda
tanimlanmigtir. Dort farkl alt birimden olusan 101 kDa molekiiler agirliklt bir enzim
ailesidir (9, 121). Organizmaya giren ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda
onemli rol oynamaktadir. Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak
tizere lipid hidroperoksitler (ROOH)’e kars1 Se-bagimsiz GSH-Px aktivitesi gosterir.

ROOH +2GSH —S5T ,  GSSH + ROH + H,0

Mitokondrial Sitokrom Oksidaz: Mitokondrial sitokrom oksidaz enzimi solunum
zincirinin  son bilesenidir. Enzim, elektronlarimi O, "ye vererek O, nin
detoksifikasyonunu saglar. Normal kosullarda siirekli meydana gelen bu reaksiyon
sayesinde yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanarak bol miktarda enerji tiretimi
saglamir. O," iiretiminin bu enzimin kapasitesini astigi kosullarda ise diger
antioksidan enzimler devreye girer O, “nin zararh etkilerini engeller (83).

Antioksidan Bilesikler

Bu gruba ait molekiiler ve iyonlar ekzojen ve endojen kaynakli olarak
organizmada bulunur ve oksidanlara kars1 enzimatik olmayan bir savunma
gosterirler. GSH, ¢esitli vitaminler, melatonin, niasin, triptofan, riboflavin, a-lipoik
asit, biyoflavonoidler, koenzim Q, iirik asit, seruloplazmin ve sistein, bu grup icinde
sayilabilirler.

C Vitamini (Askorbik asit): Suda eriyen vitaminlerden olan C vitamini ¢ok giiclii
bir indirgeyici ajandir. ROO", O,", *OH, 102 ve ONOQO' ile kolayca reaksiyona
girerek bunlar1 ortamdan temizler. Ayrica C vitamini tokoferoksil radikalini
tokoferole indirgeyerek, yiikseltgenmis E vitamininin antioksidan ozelliklerinin
tekrar kazanilmasini saglar.

Vit E-O" + Askorbat —— 3 Vit E-OH + Dehidroaskorbat

31



E Vitamini (o-tokoferol): Yagda eriyen vitaminlerden olan E vitaminin yapisinda
bulunan fenolik hidroksil gruplu aromatik halka bu vitaminin kimyasal olarak aktif
kismimi olusturur ve gii¢lii antioksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir. E vitamini
hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan PUFA’y1 serbest radikal etkisinden
koruyan ilk savunma hattim olusturmaktadir (122). Vitamin E, siiperoksit ve
hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksil radikallerini ve diger radikalleri
indirgemektedir. LOO”lar1 yikarak lipid peroksidasyonu sonlandirdigi igin “zincir
kirict antioksidan” olarak da tanimlanir.

LOO" + o-tokofero-OH ——»  LOOH + o-tokoferol- O" (tokoferol
radikali)

Olusan o-tokoferol- O” stabildir ve LP’yi baglatmak igin yeterince reaktif
degildir. E vitamini bir kez oksitlenince radikal formunu alir, ancak C vitamini
sayesinde tekrar fonksiyonel rediikte formuna ¢evrilir (123).

A Vitamini (Karotenoidler): Karotenoidlerin serbest radikalleri temizleyerek lipid
peroksidasyona karsit hiicreyi korudugu gozlenmistir. A vitamininin siiperoksit
radikallerini temizledigi ve peroksi radikalleriyle etkileserek antioksidan etki
gosterdigi saptanmistir (85).

Glutatyon (GSH): Tiim hiicrelerde bulunan diisitk molekiiler agirlikli bir tiyoldiir.
Baslica intraseliller antioksidan GSH, ekstraseliller mesafede c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bulunur. Glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden
meydana gelen GSH’ya antioksidan 6zelligini sistein tiyol grubu kazandirir.

Rediikte glutatyon, O,", "OH ve H,O, gibi bilesiklerle etkileserek indirgeyici
gorev goriir, boylece hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Rediikte glutatyon
dogrudan siiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve organik radikallerle reaksiyona
girip yiikseltgenebilir veya A vitamini gibi antioksidanlarin yiikseltgenmis formdan
indirgenmis forma gecmesini saglayarak antioksidan etki gosterir (85, 124). Bunun
disinda proteinlerdeki —SH gruplarinmi rediikte halde tutar ve bu gruplari oksidasyona
kars1 muhafaza eder. Rediikte glutatyon, demirin Fe* halde tutulmasini saglayarak
protein ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller.

2.3. Siilfit

Hava kirliligi tiim diinyada insan saghigin1 giderek artan boyutlarda tehdit
eden bir sorun olmakla birlikte carpik kentlesme, kalitesiz yakit kullanimu,
kontrolsiiz endiistriyel faaliyet, trafik, orman yanginlar1 vb. sorunlar olan iilkemiz
icin bu konunun daha da cok 6nemi s6z konusudur. Kiikiirt dioksit (SO,) fosil
yakitlarinin yanmast sonucu atmosfere salinan ve kentlerde yaygin olarak hava
kirliligine yol a¢tigt Onemle vurgulanan bir maddedir (130). Diger yandan,
giiniimiizde, siilfiir dioksitin cesitli iyonlarla yaptig1 tuzlan [siilfiir dioksit (SO,),
sodyum siilfit (NaSO3), sodyum bisiilfit (NaHSOs3), potasyum bisiilfite (KHSO3),
sodyum metabisiilfit (NayS,0s) ve potasyum metabisiilfit (K,S,0s)] besinleri uzun
siire saklamak amaciyla gida ve ila¢ endiistrisinde koruyucu olarak kullanilan SO;™?
bilesikleridir. Dolayisiyla, bisiilfit/siilfit bilesiklerinin bu 6zellikleri nedeniyle cesitli

32



endiistrilerde yaygin bir sekilde kullanilmasi, yiyecek, icecek ve ilaglarla da viicuda
alimmasina yol agmaktadir (131).

Siilfiit dioksit ve onun cesitli iyonlarla yaptigi tuzlari, suda eriyebilir
bilesikler olup sivi ortamlarda hizli bir sekilde asagidaki reaksiyonda gosterildigi gibi
siilfiiroz asit (HpSOs3) olustururlar. H,SO3 6zellikle yiiksek pH ve 37 C*da kolayca
bisiilfit (HSO7) iyonuna doniisiir. HSO’; ise daha yiiksek pH’larda SO75 iyonuna
déniismektedir. Fizyolojik pH’larda HSO'3 ve SO3~ iyonlarinin birbirlerine kolayca
doniisebildikleri gosterilmis, bu yiizden SOz~ her iki iyon i¢in de ortak isim olarak
kullanilmustir.

SO, + H,O«— H,S0; «—>HSO; «—>» S0~

Siilfitin bu cok iyi bilinen reaksiyonunda goriildiigii gibi agiz ve mide gibi
asidik ortamlarda besinler ile alinan SO;” tuzlari kolayca ve hizli bir sekilde
H,SO5’e doniismekte bu asit de fizyolojik pH’da SO3'2’ye dontismektedir (2).Bu
maddeler {ist solunum yollarinda kana karisarak tiim dokular tarafindan emilebilirler.

Insanlarm SO3’2’ye maruz kalmalari, endojen ve eksojen olmak iizere iki
sekilde olur. Siilfit viicutta endojen olarak iiretildigi gibi, eksojen olarak disaridan da
almabilir. Gerek endojen olarak iiretilen gerekse eksojen yolla alinan SO, viicutta
SO3'2’ye doniisiir.

2.3.1. Endojen Siilfit Olusumu

Viicutta siilfiir iceren aminoasitlerin ve diger siilfiir iceren bilesiklerin normal
katabolizmasi1 sirasinda 3 sekilde olmak iizere yiiksek miktarlarda SO5™ olusumu
gercgeklesir.

1. Endojen SO3%in olusumu, sisteinin, sitoplazmada bulunan sistein dioksijenaz
enzimi ile, sistein siilfinik aside oksidasyonuyla baslar. Sistein siilfinik asit sitozolde
olusmasina ragmen, aspartat transporter’i ile mitokondriye tasinir. Mitokondride,
sistein siilfinik asit, sistein siilfinik asit transaminaz enzimi yardimiyla 2-ketoglutarat
veya oksaloasetat ile transaminasyona ugrayarak 3-siilfinil piruvat olusturur. 3-
siilfinil piruvat daha sonra spontan desiilfinasyona ugrar ve sonucta SO, ve piruvat
olusur. Olusan SO, hidratasyona ve proton ayrilmasina ugrayarak SOg'z’yi olusturur
(Sekil 2.14 ). Viicutta iiretilen SO; %' nin biiyiik bir kismi bu yolla iiretilir (2).

In vivo SOs%nin temel kaynagi olan sistein aminoasidinin hiicre ici
konsantrasyonu diigiik (10-100 uM) oldugu i¢in, sisteinin olusumu i¢in ii¢ 6nemli

yolak 6ne siirtilmiistiir:

a. Sisteinin depolanmis hali oldugu bilinen ve hiicre i¢i konsantrasyonu 0.5-10
UM olan glutatyonun pargalanmasi.

b. Sistinin indirgenmesi veya proteolizisi.

c. Metionin ve diger siilfitojenik bilesiklerin metabolizmasi. Sisteinin olusum
mekanizmalart Sekil 2.15°de gosterilmistir.
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H5-CH,CHZCOCH Sistein  (3itoplazing)
Sisiein dioksijenaz
Sistein silfirak, asit
HOOSCHCHODOH (mitakondri)
oe-ketoasit
siziein siilfinik asit
iransaminaz
} }
i
[HOOS5-CHACCOOH] 3-gitlfiral pirireat
deziilfinastron
/ \ O
I _
50 CH,CCOOH pirirvat
H:SD; —-_— SDJ': ﬁm

Sekil 2.14. Viicutta endojen siilfit olusumu (2)
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Sekil 2.15. Siilfitojenik yolaklar (2)
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2. Siilfit ayrica hipotaurinin metabolizmasi sirasinda da olusabilir. Hipotaurin, sistein
siillfinik  asitin dekarboksilasyonu veya sisteaminin oksidasyonu ile olusur.
Hipotaurin, a-keto asitlerle (hipotaurine-piruvat transaminaz) transaminasyona ugrar
ve siilfinil aset aldehit olusturur. Bu da kendiliginden desiilfinasyona ugrayarak SO,
ve asetaldehite doniisiir. Bu yolagin siilfit iiretimindeki 6nemi bilinmemektedir (2).

3. Siilfit olusumu B-sistatiyonin sentetazin sistein iizerine etkisi ile olusan hidrojen
siilfitin oksidasyonu sirasinda da gerceklesir. Ancak bu oksidasyonun endojen siilfit
tiretiminde 6nemli bir rolii olmadig diisiiniilmektedir (2).

2.3.2. Eksojen siilfit alim

Yiyecek ve iceceklerde siilfit kullamimi: Yiyecek ve iceceklere ilave edilen SO3'2,
bakteriyel biiyiimeyi saglayan oksijenin kullanilmaz hale gelmesine neden olur.
Dolayisiyla, SO;™ yiyecek ve iceceklerin renklerinde, tadinda ya da kokusunda
istenmeyen degisiklikleri onler (3). Bu nedenlerle, SOg{2 bira, sarap, sebze, konserve,
dondurulmus gidalar gibi bir ¢cok islenmis yiyecek ve icecekte kullanilmaktadir.

Restoran yemeklerinin hazirlanmasinda yiiksek miktarda SO3’2 kullanilmasi,
SO3 %' nin yan etkilerinin goriilmesinde biiyiik bir etkendir. Rapor edilen SO;? yan
etkilerinin ¢ogunun, restoran yemeklerinin yenilmesiyle gerceklestigi bilinmektedir.
Bu nedenle FDA (Food and Drug Administration) tarafindan, restoran yiyeceklerinde
kullamlan SO5~ bilesiklerinin miktarnmn 15 mg/giin’ii gecmemesi bildirilmis, ayrica
siilfitin ette kullanimi yasaklanmis, sarapta 350 ppm ve karideste 100 ppm olarak
kullanimi sinirlandirilmastir (2).

llaclarda siilfit kullanimi: Ila¢ endiistrisinde, ilaglarin etkilerinin azalmasina neden
olan oksidasyonu énlemek amaciyla SO5 kullanilmaktadir (5). Siilfit iceren ilaglarin
intravendz olarak enjeksiyonunda hemen sonra ya da dakikalar i¢inde SOs*’nin
etkileri goriiliir. Ancak bu etkiler, subkutan ya da intramuskular enjeksiyonlarda daha
gec ortaya ¢ikar (3). Ayrica yine sivi olarak ya da hap olarak agizdan alinan ilaglar
da agiz boslugunda SO, gazi c¢ikarirlar. Bunu Onlemek igin SO;? iceren ilaglar,
jelatin kapsiil icinde verilmektedir. Bu durumda agizda SO, olusumu gozlenmez,
ancak jelatin kapsiil mide sivisinda ¢oziildiikten sonra yine SO, olusumu gozlenir

A3).

SO, inhalasyonu: Kirli havadan SO3? alimu, yiyecek, icecek ve ilaglarla almandan
¢ok daha azdir. inhalasyon ile alman SO, solunum yollarinda SO, bisiilfit iyonlari
ile siilfiirz asite doniisiir. Epidemiyolojik caligmalarda SO, konsantrasyonu ile
mortalite ve morbidite arasinda pozitif bir iligki saptanmistir (127). Bu nedenle, SO,
konsantrasyonu 24 saatlik bir siire icin ortalama 0.14 ppm’i, 1 yillik bir siire i¢in
ortalama 0.03 ppm’i gegmeyecek sekilde standardize edilmistir. (2).

2.3.3. Siilfitin Metabolizmasi

Endojen veya ekzojen yolla alinan SO;*nin temel oksidatif metabolizmasi
mitokondriyel enzim olan siilfit oksidaz ile olur. Siilfit oksidaz enzimi bir
molibdohemoprotein olup, SO3;%nin zararsiz bir bilesik olan inorganik siilfata
doniisiimiinii  katalizler (Sekil 2.16) (2, 128). Mitokondrinin membran arasi
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boslugunda lokalize olan bu enzim homodimer olarak bulunmaktadir. Tavuk
karacigerinde her alt birimde ii¢ bolge bulundugu gosterilmistir. Hem iceren N-
terminal stokrin bs bolgesi, igerdigi on aminoasitle esnek olarak proteine
baglanmistir. Merkez bolge enzimin aktif kismim igerir. C terminali ise
immiinoglobiilin proteinlerinden C2 alttipi ile ayn1 topolojiye sahiptir

cytochrome ¢ Mo (V1) Fe (11}

(reduced) S05" + H0
cytochrome c = +
}?o:-:idizad} SOy~ 2N
Mo (V1) Fe (Il) Mo (IV) Fe (Il
Mo (V) Fe (LIl Mo (V) Fe (1)
EWﬂchrﬂMchrome c
(reduced) (oxidized)

Sekil 2.16. Siilfit oksidazin siilfiti siilfata oksitlemesi

Bu enzimin caligma prensibi, SO3%den 2 e alarak enzimin Mo-VI bolgesine,
oradan sitokrom bs ve son olarak da solunum zincirindeki ferrisitokrom c’ye transfer
etmesidir. Bu sirada, okside olan 1 mol SO5™ basina bir mol ATP {iretilir (2).

siilfit oksidaz
SO;? ——— SO;+2¢

SO;+H,0 — SO, +2H"

Olusan siilfat idrarla atilir. Normal bir insanin idrarinda giinliikk 16-24 mmol
inorganik siilfat bulunur ve biiyiik bir kism1 bu reaksiyonla iiretilir (2).

Siilfit oksidaz aktivitesi tiirler arasinda farkliliklar gostermektedir (Tablo 2.3).
Sican, fare, kobay, hamster ve tavsanlarla yapilan bir caligmada, en yiiksek siilfit
oksidaz aktivitesinin sicanlarda oldugu tespit edilmistir (129). Insanlardaki siilfit
oksidaz aktivitesinin ise, siganlara gore 10-20 kat daha az oldugu saptanmstir (2).

Tiirler aras1 farkliliklarin yani sira, siilfit oksidaz aktivitesinin dokular arasinda
da farkliliklar gosterdigi bulunmustur (Tablo 2.3). Siilfit oksidaz aktivitesinin,
sicanlarin beyin, dalak, akciger ve testislerinde diisiik, karaciger, bobrek ve kalp
dokularinda ise yiiksek diizeyde oldugu saptanmistir. Bu dokularda siilfit oksidaz
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aktivitesinin daha yiiksek olmasi, bu dokulardaki aminoasit katabolizmasinin fazla
olmasindan kaynaklanmaktadir (130).

Tablo 2.4. Degisik canl1 tiirlerinin farkli dokularindaki siilfit oksidaz aktiviteleri (/g doku)

domuz koyun inek at sigan

Karaciger 0.07£0.01 0.6310.07 0.7120.08 0.7320.05 1.52+0.1

Bobrek 1.33£0.11 0.4910.05 0.07£0.08 0.57+0.03 -

Kalp 0.32+0.03 0.11£0.01 0.47£0.07 - 1.2610.2
Beyin 0.47+0.02 - - - 0.02+0.001
Dalak ok 0.08%£0.009 0.00740.001 - 0.04%0.001
Akciger ok 0.013+0.002  (1.6+0.2)x10™ - 0.039+0.006
Testis 0.048+0.004 - 0.2120.03 ok 0.096x0.008

*% + siilfit oksidaz aktivitesinin 6l¢iilmedigi dokular
— : siilfit oksidaz aktivitesinin saptanamadig1 dokular (130)

Siilfit oksidaz normal fizyolojik metabolizma i¢in gerekli olan bir enzimdir.
Siilfitin ¢ok diisiik konsantrasyonlarinda bile siilfit oksidaz tarafindan etkili bir
bicimde okside edilebilmesi, dokularda SO3 %' nin cok diisiik konsantrasyonlarda
tutulmasini saglayan etkili bir mekanizmadir (2).

Siilfit oksidazin SO3’2’yi okside etme kapasitesi, SO3; % nin biosentezi ile
karsilastirildiginda ¢ok fazladir. Ornegin, sicanlarda giinliik iiretilen SO3? miktart
yaklagik 0.5 mmol/kg/giindiir. Ancak, bir sicanin siilfit oksidaz aktivitesi giinde 750
mmol/kg siilfiti okside edebilecek kapasitededir (2). Endojen olarak iiretilen SO3
T nin plazmada dedekte edilebilmesi icin Once sicanin hepatik siilfit oksidaz
aktivitesinin normal seviyenin % 1’ine diisiiriilmesi gerekmektedir (2).

Siilfit oksidaz enziminin eksikliginde veya c¢ok fazla SOg'z’ye maruz
kalindiginda, SO;3?, sistin ve okside glutatyon gibi diisiik molekiiler agirliktaki
tiollerin veya protein gibi makro molekiillerin disiilfid baglariyla siilfitoliziz denen
reaksiyona girerek S-siilfonatlart olusturur. S-siilfonatlarin (S-siilfosistein ve S-
siilfoglutatyon), normal insan idrarinda gosterilememesi nedeniyle, normal fizyolojik
kosullarda yavas isleyen bu nonenzimatik yolagin onemsiz oldugu diisiiniilmiistiir
(2). Ancak, Mannervik ve ark. (28) glutatyon disiilfidin siilfitolizisinin, sican
karacigerinde bulunan thiol transferaz enzimi ile katalize edildigini ve olusan S-
sulfoglutatyonun, transhidrojenaz enzimi yardimiyla indirgenmis glutatyonla
reaksiyona girerek SO37 ve okside glutatyon (GSSG) olusturdugunu géstermislerdir
(131).

SO;? + GSSG GSH-SO; + GS

Siilfitin S-siilfosisteine doniismesi Sekil 2.17’de 6zetlenmistir.
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Glu  Glu Glu
TT | GT DP
Cy5—SCy + HS0y — CyS80; —» CyS80; ——* CyS80;

Gly Gly Gl Gly
——— —_— — — —_—
GEsG S-gilfoglutat yon S-gilfosisteinil - 3-silfosistein
glizin

TT: Tiol transferaz

GT: y-glutamil transpeptidaz
DP: Dipeptidaz

Sekil 2.17. Glutatyonun S-siilfosisteine doniisiimii (28)

GOz mercegi, intestinal mukoza gibi hayvan dokularinda tespit edilen S-
sulfoglutatyon, GSH-S-transferaz enziminin potent kompetetif inhibitorii olup,
karsinojenik bilesiklerin detoksifikasyonunu azaltarak SO,’nin toksik etkilerinde
onemli bir rol oynar (28).

Siilfitin diger bir metabolitide thiosiilfat olup idrarla diisiikk miktarda (32+13
pumol/giin) atilir. Thiosiilfat, siilfidin thiosistein veya 3-merkaptopriruvat (sisteinin
bir iiriinii) ile reaksiyonu sonucu olusur (2).

2.3.4. Siilfit Radikallerinin Olusumu

Siilfitin siilfata oksidasyonu nonenzimatik serbest radikal mekanizmalan ile de
gerceklesir. Ancak normal fizyolojk kosullarda bu mekanizmanin énemli olmadigina
inamlmaktadir. Zira SO5*’nin bu yolla oksidasyonu siilfit oksidaz enzimine gore cok
yiiksek SO37 ve oksijen konsantrasyonunda gerceklesir. Bu kosullarda (yiiksek SO,
konsantrasyonu ve diisiik siilfit oksidaz aktivitesi) SOs;”>’nin oksidasyonu
peroksidazlar tarafindan katalizlenir. Siilfitin bu enzimler tarafindan katalizlenen
oksidasyonu sonucunda siilfiir merkezli bir radikal olan siilfiir trioksit anyon ("SOj3’)
radikali olusur (6).

SOy 2—HRP 4 *g0, 4 ¢
H,0,

Olusan "SOs’, molekiiler oksijenle reaksiyona girerek az miktarda O,", ¢cok
miktarda peroksil radikalini (O3SOQ®) olusturur (6).

.SO3> + 02 R SO3 + 02._
‘SO +0, —>  "0;S00°

Siilfiir trioksit olustuktan sonraki zincir reaksiyonlar da otokatalitik olarak iki
asamada gerceklesir. Peroksil ile SO; % nin reaksiyonu sonucu SO, olusur (6).

"0;S00°+S0;2 — SO, + S0,
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Siilfat anyon radikali ayrica hizli bir sekilde SO3’2’yi okside eder ve sonugta
*SO;™yi olusturur (6).

SO, +S0s2 —— 5 SO.%+°SOy

Olusumu oksijene bagimli olan SO4*’nin, *OH kadar reaktif olmasi nedeniyle
karsinojenik etkilerinin oldugu 6ne siiriilmektedir. Ayrica, SO, i kolayca cift bag
olusturabilir ve kismen antijen olan haptenlerin olusumunu saglar. Dolayisiyla,
SO4nin bazi insanlarn SO3;*ye karst olan alerjik cevaplarindan sorumlu
olabilecegine inanilmaktadir. Ek olarak SO, nin yiiksek reaktivitesinden dolayi,
methionin ve triptofanin oksidasyonundan, klorofil ve B-karotenin tahrip olmasindan,
lipid peroksidasyonundan ve membran hasarlarindan kismen sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir (6).

Siilfitin peroksil radikali ile olan reaksiyonu yam sira iki dnemli reaksiyonu
daha One siiriilmiistiir. Bisiilfitin peroksil ile olan reaksiyonu sonucunda, siilfiir
trioksit radikali ve hidroksil radikali ortaya cikar.

"03;S00° + HSO; —— "03SOO0H + *SO3
- . - H20 2, e +
05;SO0" + HSO3” ——» 2S0,° + OH + 2H

Ayrica SO4”° su ile de reaksiyona girerek “OH olusturabilir. Ancak bu
reaksiyon, zincir reaksiyonlarinin ilerlemesinde 6nemli bir reaksiyon degildir, ¢iinkii
SO,™, SO5™ tercih eder (6).

SO4_. + Hzo —> HSO4- + .OH

Siilfitin serbest radikal olusturma mekanizmasi icersinde One siirillen en
onemli etkilerinden biri de GSH deplesyonuna (27) neden olmasidir. GSH bilindigi
gibi, serbest radikallere karsi antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir 6gesidir.
Siiperoksit anyon radikalinin SOD ile enzimatik yikimi sonucu olusan H,O, suya
cevrilerek detoksifiye edilmesi islevini GPx ve CAT enzimleri birlikte paylasir (27).

SOD
0" » H,O,

GPx

2H,0 20 + O,

Glutatyon peroksidaz bu islevini yaparken GSH, GSSG’a doner. Rediikte
glutatyon ise, GR ile tekrar GSH’a doniistiiriiliir (27). Bu siklusun SO;? iyonlari
tarafindan bozulabilecegi gosterilmistir. Siilfit iyonu GSSG ile reaksiyona girerek
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GSSO;3; olusumuna neden olur. Bu molekiil ise GR tarafindan tekrar GSH’a
doniistiiriilemediginden transpeptidazlar ile parcalanarak tiosiilfat haline gevrilir (25).
Bu molekiil de bilindigi gibi idrarla atilmaktadir. GSH’un bu mekanizma ile
titketilmesi noronlar radikal hasara karsi savunmasiz birakmaktadir. Bu etkiye ek
olarak GSSOs; molekiiliiniin benzo(o) piren gibi PAH’larin detoksifikasyonunda
gorev alan GST enzimini inhibe ettigi bildirilmistir (25). Bu bulgu Alzheimer
hastaliginda ksenobiyotik metabolizmasindaki bozukluklarin gosterilmesi ile klinik
olarak da desteklenmistir (18). Bu iki etki beraber diisiiniildiigiinde hiicrelerin
toksinlerin etkilerine kars1 oldukc¢a dayaniksiz olacagi agiktir.

Nitekim GSH diizeyi diisiiriilmiis hayvanlarda cesitli norotoksinlere karsi
hassasiyetin arttig1 bilinmektedir. Parkinson ve Incidental Lewy Body hastaliginda
(ILBD) néronlarin GSH diizeyinin kontrole gore yaklasik % 50 oraninda azaldig1 goz
Oniine alinirsa (132), bu hastalarin toksinlerin zararh etkilerine daha agik olacaklari
diisiiniilebilir. Bu diisiinceden yola ¢ikilarak yapilan deneysel ¢alismalarda GSH
icerigi azaltilmis sican mezensefalik hiicre dizilerinde SO3 % nin hiicre canliligim
onemli oranda azalttigi gosterilmistir (31). Yine ayni hiicre dizisinde SO3? ve
ONOO ‘nun tek baslarina toksik etkilerinin gosterilmesine ilaveten, beraber olduklari
zaman toksik etkide sinerjizmaya neden olduklar bildirilmistir (133).

Siilfitin Peroksinitrit ile Olan Reaksiyonu
Nitrik oksid ile O," arasindaki reaksiyon sonucu olusan peroksinitrit (ONOQ"),
HSO; ile reaksiyona girerek *SOs” olusturur (7).

1) ONOO™ + HSO3 » "SO; + NO;" + HO

Siilfit radikali ve oksijenin reaksiyonu ile peroksil radikali (OOSO3") olusur (7).
2) 'SO; + O,—— 00805

Bu reaksiyonu takip eden diger reaksiyonlar ve radikal olusumlar1 asagida
Ozetlenmistir.

3) "0;S00° + HSO; ———— "03SOO0H + "SO5”

(4)  "0;SO0° + SO5* »°SO, + SO,™

(5) ‘SO +SO3 — 5 SO, +°SO5

Ayrica peroksinitrit ile tioller (glutatyon) arasindaki reaksiyonlar bir dizi thiyl
radikallerinin olusumunu saglar (sekil 2.18).
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(minar)

GSS5G

Sekil 2.18. Glutatyonun zincir reaksiyonlar1 (7) GSNO: S-nitrosoglutatyon, GSSG: glutatyon
disiilfid, GSOOH: glutatyon siilfenil hidroperoksit

Peroksinitrit GSH 1 oksidasyonunu saglayarak glutathionyl radikalini (GS®)
olusturur. Glutathionyl radikalinin molekiiler oksijenle reaksiyonu sonucu glutatyon
thiylperoksil radikali (GSOO®), GS™ ile reaksiyonu sonucu glutatyon disiilfid anyon
radikali (GSSG™) olusur. Glutatyon disiilfid anyon radikalinin, molekiiler oksijenle
reaksiyonu sonucu O," ve GSSG ortaya ¢ikar (7,141).

2.3.5. Siilfit Toksisitesi

Siilfite duyarli bireylerde olusan bronkospazm ve allerjik tip reaksiyonlar ilk
defa 1976 yilinda gozlenmis ve SOz~ duyarhihigi olarak tammlanmustir. Yapilan
aragtirmalarda  SO3” duyarliligimin  goriildiigii  bireylerin  %70’ini  astimlilarin
olusturdugu saptanmistir. Bilindigi gibi biitiin astimlilar normal kisilere gore
solunum yoluyla alinan SO3'2’ye daha duyarli iken, astimlilarin sadece kiiciik bir
kismi diyetle alinan SO3'2’ye reaksiyon gostermektedir. Zira havayla aliman SO,
miktar1 diyetle aliana gore ¢ok diisiik olsa da, astimlilarin solunum sistemleri SO,
veya SO;™ bilesiklerine bronkokonstriksiyon olusturdugu icin son derece hassastir.
Solunum yoluyla alinan SO,’in bronkokonstriksiyon olusturma mekanizmalarindan
birinin parasempatik reflekslerin aktivasyonuna bagli oldugu kabul edilmektedir
(2,4).

Diyetle alinan SO;*lere olan hassasiyet astimlilarin %35’inde goriilmekte ve
astiml1 kisilerin siilfiir iceren yiyecek ve iceceklerden sakinmalar1 FDA tarafindan
tavsiye edilmektedir. Bu duyarliligin tam mekanizmasi bilinmemekle birlikte, bunu
aciklamak i¢in 3 temel mekanizma ileri siiriilmiigtiir.

1. Siilfit iceren ilaglar ya da yiyecekler alindiginda agizda ve midede SO, gazi olusur.
Midede yiiksek miktarlarda SO, olugmasi ile ortaya cikan siskinlik, vagal uyar1 ve
gastrin salinimina neden olur. Vagal uyarn kolinerjik tirtiker, bradikardi, hipotansiyon
ve bronkokonstriiksiyonun yanisira abdominal agri, siskinlik, kramp ve ishal gibi
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gastrointestinal sikayetlerede yol agar. Gastrin salinimi ise bazofillerden histamin
salinimina neden olarak allerjik reaksiyonlara aracilik eder (4).

2. Siilfit-sensitivitesinin diger bir mekanizmas1 da IgE aracili hipersensitivitedir.
Siilfite bagli anaflaksi ve allerjik cilt reaksiyonlarinin bu mekanizma ile oldugu
diisiiniilmektedir (4).

3. Siilfit duyarliligim agiklayan mekanizmalar icersinde en onemlisinin siilfit oksidaz
enzim eksikligi oldugu bildirilmektedir (2). Bu enzim, giinde 1000 mg civarinda
endojen iiretilen SO3 ™’ nin inaktif siilfata doniisiimiinii saglar. Siilfit oksidaz eksikligi
olan cocuklarda norolojik problemler, g6z problemleri ve gelisim anormallikleri
goriilmiistiir (4).

Ozellikle hava kirliginin en 6nemli bileseni sayilan SO,’in atmosferdeki dogal
0.04-0.45 mg/m3 diizeyindedir. Epidemiyolojik ¢alismalar bu miktarn 0.6 mg/m3’ii
asmasinin pek ¢ok solunum yolu hastaligina neden olabilecegi gosterilmistir (12).
Solunum sisteminde basta bronkokonstriiksiyon olmak iizere, alveol kalinlagmasi,
alveol hiperplazisi, akciger 6demi, akciger kanserine yatkinlik gibi pek ¢ok direkt
etkisi gOsterilmistir. Yine bu yolla alinmaya bagli, akciger ve kalp hastaliklarimin,
artmis mortalite ve morbitide oranlar1 yapilan calismalarda gosterilmistir (12-14,
134-136).

Oldukga reaktif bir molekiil olan SO3 %’ nin solunum sistemi disinda, in vitro ve
in vivo olarak basta niikleik asitler olmak iizere cesitli biyolojik molekiillerle
reaksiyona girerek toksik etki gosterdigi pek cok caligma ile teyit edilmistir. Bu
calismalar SO, tiirevlerinin, insan lenfositlerinde kromozomal aberrasyonlar, kardes
kromatid degistokusu ve mikrocekirdek olusumuna neden olurken (137), farelere
verilmesi durumunda cesitli organlarda (beyin, akciger, kalp, dalak, bobrek, kemik
iligi) DNA hasarina yol agabildigini gostermistir (138). Ayrica, in vitro ¢alismalarda,
SO3%in DNA’daki sitozin ve RNA’daki urasil ile reaksiyona girdigi, serbest radikal
mekanizmalariyla DNA ve RNA zincirlerine zarar verdigi gosterilmistir (139-141)
ve siilfiir iceren proteinlerin disiilfid baglarinin pargalanmasina sebep oldugu
bildirilmistir (139). Bunun yaninda, SO, inhalasyonunun sican ve farelerin akciger,
kalp ve beyinlerinde oksidasyona bagli hasarin yanisira DNA hasarina da yol
acabilecegi ileri siiriilmiistiir (138, 142, 143).

Siilfitin bir¢ok dokuda oldugu gibi noronlar iizerine de toksik etkileri soz
konusudur. Genetik olarak siilfit oksidaz eksikligi olan hastalarda yapilan
calismalarda, endojen SO3*’ye maruz kalma sonucu siddetli nérolojik disfonksiyon,
mental gerilik, beyin gelisiminin yavaglamasi (19) ve erken oOliimle karakterize
vakalar saptanmistir (144). Ayrica, SO, tiirevleri olan 803'2 ve metabisiilfitin sican
hippokampal CA1 noronlart ve dorsal kok gangliyonlarinin sodyum ve potasyum
akimlarim degistirdigi de gosterilmistir (145-147). Diger yandan, SO;*>’nin VEP
bilesenlerinin latenslerini ve genliklerini degistirerek gorsel sistemi olumsuz y&nde
etkiledigi tespit edilmistir (73, 148). Bu bulgular, SO;’nin yalmzca solunum
sistemini etkilemedigini, sistemik bir toksik ajan oldugunu gostermektedir.
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GERECLER VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik, Biyokimya, Fizyoloji, Merkezi
Aragtirma  Laboratuar1 ve Deney Hayvanlari Unitesinde gergeklestirilen
calismamizda 60 adet 3 aylik, ortalama 250-300 gr agirliginda, erkek Wistar sican
kullanilmustir.

Gruplandirma )
Deney Hayvanlan Unitesinden birer hafta ara ile rastgele alinan toplam 60
adet sican her grupta 15 hayvan olacak sekilde dort gruba boliinerek,

Grup 1: Kontrol grubu (K)

Grup 2: Siilfitl grubu ( 10 mg/kg/giin )

Grup 3: Siilfit2 grubu ( 100 mg/kg/giin )

Grup 4: Siilfit3 grubu ( 260 mg/kg/giin )
gruplari olugturulmustur.

3.2. Deney Protokolii

35 giinliik deney siiresi boyunca, hayvanlar her kafeste 5 hayvan olacak
sekilde, 12 saatlik karanhik/aydinlik siklusunda tutulmuslardir. Bu siire icinde
hayvanlar, ticari sican yemi ve musluk suyu ile beslenmistir. Yem-su tiiketimleri
giinliik olarak, agirlik degisimleri ise haftada bir kez dl¢iilerek takip edilmistir.

Deney siiresince;

1) K grubuna distile su,

ii) S1 grubuna 10 mg/kg/giin Na,S,0s
ii) S2 grubuna 100 mg/kg/giin Na,S,0s5
iv) S3 grubuna 260 mg/kg/giin Na;S,0s
gavajla verilmistir.

3.3.Siilfit Verilmesi

Sodyummetabisiilfit 10, 100 ve 260 mg/kg dozlarinda olmak iizere igme sularina
ilave edilmistir. Bu dozlar Hui ve ark. (149) tarafindan yapilan calisma esas alinarak
secilmistir. Doz hesaplarinda sodyummetabisiilfit’in 67.39 % siilfit olusturdugu goz
Oniinde tutulmustur.

Sodyummetabisiilfitin giinlitkk kabul edilebilir dozu hayvanlarda yapilan
calismalar dogrultusunda 100 mg/kg olarak tespit edilmistir. Ancak calismamizda
siilfite maruziyetin beslenme aliskanligina ve bazi riskli is kollarina gore artabilecegi
gbz Oniine alinarak daha yiliksek bir diizey olan 260 mg/kg siilfit dozu da
kullanilmastir.
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3.4. Gorsel Uyarilma Potansiyellerinin Kaydedilmesi

Gorsel uyarilma potansiyelleri hafif eter anestezisi altinda hayvanlarin
kafalarina yerlestirilen igne elektrotlar1 (NE-223S, 5 mm Nihon Kohden) ile Biopac
MP100 Data Acquisition cihazinda kaydedilmistir. Aktif ve referans elektrotlar
bregmanin 0.5 cm arkasina ve Oniine yerlestirilmistir. Toprak elektrodu ise
hayvanlarin kuyruklar1 {izerine konulmustur. Flag uyaris1i Nova-Strobe AB
stroboskobu ile hayvanlarin pupillalarinin timii  aydinlatilacak sekilde 15 cm
mesafeden uygulanmistir. Flag uyarisi saniyede bir defa ve en diisiik siddette (0.1 J)
olacak sekilde ayarlanmistir.

Flasla olusturulan gorsel uyarilma potansiyelleri (FVEP) sag ve sol g6z olmak
tizere monookiiler uyarilarak kaydedilmistir. Deney siiresince flas verilmeyen diger
gz bir pamuk ve karbon kagidi ile kapatilmistir. Bu esnada hayvanlarin viicut
sicakliklart 1sitic1 yardimiyla 37-38.5 °C arasinda sabit tutulmustur (71).

Calismada kullanilan cihazin amplifikatoriiniin limitleri 1 Hz- 3 KHz, kazanci
20 uV/div, analiz zamani 300 ms olarak ayarlanmistir. FVEP’ler 100 kez ortalama
almarak kaydedilmistir. Kayit alindiktan sonra FVEP’ler dijital olarak kesim frekansi
100 Hz olan alcak geciren filtre ile iglenmistir.

VEP’lerin tekrarlanabilirligini saglamak amaciyla her kayit en az iki kez
yapilmustir. izoelektrik cizginin iizerindeki potansiyel tepeler negatif (N), altindaki
cukurlar pozitif (P) olarak kabul edilmistir. Tepe latensleri stimulus artifaktindan
itibaren milisaniye (ms) birimiyle, birbirini izleyen ters polaritedeki dalgalarin
genlikleri tepeden-tepeye mikrovolt (WV) birimiyle hesaplanmistir.

3.5. Biyokimyasal Yontemler

Deney protokolii, gruplarin arasinda birer hafta olacak sekilde planlanmistir.
Gorsel uyarilma potansiyelleri kayit edildikten bir giin sonra hayvanlara iiretan
anestezisi uygulanmis ve abdominal aorttan heparinize kan ornekleri alinmistir. Bu
islemi takiben kardiak perfiizyon ile beyin ve goz dokulart kandan arindirilarak
eksize edilmis, beyin dokular1 s1v1 nitrojen igerisinde dondurulmustur. Cikarilan goz
dokularindan retina izolasyonu yapilmis, ayrilan retinalar 1 mM EDTA igeren 50
mM soguk K,HPO,4 (pH= 7) tamponunda, buz iizerinde homojenize edilerek ( PRO
200 Homogenizater, PRO Scientific Inc.,Connecticut, USA ), -80 °C’da saklanmustir.
Cikarilan beyin dokularinin bir yaris1t TBARS, GSH ve GSSG, diger bir yaris1 da 4-
HNE parametrelerinin 6l¢timleri i¢in ayrilmistir. TBARS, GSH ve GSSG ol¢iimleri
icin beyin dokular1 1 mM EDTA iceren 50 mM soguk KoHPO,4 (pH= 7) tamponunda,
buz iizerinde (Biofugel5R, Heroeus, Germany) homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenatlarin 4 °C’da, 10000 x g’de, 15 dakika, santrifiij edilmesiyle elde edilen
siipernatantlar -80 °C’da muhafaza edilmistir. 4-hidroksinonenal Sl¢iimii i¢in ayrilan
beyin dokular1 soguk homojenizasyon tamponunda (50 mM K,;HPO., 80 uM
leupeptin, 2.1 mM Pefablok, ImM phenylmethylsulfonyl florid, 1 pg/ml aprotinin,
(pH= 7.4) buz iizerinde homojenize edilmis, elde edilen homojenatlarin 4 °C’da,
15000 x g’de, 30 dakika santrifiij edilmesinden sonra ayrilan siipernatantlar -80
°C’da saklanmustir.
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3.5.1. Doku Tiobarbiitirik Asit Reaktif Uriinlerinin (TBARS) (")l(;iimleri
Beyin ve retina dokularinda TBARS o6lciimleri, Wasowicz ve arkadaslarinin
yontemine gore yapilmistir (150).

Prensip: Bu metodun temel prensibi, lipid peroksidasyonun son {iriinii olan MDA, 2-
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi ve olusan bilesigin butanol fazina
ekstrakte edilerek 525 nm eksitasyon ve 547 nm emisyon dalga boyunda
spektroflorometrik olarak okunmasi esasina dayanir.

Reaktifler:

1. 29 mM tiobarbitiirik asit (Sigma-T5500): 0.418 g TBA, 50 ml distile su ve 50 ml
glasial asetik asit( Acetic acid glasial extra pure, Merck-56 ) i¢inde ¢oziilmiistiir.

2. 5 M HCI ( Hydrocholoric acid, Merck-314 )

3. n-biitanol ( n-Butanol, Merck-329 )

4. Standart soliisyonu: Tetraetoksipropan (1,1,3,3-tetracthoxy-propane, Sigma-
T9889 ) stok soliisyonundan distile su ile sulandirilarak hazirlanmistir.

Islemler: 1 ml distile su iceren tiipe 50 pul doku siipernatant1 konulduktan sonra, 1 ml
thiobarbitiirik asit (TBA, 29 mmol/L) eklenmistir. Tiip iyice karstirildiktan sonra, 1
saat siireyle 95-100 derece arasinda kaynatilmistir. Numuneler sogutulduktan sonra
25 ul HCI (5 mol/L) ve 3.5 ml n-biitanol eklenerek vortekslenmis ve bu islemi
takiben 3000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek, biitanol fazi ayrilmistir. Biitanol
ekstraktinin floresansi, eksitasyon dalga boyu 525 nm, emisyon dalga boyu 547 nm
olarak spektroflourometrede (Perkin Elmer Luminescence spectrometer, LS50B)
okunmustur.

TBARS Miktarinin Hesaplanmasi: 1,1,3,3,-tetra-metoksi-propan standardi numune
gibi ¢alisilarak standard grafigi olusturulmustur. Dokularin TBARS miktar1 bu grafik
yardimiyla hesaplandiktan sonra nmol/g protein olarak saptanmistir.

3.5.2. 4-Hidroksinonenal (4-HNE) Aktivitesinin Tayini

Prensip: Western Blot Analizi icin beyin ve retina homojenatlarindan elde edilen
proteinler sodyumdodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
ayrildiktan sonra jeldeki proteinler nitroseliiloza transfer edilerek anti-4-HNE ile
inkiibe edilmislerdir. Daha sonra ortama peroksidaz bagimli sekonder antikor ilave
edilerek immiinoreaktif bantlar kemiliiminesans yontemle gozlenmistir.

Islemler: 4-HNE aktivite tayini PAGE-western blot yontemiyle yapilmistir ( Sekil
3.1). Elde edilen hiicre lizatlan santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatanlarda
protein konsantrasyonu 595 nm’de Coomassie reaktifi kullanilarak belirlenmistir. Bu
Olciimde bovin serum albumin standard olarak kullanilmistir. Elde edilen protein
homojenati Laimle tamponu ile 1:2 oraninda karistirilmig, %7,5’luk poliakrelamid
jele tatbik edilerek elektroforetik ayrim saglanmistir. Jelde ayrilan protein, seliiloz
asetata transfer edilerek western blot analizi gerceklestirilmistir. Ayrilan hiicre
proteinleri ayri olarak primer anti-HNE antikoru (Anti-HNE-Michael Adducts,
Reduced Rabbit pAb) icerisinde (1:1000 diliisyonda) 1 saat 25 %C’da bekletildikten
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sonra HRB-bagli sekonder antikor (ZYMED, San Fransisco, California) (1:10 000
diliisyona) ile muamele edilmistir. Reaktif doku proteinleri kemiliiminesans
yontemle belirlenmistir.

Antikor ile

reaksiyona giren
— — protein
Proteinlerin
|| nitroseliiloza | *™=®| Primer Antikor |*""™=®| " Radyografik Film ile |
transferi — | [Inkubasyonu —_— muamele
SDS-PAGE NITROSELULOZ NITROSELULOZ RADYOGRAM

Sekil 3.1. SDS-PAGE ve Western Blot Analizi

4-HNE Aktivitesinin Hesaplanmasi:  Goriintillenen  protein  bantlarinin
dansitometrik analizi, NIH image 1,61 software programi kullanilarak yapilmistir.

3.5.3. Rediikte Glutatyon ( GSH ) ve Okside Glutatyon ( GSSG ) Tayini
GSH ve GSSG olciimleri ticari bir kit (Cat. #703002. Cayman Chemical Ann
Arbor, MI ) ile yapilmistir ( Tietze F. Enzymic method for quantitative).

Prensip: GSH’nin siilfidril grubu, DTNB (5,5’—dithiobis—2—nitrobenzoik asit) ile
reaksiyona girer ve iiriin olarak sar1 renkli 5-thio-2-nitrobenzoik asit (TNB) meydana
cikar. Olusan TNB miktar1 GSH olusum miktart ile orantilidir. Bu nedenle 405
nm’de TNB miktarinm tayin etmek GSH miktarinin tam olarak ol¢iilmesini saglar.

e Slutatyon reduktas > 7 OSH
TINE
_ Slutatyon rediktaz
Z3H — \ » SSTIE
D'TTIE TIME
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Reaktifler:

1) Metafosforik asit tamponu (MES, 2X)
2 ) GSSG standardi

3 ) Kofakor karisimi

4 ) Enzim karisimi

5)DTNB

6 ) Trietanolamin reaktifi (TEAM, 4 M)

7 ) 2-Vinil-pridin (1 M)

Islemler: 150 ul doku siipernatant igerisine 150 ul MPA reaktifi ilave edilerek oda
1sisinda 5 dakika inkiibe edilmistir. Bu islemi takiben 5000g’de 5 dakika santrifiij
yapilarak her bir dokudan elde edilen siipernatantlar GSH ve GSSG 6l¢iimleri icin iki
ayr1 ependorf tiipe 100 er ul olacak sekilde aktarilmigtir. GSH ol¢timii icin 100 pl
siipernatant iizerine 5 ul TEAM reaktifi ilave edilerek karigtirilmistir. Karisimdan
alman 50 pl numune iizerine, MES (2-N-morfolin etansiilfonik asit), kofaktor
karistmi (NADP ve glukoz-6-fosfatin liyofilize formunu igerir), enzim karisimi
(glutatyon rediiktaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz igerir), DTNB (5,5’-ditiobis-2-
nitrobenzoik asit) ve distile su igeren 150 pl 6l¢ciim kokteyli ilave edilerek karanlikta
inkiibe edilmistir. 25 dakikalik inkiibasyonu takiben 405 nm’de absorbans degerleri
okunmustur. GSSG tayini i¢in 100 pl doku siipernatanti iizerine 1 pl 2-vinilpiridin
ilave edilerek 60 dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakilmistir. Bu islemden sonra
GSH o6l¢iimiindeki basamaklar aynen takip edilmistir.

GSH ve GSSG Miktarlarimin Hesaplanmasi: GSSG standardi aynen numune gibi
caligilarak standart grafigi olusturulmustur. Dokulardaki GSH ve GSSG miktarlar1 bu
grafikler yardimiyla hesaplandiktan sonra nmol/mg protein olarak ifade edilmistir.

3.5.4. Plazma-S-Siilfonat tayini
Plazma-S-Siilfonat 6l¢timii Gunnison ve Palmes’in yontemi modifiye edilerek
Olciilmiistiir (41).

Prensip: Yontem alkali ortamda potasyum siyaniiriin (KCN) plazma p1r0teini+SO3'2
kompleksi olan S-sulfonattan SO3™%i koparmasi bu SO;%in de pararosanil reaktifiyle
birlesip 560 nm’de absorbans artisina sebep olmasi esasina dayanmaktadir.

Reaktifler:

1- 0.125 mmol potasyum siyaniir ( KCN )

2- Glisin — NaOH tamponu ( 0.01 M, pH = 10.2)
3- HC1 (0.15 N)

4- Sodyum tetrakloromerkiirat soliisyonu (0.18 M)
5- Parorasanil reaktifi

6- Formaldehit reaktifi

Yontem: Daha oncede belirtildigi gibi hayvanlara deney sonunda iiretan anestezisi
uygulanmis ve abdominal aortlarindan kanlar1 alinmigtir. Alinan heparinize kanlar
1400xg’de 6 dakika santrifiij edilerek plazmalari elde edilmistir. 1 ml plazma, 200 ul
KCN ile karigtirllmis ve 36 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda
karistmin Iml’si dializat torbasma aktarilmig ve 5 ml glisin-NaOH tamponu
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icerisinde 4 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra dializat torbasinin
disindaki soliisyondan 1.4 ml bir tiipe aktarilarak iizerine sirasi ile asagidaki
reaktifler ilave edilmistir.

1- 0.15 N HCl (200 pl)

2- Sodyum tetramerkiirat soliisyonu (200 pl)
3- Distile su (200 pl)

4- Formaldehit reaktifi (200 pl)

5- Parorasalin reaktifi ( 200 pl )

islemlgri takiben karisgim vortekslenmis ve 20 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda spektrofotometrede 560 nm’de absorban
okunarak kaydedilmistir.

Plazma-S-Siilfonat Miktarlarimn Hesaplanmasi: Deney gruplarina verilen siilfit
miktarlar1 baz alarak standart grafigi olusturulmustur. Plazmadaki S-Siilfonat
diizeyleri bu grafik yardimiyla hesaplanmis ve sonuglar pumol siilfit/ml olarak
verilmistir.

3.5.5. Protein Tayini
Beyin ve retina dokularinda protein tayini modifiye Bredfrod yontemine
dayanan bir kit ile yapilmistir (151).

Reaktifler:

1 ) Standart soliisyon: 2 pug/ pl bovin serum albiimin (Albiimin Bovina, Sigma, A-
8022)

2 ) CPPA reaktifi (Coomassie Plus Protein Assay Reagent, Pierce-1856210 )

Islemler: 1 ul doku siipernatant1 999 ul distile su ile sulandirildiktan (1:1000) sonra
tizerine 1 ml CPPA reaktifi eklenmis ve 595 nm’de absorbans spektrofotometrik
olarak okunmustur. Standart calismasi ise, numune yerine artan konsantrasyonlarda
1:1000 sulandirmaya sahip BSA kullanilarak yapilmistir.

Protein Miktarimin Hesaplanmasi: Dokulardaki protein miktar1 standart grafigi
kullanilarak hesaplanmistir.

3.6. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Istatistiksel degerlendirme SPSS paket programi kullanilarak yapilmistir.
Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Her degisken i¢in normallik
testi uygulanmistir, Normal dagilima uyan veriler i¢in parametrik olan Tek Yonlii
Varyans Analizi (ANOVA) ve onu takiben Tukey Post Hoc Testi, uymayanlarda ise
nonparametrik olan Kruskal Wallis Varyans Analizi ve onu takiben Mann-Whitney
U Testi kullamilmistir. Bagint1 (korelasyon) analizleri Pearson testi kullanilarak
gerceklestirilmistir. P<0.05’1 saglayan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.
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BULGULAR

4.1. Genel Goruniim

Deney siiresince hayvanlarin genel goriiniim ve davramislarinda herhangi bir
degisiklik goriilmemistir.

4.2. Besin Tiiketimi

Gruplarin 5 haftalik deney siireleri boyunca giinliikk yem tiiketimleri takip
edilmis ve bulgular 100 gram viicut agirligi basina g/giin olarak hesaplanmaistir.

Gruplarin besin tiiketimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 goriilmiistiir (Tablo 4.1).

4.3. Agirlik Degisimi

Deney gruplarinin haftalara gore agirhik degisimleri Tablo 4.1°de verilmistir.
Deney siiresi boyunca tiim deney gruplarindaki hayvanlarin haftalik viicut agirliklar
takip edilmis, grup icinde ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir.

4.4. Doku Tiobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri (TBARS) Sonuclar

Beyin ve retina TBARS sonuclar1 Tablo 4.2’de gosterilmistir. 10 mg/kg
dozundaki siilfitin retina ve beyin TBARS degerlerine etki etmedigi gézlenmistir.
100 mg/kg siilfit uygulanan grupta ise retina ve beyin TBARS degerlerinin hem S1
hem de kontrol grubuna gore anlaml diizeyde arttig1 tespit edilmistir. Yiiksek dozda
siilfit (260 mg/kg) verilen grupta ise, hem beyin hem de retina TBARS degerlerinin
S1 ve S2 gruplarina gore cok fazla yiikseldigi, hatta bu degerlerin kontrol grubuna
gore yaklagik ii¢ kat arttig1 dikkati cekmistir.
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Tablo 4.1. Kontrol ve deney grubu hayvanlarin giinliik yem tiiketimleri ve agirlik degisimleri

1.hafta viicut 2. hafta viicut 3. hafta viicut 4. hafta viicut 5. hafta viicut Giinliik yem
Gruplar agirligi (g) agirlign (g) agirligi (g) agirhig (g) agirhg (g) titketimi
(g/gtin/100 gr )

Kontrol

(K) 268.00 + 10.33 285.00 £ 11.33 290.00 £ 8.94 295.00 £ 11.87 300.5 +10.83 20.50 £2.26
Sl(léfit) ! 235.00 £ 16.79 242.50 £17.90 245.50 + 18.09 250.00 = 17.32 263.00 +22.26 20.70 £ 1.97
Stilfit 2

(S2) 295.00 £ 17.45 308.20 + 12.50 317.30 + 13.11 330.00 £ 17.23 334.10 £ 17.00 2291+ 1.80
Sl(léf;t) 3 255.00 £ 23.80 263.00 £25.30 272.00 + 18.74 277.30 £21.72 290.00 =21.79 20.80 £2.05
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Tablo 4.2. Kontrol ve deney grubu hayvanlarinin beyin ve retina TBARS degerleri

GRUPLAR BEYIN TBAl.{S RETINA TBA.RS
nmol/g protein nmol/g protein
Kontrol 1.61£0.38 0.66 £ 0.15
Stilfit 1
(10 mg/kg/giin) 1.95+0.37 0.80 £ 0.09
(IOOSrLllf/llz 2/ iin) 2.60£0.24 1.08 £ 0.06
glkgle K*, S1* K*, S1*
(26081;111% 3/ iin) 4.46 £0.35 240£0.16
glkele K*, S1%,82° K*, S1%,52°

(*:p<0.001 Kontrol grubundan fark, #:p<0.001 Siilfit 1 grubundan fark, ":p<0.001 Siilfit 2

grubundan fark)

4.5. 4-Hidroksi-2-nonenal Aktivitesi Sonuclari

Kontrol ve deney gruplarinin beyin ve retina dokularinda yapilan protein
boyamas1 sonuglart Sekil 4.1°de verilmistir. Her kuyucuga esit miktarlarda protein
iceren doku siipernatant1 konuldugu sekilde gozlenen bantlarin ayni olmasi ile teyit

edilmistir.

Kontrol ve deney gruplarinin beyin ve retina dokularinda gerceklestirilen 4-
HNE western blot ve dansitometrik analizleri Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te verilmistir.

Doz artigina bagh olarak 4- HNE miktarinda artis oldugu tespit edilmistir.
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Ki K2 S;18.2 321 S,2 S;1 Sz2 S;3 STD

Sekil 4.1.a. Beyin Protein Boyamasi

KI K2 §1 S22 Sy1 S,2 S;1 S;2 S;3 STD

Seki 4.1.b. Retina Protein Boyamasi
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4-HNE Modifiye Protein
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Sekil 4.2.a Beyin 4-HNE Western Blot Analizi

Kontrol S1 S2 S3
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Sekil 4.2.b. Beyin 4-HNE Western Blot Dansitometrik Analizi
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4-HNE Modifiye Protein

K1
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Sekil 4.3.a. Retina 4-HNE Western Blot Analizi

Kontrol S1

Sekil 4.3.b. Retina 4-HNE Western Blot Dansitometrik Analizi
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4.6. Rediikte Glutatyon ve Okside Glutatyon Aktivitesi Sonuclari

4.6.1. Beyin Rediikte Glutatyon ve Okside Glutatyon Aktivitesi Sonuclari

Beyin dokusu, GSH, GSSG ve GSH/GSSG oranlar Sekil 4.4’te verilmistir.
Deney gruplan kontrol ile karsilastirildiginda GSH/GSSH oranlarinda anlamli bir
degisiklik olmadigi, bununla birlikte GSH ve GSSG oranlarinin doza bagh olarak
azaldig gosterilmistir.

5 O Kontrol
—~ 1 m St
S 'qE> 4+ =S2
n 3 L
8 a 31 * 8S3 é
2E.] = =
zs | — ' =
G E 14 = - =
0 — — —
GSH GSSG GSH:GSSG

Sekil 4.4. Beyin GSH: GSSG VE GSH/GSSG degerleri *: p< 0.05 K grubundan fark,
# :p<0.05 K grubundan fark

4.6.2. Retina Rediikte Glutatyon ve Okside Glutatyon Aktivite Sonuclari

Retina dokusu GSH, GSSG ve GSH/GSSG oranlar1 Sekil 4.5’te verilmistir.
GSH ve GSSG oranlarimin doza bagh olarak azalma egiliminde oldugu, ancak bu
azalisin istatistiksel olarak 6nemli bir diizeye ulasamadig1 saptanmustir.
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Kontrol
> 7T msi
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o £ 4T m S2
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? 5 B S3
© s
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S E

GSH GSSG GSH:GSSG

Sekil 4.5. Retina GSH, GSSG ve GSH/GSSG degerleri *: p< 0.05 K grubundan fark

4.7. Plazma-S-Siilfonat Aktivite Sonuclari

Kontrol ve deney gruplarinin Plazma-S-Siilfonat diizeyleri Sekil 4.6’da
sunulmustur. Plazma-S-Siilfonat diizeylerinin doz artisina bagli olarak arttigi
izlenmistir. Kontrole gore S1 grubundaki artigin istatistiksel olarak anlaml olmadig,
ancak K ve S1 gruplarina gore S2 ve S3 gruplarindaki artisin 6nemli oldugu
saptanmistir. Ayrica S3 grubundaki artisin S2 grubunda gozlenenden artistan ¢ok
daha fazla oldugu dikkati cekmistir.

120 - *si
s
SE 97
o @ 60+ *
n 2
£ 2 T
N3 30+ .
“'mn B

0 T T T 1
Kontrol S1 S2 S3

Sekil 4.6. Plazma-S-Siilfonat Diizeyleri *: p<0.05 K grubundan fark, #: p< 0.05 K, S1 ve S2
gruplarindan fark
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4.8. VEP Sonuclari

VEP’ler sag ve sol gozler flas uyaran ile ayr1 ayr1 uyarilarak monookiiler olarak
kaydedilmistir. Dort grup icin elde edilen VEP’lere birer ornek Sekil 4.7°de
sunulmustur.

VEP parametrelerinin sag-sol ve grup farkliliklar varyans analizi (one-way
ANOVA) ile degerlendirilmistir. VEP’lerin latens ve genlikleri karsilastirildiginda
ayn1 grup i¢in sag ve sol VEP’ler arasinda fark gézlenmemis, ancak gruplar arasinda
farklar oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara dayanarak, daha sonraki istatistiksel
analizler sag ve sol gozden kaydedilen VEP parametrelerinin ortalamasi alinarak
yapilmis ve degerlendirilmistir.

VEP’lerin latens ve genliklerinin ortalama degerleri, standart sapmalar1 ve
Tukey testi sonuglar1 Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de goriilmektedir. S1 grubunun P1, N1,
P2, N2 ve P3 latensleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda latenslerin degismedigi
goriilmiistiir. Ancak S2 grubunda tiim bilesenlerin latenslerinin kontrol ve S1
gruplarina gore uzadig saptanmustir. S3 grubunda ise tiim bilesenlerin latenslerinin
kontrol, S1 ve S2 gruplarina gore uzadigi bulunmustur. Bu bulgu siilfitin latenslere
etkisinin doz bagiml olabilecegi izlenimini vermistir.

Tepeden tepeye genlik degerleri incelendiginde, gruplar arasinda anlamh fark
gozlenmemistir (Tablo 4.4).
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30 ms

Sekil 4.7. Kontrol ve deney grubu hayvanlarindan kaydedilen VEP’ler ve bilesenleri
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Tablo 4.3. Kontrol ve Deney grubu hayvanlarindan kaydedilen VEP latensleri (ms) * : p<0.001 K grubundan fark, *: p<0.001 S1 grubundan fark, *:
p<0.001 S2 grubundan fark.

Gruplar Py (ms) N (ms) P, (ms) N, (ms) P3 (ms)
Kontrol

(K) 21.40 + 0.45 35.97 +0.81 49.96 + 1.93 69.28 + 2.80 98.03 +2.27
Siilfit 1

S1) 21.58 +0.43 36.61 +0.76 49.41 +2.37 69.78 + 2.80 99.21 + 1.54
S‘(ﬂsf;)z 24.23+ (.84 39.06+ 1.14 55.35+1.88 77.98 +1.18 105.72 £ 1.42

K*, S1* K*, S1* K*, S1* K*, S1* K*, S1*

Siilfit 3 28.16 +0.71 46.97 +1.32 64.64 + 1.55 88.04 + 1.10 117.18 + 1.47

(S3) K*, S1*, §27 K*, S1% 827 K*, S1*827 K*, S1% 827 K*, S1%,827
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Tablo 4.4. Kontrol ve deney grubu hayvanlarindan kaydedilen genlikler (uV)

Gruplar PN, (LV) N\P> (LV) I NA(TATS NaP; (UV)
Kontrol

(K) 6.54+2.05 6.42 + 2.47 596+ 1.73 6.93 +1.57
Siilfit 1

(S1) 5.86+ 1.08 5.63+1.28 6.48 + 1.83 6.91+1.56
Siilfit 2

(S2) 6.39 + 1.74 6.84 +1.73 720+ 1.48 758 +1.32
S‘(lgtf 6.11 +1.62 6.75 +1.89 6.49 + 1.34 6.30 + 2.33
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4.9. VEP Latensleri ile Beyin ve Retina TBARS Seviyeleri Arasindaki Bagintilar

VEP latensleri ile beyin ve retina TBARS seviyeleri arasindaki bagmtilar
Tablo 4.5°de gosterilmistir. Beyin ve retina TBARS degerleri ile P1, N1, P2, N2 ve
P3 latanslar1 arasinda pozitif bir bagintinin oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.5. VEP latensleri ile beyin ve retina TBARS lar1 arasindaki regresyon denklemleri

(*: p< 0.001)

(x,y) ekseni bagint1 katsayisi reg. Denklemi
Beyin TBARS, P1 latensi 0.870* y=17.82 + 2.27x
Beyin TBARS, N1 latensi 0.839* y=130.16 + 3.57x
Beyin TBARS, P2 latensi 0.827* y=41.41 + 5.05x
Beyin TBARS, N2 latensi 0.821* y=159.77 + 6.21x
Beyin TBARS, P3 latensi 0.862* y=88.38 + 6.27x
Retina TBARS, P1 latensi 0.878%* y=19.21 + 3.76x
Retina TBARS, N1 latensi 0.921% y=132.05 + 6.17x
Retina TBARS, P2 latensi 0.866* y=44.34 + 8.52x
Retina TBARS, N2 latensi 0.838%* y=63.52 + 10.34x
Retina TBARS, P3 latensi 0.901* y=92.01 + 10.56x

4.10.VEP Latensleri ile Plazma—S-Siilfonat Diizeyleri Arasindaki Regresyon
Denklemleri
VEP latensleri ile Plazma-S-Siilfonat Diizeyleri arasindaki bagintilar Tablo
4.6’da gosterilmistir. Plazma—S-Siilfonat Diizeyleri ile P1, N1, P2, N2 ve P3
latanslar1 arasinda pozitif bir bagintinin oldugu gériilmiistiir.

Tablo 4.6.VEP latensleri ile Plazma—S-Siilfonat Diizeyleri arasindaki regresyon denklemleri

(*: p< 0.01)
(x,y) ekseni bagint1 katsayisi reg. Denklemi
Plazma-S-siilfonat, P1 latensi 0.875% y=19.585+ 0.09x
Plazma-S-siilfonat, N1 latensi 0.927* y=32.625 + 0.14x
Plazma-S-siilfonat, P2 latensi 0.861%* y=45.2 +0.192x
Plazma-S-siilfonat, N2 latensi 0.832% y=64.572+ 0.23x
Plazma-S-siilfonat, P3 latensi 0.903* y=93.026 + 0.24x

4.11. Beyin ve Retina TBARS’lan1 ile Plazma—S-Siilfonat Degerleri Arasindaki
Regresyon Denklemleri

Beyin ve retina TBARS’lart ile Plazma-S-Siilfonat Diizeyleri arasindaki
bagintilar Tablo 4.7°de gosterilmistir. Plazma—S-Siilfonat Diizeyleri ile beyin ve
retina TBARS degerleri arasinda pozitif bir bagmti oldugu gosterilmistir.

Tablo 4.7. Beyin ve Retina TBARS degerleri ile Plazma—S-Siilfonat Diizeyleri arasindaki
regresyon denklemleri (*: p< 0.01)

(x,y) ekseni bagint1 katsayisi reg. Denklemi
Plazma-S-siilfonat, Beyin TBARS 0.875% y=19.585+ 0.09x
Plazma-S-siilfonat, Retina TBARS 0.927* y=132.625 + 0.14x
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Sekil 4.8. Beyin TBARS miktar1 ile P1 latensinin regresyon grafigi (r=0.870,
p<0.001, y=17.82 + 2.27x).
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Sekil 4.9. Beyin TBARS miktar1 ile N1 latensinin regresyon grafigi (r=0.839,
p<0.001, y=30.16 + 3.57x).

63



P2 Latensi(ms)

N2 Latensi(ms)

70,00

55,00 —

0,00 —]

55,00—

50,00—]

45,00

40,00—

T T T T T
1,00 200 3,00 400 5,00

Beyin TBARS (nmoligr protein)

Sekil 4.10. Beyin TBARS miktar1 ile P2 latensinin regresyon grafigi (r=0.827,
p<0.001, y=41.41 + 5.05x).
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Sekil 4.11. Beyin TBARS miktar ile N2 latensinin regresyon grafigi (r=0.821,
p<0.001, y=59.77 + 6.21x).
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Sekil 4.12. Beyin TBARS miktar1 ile P3 latensinin regresyon grafigi (r=0.862,
p<0.001, y= 88.38 + 6.27x).
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Sekil 4.13. Retina TBARS miktan ile P1 latensinin regresyon grafigi (r=0.878,
p<0.001,y=19.21 + 3.76x).
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Sekil 4.14. Retina TBARS miktar1 ile N1 latensinin regresyon grafigi (r=0.921,
p<0.001, y=32.05 + 6.17x).
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Sekil 4.15. Retina TBARS miktar ile P2 latensinin regresyon grafigi (r=0.866,
p<0.001, y=44.34 + 8.52x).
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Sekil 4.16. Retina TBARS miktar1 ile N2 latensinin regresyon grafigi (r=0.866,
p<0.001,y= 63.52 + 10.34x).
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Sekil 4.17. Retina TBARS miktari ile P3 latensinin regresyon grafigi (r=0.901,
p<0.001, y=92.01 + 10.56x).
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4.18. Plazma-S-siilfonat diizeyleri ile P1 latensinin regresyon grafigi
(r=0.875%, y=19.585+ 0.09x).
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4.19. Plazma-S-siilfonat diizeyleri ile N1 latensinin regresyon grafigi
(r=0.927%, y=32.625 + 0.14x).
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Sekil 4.20. Plazma-S-siilfonat diizeyleri ile P2 latensinin regresyon grafigi
(r=0.861%, y=45.2 + 0.192x).
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Sekil 4.21. Plazma-S-siilfonat diizeyleri ile N2 latensinin regresyon grafigi
(r=0.832%, y= 64.572+ 0.23x).
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Sekil 4.22. Plazma-S-siilfonat diizeyleri ile P3 Ilatensinin regresyon grafigi
(r=0.903*, y=93.026 + 0.24x).
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Sekil 4.23. Plazma-S-siilfonat diizeyleri ile beyin TBARS degerlerinin regresyon
grafigi (r=0.875%, y= 19.585+ 0.09x).
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Sekil 4.24. Plazma-S-siilfonat diizeyleri ile retina TBARS degerlerinin
regresyon grafigi (r=0.927%*, y= 32.625 + 0.14x).
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TARTISMA

Fosil enerji kaynaklarinin yakilmasina bagli olarak atmosfere katilan SO,,
bilindigi gibi hava kirliliginin 6nemli bir bilesenidir (152). Londra’da 1952 yilimin
kisinda SO,’in atmosfer havasindaki 0.15 ppm’lik sinir degerini 10 kat asarak 1.5
ppm’e yiikselmesi ile kardiyopulmoner hastali§i olan kisilerde mortalite artiginin
gbzlemlenmesi, SO’ nin zararl etkileri olabilecegini giindeme getirmis ve toksisitesi
acisindan daha detayl1 arastirmalar yapmaya itmistir (12, 33).

Ozellikle kardiyovaskiiler ve solunum hastaliklari olan yash Kisilerde
Olimlerin saptanmasiyla baslayan SO, ile ilgili ilk arastirmalar, (127, 153) bu gazin
daha ¢ok solunum sistemi iizerindeki etkilerine yogunlasmistir. Yapilan caligmalar
SO;’nin mukoza gibi 1slak yiizeylerde siilfit ve (bi)siilfit seklinde bulundugunu
gostermistir. Eksojen olarak alinan veya endojen olarak iiretilen SO37, mitokondriyal
bir enzim olan siilfit oksidaz tarafindan zararsiz bir bilesik olan inorganik SO4'2
donustariiliir. Siilfit oksidaz enziminin yetersizliginde veya cok fazla siilfite maruz
kalindiginda, siilfitin peroksidazlar tarafindan katalizlenen oksidasyonunu takiben
siilfiir merkezli serbest radikallerin olugmasi ve glutatyon ile reaksiyonu sonucu
antioksidan kapasitenin azalmasi SO,’nin toksik etkilerinde ©Onemli rol oynar.
Inhalasyonla alinan gazin bronkokonstriksiyon, alveol kalinlasmasi, alveol
hiperplazisi, akciger odemi, akciger kanserine yatkinlik gibi pek cok direk etkisi
gosterilmistir (29, 30, 31, 32). Oldukca reaktif bir molekiil olan SO3'2’in solunum
sistemi disinda, in vitro ve in vivo olarak basta niikleik asitler olmak iizere pek cok
biyolojik molekiille reaksiyona girerek toksik etki gosterdigi pek cok ¢alisma ile teyit
edilmistir.

Kentsel yasamda 1sinma amaci ile kullanilan islenmemis komiirler, agir
yaglar ve motorlu araclarin yakitlari; SO;’nin yol actigi hava kirliliginin temel
kaynaklarini olusturmaktadir. Giiniimiizde hava kirliligi baz1 biiyiik sehirlerde dogal
gazin kullanilmas1 nedeniyle azalmis ve 6nemli bir sorun olmaktan ¢ikmigtir. Ancak,
kiikiirt dioksit ve bes tuzunun, gida ve ila¢ endiistrisinde koruyucu amaglarla yaygin
olarak kullanilmas1 SOs?’e maruziyetin diger énemli bir sekli olup Onemini halen
siirdiirmektedir. Zira, pek cok besinin degisik diizeylerde SO;? icerdigi dikkate
alindiginda beslenme aliskanligina gore giinlitkk kabul edilebilir (0.7 mg/kg) SO
aliminin kolaylikla asilabilecegi agiktir. Dolayisiyla, hazir yiyeceklerin tiiketiminin
hizla artigr giiniimiizde SOs~ iceren yiyecek ve iceceklerin insan saglig iizerine
olumsuz etkilerinin olabilecegi dikkate alinmas1 gereken bir sonugtur.

Besinlerle 803'2 aliminin zararh etkileri ilk olarak 1973 yilinda Kochen adl
arastirici tarafindan tamimlanmakla birlikte, literatire 1976 yilinda, icerisinde
metabisiilfit oldugu saptanan restoran yemegini yiyen bir sahista bronkospazm ve
allerjik reaksiyonlar (2, 4) saptanmasiyla girmistir. Ozellikle restoran yemeklerinin
hazirlanmasinda yiiksek miktarlarda SO3'2 (25-200 mg) kullanilmasi, SO3'2
duyarlilig1 olarak bilinen bir takim reaksiyonlarin olusmasinda énemli bir etkendir
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(4). Daha sonraki arastirmalarda 5, 25 ve 50 mg metabisiilfit verilen kronik astimli
cocuklarin %66’sinda, 2-444 mg potasyum metabisiilfit verilen 1073 astimli hastanin
134’iinde de SO3'2’ye duyarlilik tespit edilmistir (2). Bu duyarliligin bagta
bronkokonstriiksiyon olmak {izere iirtiker, laringeal 6dem ve/veya anjiyoddem olarak
ortaya ciktigt ve bu sikdyetleri takiben olusan anafilaktik sokun da oliimlere yol
actig1 rapor edilmistir. Simdiye dek bu konuda yapilan ¢alismalar, daha cok allerjik
ve astimli bireylerde olmak iizere normal bireylerde de olduk¢a yogun olarak SOs™
hipersensitivitesi olustugunu ortaya koymustur (1-4, 154-158). Dolayisiyla, normal
bireylerde de gozlenmekle birlikte, diyetle aliman SO3;*’lere duyarlilik astimlilarin
%5’inde gorildiigii i¢in astimli kisilerin SOs™ iceren yiyecek ve iceceklerden
sakinmalar1 FDA tarafindan tavsiye edilmektedir (2,4).

Bugiine kadar yapilan deneylerde SO;*’nin degisik dozlar1 kullamlmis ve
farkli yanitlar gozlenmistir. Alarie ve ark., 18 ay boyunca 0.1 ve 5 ppm SO, gazi
soluttuklart maymun ve kobaylarda minimal zararl etkiler bulmuslardir (159, 160).
Til ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir baska calismada ise sicanlara 2 yil siiresince ve 3
kusak boyunca % 0.25 Na,S,0s iceren yem verilmis ve SOs > nin herhangi bir zararli
etkisi saptanmamistir.(35). Bu arastirici grubunun kullandiklart ve herhangi bir
zararl etki bulamadiklar1 % 0.25 Na,S,0s iceren yemin tiiketilmesi, yaklasik olarak
giinde 72 mg/kg SO3? alimma karsilik gelmektedir (35). Bu bulgu dogrultusunda,
Diinya Saglik Orgiitii Besin Katki Maddeleri Komitesi buna 100 katlik bir giivenlik
faktorii ekleyerek (bu rakami 0.01 ile carparak) giinliik kabul edilebilir SO~ alimim
(The Acceptable Daily Intake=ADI) 0.7 mg/kg olarak belirlemistir (161).
Dolayisiyla, giiniimiizde Diinya Saglik Orgiitiiniin maksimum 0.7 mg/kg olarak
kabul ettigi giinliik SO3? alimi diizeyi, Til ve arkadaglarinin sicanlarda yaptigi
calisgmadan (26) elde ettikleri sonuglara dayanmaktadir. Diger yandan, siganlarda
yapilan deneylerin sonuclarina dayanarak Federation of American Societies for
Experimental Biology (FASEB) tarafindan 30-100 mg SO, ’nin insanlarda yan etkiler
yaratmadig1 seklinde bir degerlendirme de yapilmstir.

Siilfit miktarinin 6zellikle karides, patates cipsi, kurutulmus meyva gibi
besinlerde 50-100 ppm, sarap gibi iceceklerde ise 350 ppm diizeyinde oldugu
bildirilmektedir. Ayrica, SO3 %’ nin bir cok ila¢ grubunda da bulundugu ve igeriginin
0.01 mg/ml ile 3.2 mg/ml araliginda degistigi tespit edilmistir. Bunlara ek olarak,
SOs %’ nin yemeklerin ve salatalarin taze kalmasi icinde kullanilmasi bir restoran
ogiiniinde 200 mg SO;? olabilmesine neden olmaktadir (161). Diger yandan, Saglik
Orgiitii raporu incelendiginde, Amerikan popiilasyonunun % 99’unun 163 mg SDE
(sulfur dioxide equivalents) maruz kaldig1 goriilmektedir. Bu verilerle birlikte pek
cok besinin degisik diizeylerde SOs™ icerdigi dikkate alindiginda, beslenme
aliskanligina gore ornegin sosis, sucuk, kurutulmus meyve, bira ve sarap gibi gidalarn
tilketenlerde diinya saglik orgiitii besin katki maddeleri komitesinin (FAO/WHO)
belirledigi (Joint FAO/WHO Expert Committee) giinliik kabul edilebilir SO5 (0.7
mg SO,/kg) aliminin kolaylikla asilabilecegi aciktir (1, 4). Yiyecek ve igeceklerle
birlikte hava kirliligi ve SO;™> iceren cesitli ilaglar da diisiiniildiigiinde, maruz kalinan
SO3? miktarimin 163 mg/giin diizeyinin de ilizerine ¢ikabilecegi tahmin edilmektedir.
Nitekim, giinliik SO;™ tiiketiminin hesap edildigi az sayidaki calismada bu sinirin
hayli iistiine ¢ikildig1 goriilmiistiir (1, 9).
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Bu bilgiler dogrultusunda ve giinliik SO;? tiiketiminin oldukca yiiksek
seviyelere ulasabilecegi diisiiniilerek, caligmamizda metabisiilfitin 10, 100 ve 260
mg/kg dozlar1 kullanilmistir. Projemizde yer alan metabisiilfitin dozlari, daha 6nceki
aragtirmalarla uygunluk icersindedir (27, 149)

Siilfit ve/veya SO,’ye maruz kalinma ile plazma S-siilfonat arasindaki yakin
iliski bir ¢cok calismada bildirilmistir (2, 20, 41, 162-164). Bilindigi gibi bu molekiil
plazma proteinleri ile SOs®nin arasinda gerceklesen ve siilfitolizis olarak
adlandirilan bir reaksiyonla olusmaktadir. Kaynagi ne olursa olsun disardan
organizmaya alman SO3;*’nin plazma S-siilfonat diizeyini arttirdigi ve bu diizeyin
SOs;?’ye maruz kalmanin bir gostergesi olarak kullamlabilecegi bildirilmistir (41).
Gunnison ve ark. yapmis olduklar calismada, hayvanlara enjeksiyon yoluyla 0.9
mmol/kg, oral yolla 26umol/ml ve inhalasyonla 10 ppm SO, dozlar1 uygulanmis ve
oral yolla alinan SO;*'nin inhalasyona gore S-siilfonat diizeyinde daha hizli artisa
sebep oldugu tespit edilmistir. Bu aragtirmada, Gunnison ve ark.’nin (41) yontemi
kullanilarak olgiilen plazma S-siilfonat diizeylerinin bu c¢alismada belirtilen
sonuglarla uyum icersinde oldugu goriilmiistiir. Diger yandan, motor néron hastaligi,
Parkinson ve Alzheimer gibi cesitli norolojik hastaliklarda sistein aminoasidinin
plazma diizeyinin artmasi ve bu aminoasitin viicutta iiretilen SO;*'nin ana kaynagi
olmasi bu hastalarda SO3” metabolizmasinin bozuldugunu gostermektedir. Yine ayni
hastalarda ksenobiyotiklerin SO;7? ile konjugasyonunda bir bozukluk ve artmis
sistein/ SO3'2 orani saptanmigtir (18). Bunun anlami, organizmanin hem SO3’2’nin
hem de SO;”1la detoksifiye edilecek olan gesitli ksenobiyotiklerin zararli etkisine
kars1 savunmasiz kalmasidir. Diger yandan, bir baska calismada SO;?
metabolizmasindaki bozuklugun bir sonucu olarak idrar ve kanda sistein-s-siilfat
diizeyinin arttig1 gosterilmistir (164). Sonug olarak daha 6nceki bilgilere dayanarak,
SOs;”’ye maruziyetin bir gostergesi kabul edilen plazma S-siilfonat diizeylerinin
Olctilmesi bu hastaliklarin  degerlendirilmesinde kullanilabilecek ©nemli bir
parametre olabilir. Bu konuya aciklik getirecek daha ileri ¢calismalara gereksinim soz
konusudur.

Son yillarda yapilan caligmalar ile SO; %’ nin allerjik yan etkilerine ilaveten
ozellikle yiiksek dozlarda, pek ¢ok hiicresel yapi ile etkilesebildigi gosterilmis ve
toksik oOzellikleri daha iyi tamimlanmaya baslanmistir. Siilfiir dioksidin solunum
sisteminde bahsedilen hasarlarina ek olarak, kan ve beyin dokusunda da ¢esitli etkileri
rapor edilmistir. Ornegin, in vitro calismalarda, SOg'z’in DNA’daki sitozin ve
RNA’daki urasil ile reaksiyona girdigi, serbest radikal mekanizmalariyla DNA ve
RNA zincirlerine zarar verdigi gosterilmistir (33, 34, 35). Siilfitin bircok dokuda
oldugu gibi noronlar iizerinde de toksik etkileri s6z konusudur (36, 37). Genetik
olarak siilfit oksidaz eksikligi olan hastalarda yapilan cahismalarda, endojen SOs™’e
maruz kalma sonucu siddetli norolojik disfonksiyon, mental gerilik, beyin gelisiminin
yavaslamasi (38) ve erken oliimle karakterize olan vakalar tespit edilmistir (39). Bu
etkiler, beyin tiimorlerinin gorillme sikliginda artis, gorsel ve somatosensorial
uyarilma potansiyelerinde izlenen latens uzamasi, eritrosit antioksidan savunma
sistemi ve lipid peroksidasyonundaki degisiklikler olarak siralanabilir (11,38, 165-
167).
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Siilfitin doza bagh olarak gorsel sistemde olusturacagi degisiklerde lipid
peroksidasyonun rolii ve antioksidanlarla iligkisini arastirmak icin planlanan bu
projemizde, elektrofizyolojik parametrelerden biri olan gorsel uyarilma potansiyelleri
tercih edilmistir. Gorsel uyarilma potansiyelleri gorsel sistemin fonksiyonel
arastirilmasinda ve optik yol patolojilerinin degerlendirilmesinde kullanilan duyarh
ve giivenilir bir yontemdir. Ozellikle sicanlarin gorsel sisteminin, insanlarinkine
benzemesi nedeniyle; sicanlardan kaydedilen VEP’lerin insan saglig1 iizerine olan
olumsuz etkileri yansitmada iyi bir model oldugu vurgulanmaktadir (43). Gorsel
uyarilma potansiyellerinin norotoksik c¢alismalarda kullamlmasi, ilk olarak
karbonmonoksitin (CO) merkezi sinir sistemine etkilerinin incelenmesi amaciyla
baslamistir (39). Araki tarafindan listelenen 764 norotoksik ajanin yaklasik % 20
kadarmin gorsel fonksiyonu degistirdigi bilinmekle birlikte, sadece 36 tanesinin
VEP’lerin genlik ve latenslerini etkiledigi saptanmistir (168). Bunlar igerisinde
kursun, kadmiyum, karbondisiilfit, karbonmonoksit, civa, toluen gibi norotoksik
ajanlar yer almaktadir (147-151). Toluen ve n-hexzana maruz kalindiginda,
VEP’lerin Pjgo latensinin uzadigi, genliginin ise azaldigi; 50 ppm tetraklor etilene
maruz kalindiginda Ny, P, ve Py latenslerinin inhalasyon periyodu boyunca uzadigi
saptanmistir (168). Dolayisiyla bu ¢aligmalarin bulgular1 norotoksik maddelerin
gorsel sistemi Onemli derecede etkiledigini ortaya koymustur. Norotoksik
maddelerden biri olan SO3’2’nin farkli dozlarinin VEP bilesenlerinde ne gibi etkileri
oldugunu arastiran calismamizda, 10 mg/kg SO;%'in herhangi bir etkisi yokken, 260
mg/kg ve 100 mg/kg dozlarinda uygulanan SOs?’nin VEP bilesenlerinin latenslerini
anlamli derecede uzattifi saptanmistir. Bu veriler SO3 %' nin gorsel sistem iizerine
etkisi oldugunu ve bu etkinin doza bagimh olarak artis gosterdigini agikca ortaya
koymaktadir. Cevre kirliliginin hizla arttig1 giiniimiizde insan saglhigini ciddi bicimde
tehdit eden en 6nemli maddelerden biri olan SO,’nin gorsel sistemi olumsuz yonde
etkiledigini gosteren bulgularimiz, laboratuarimizda daha Once gerceklestirilen
aragtirmalarla da paralellik géstermektedir. (72-75).

Bu calismamizda VEP latenslerindeki degisikliklerin oksidatif hasar ile
iliskisini degerlendirmek i¢cin TBARS ve 4-HNE yontemleri kullamilarak lipid
peroksidasyonun diizeyleri de belirlenmistir. Serbest radikallerin biyolojik
makromolekiillerde hasara ve hiicresel fonksiyonlarinda kayba neden oldugu iyi
bilinmektedir. Ozellikle hiicre membraninda bol bulunan lipitlerin oksidasyonu,
membran yapisinda ve noronal fonksiyonda degisimlere neden olur. Yar1 dmiirlerinin
kisa, konsantrasyonlarinin diisiik ve reaktif olmalar1 serbest radikallerin in vivo
sartlarda Olciilmesini zorlagtirmaktadir. Bu yiizden, oksidan stresin olusturdugu
ikincil iriinlerin Ol¢iilmesine dayanan dolayli yontemler gelistirilmistir. Birgcok
arastirmada lipid peroksidasyon indeksi olarak kabul edilen MDA’y1 6lgmeye dayali
yontem kullanilmakla birlikte, biyolojik ¢rneklere uygulanmasi bazi sorunlar teskil
etmektedir. Ciinkii TBA lipid peroksidasyon son iiriinii olan MDA disinda diger
bilesiklerle de (aminoasitler, sekerler, lipid oksidasyon iiriinleri) etkilesime
girmektedir. Dolayisiyla, cok sayida arastirmaci tarafindan peroksidasyon indeksi
olarak MDA yerine TBARS adiin kullanilmasi onerilmektedir. TBARS yontemi,
Olciilen {iriinlerin ¢ogunlugunu MDA teskil etmesi, ¢ok basit ve hizli olmasi
nedeniyle halen tercih edilen bir yontemdir (169, 170).
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Rutin klinik ve laboratuar kosullarinda TBARS’1n saptanmasi ¢ogu kosulda
ilk secenektir, ancak belirlenen TBARS seviyelerinin diger duyarli deneyler ile
dogrulanmas1 son yillarda yapilan bazi ¢alismalarda tavsiye edilmektedir. Bu nedenle
calismamizda bir bagska lipid peroksidasyon gostergesi olan 4-HNE tayini
yapilmistir. Lipid hidroperoksitlerin ayrilma reaksiyonlar ile bozulmalari, alkanlar,
2-alkenler, 2,4-alkadrenaller ve 4-hidroksi alkenler gibi aldehitlerin olusmasina yol
acar. Omega 6 yag asitlerinin oksidasyonu ile olusan hekzanal ve 4-hidroksinonenal
en basta gelen aldehitlerdir. Aldehitler 6zellikle de 4-hidroksinonenal sitotoksik,
hepatotoksik, mutajenik ve genotoksik 6zellikler icerir ve oksijen radikalleri ve lipid
peroksidasyonun ikincil toksik mesajcilar gibi davranir. Bu bilesiklerin 6l¢timii, hem
lipid peroksidasyonun genisliginin indeksini hem de belirli patojenik durumlara
sebebiyet veren ajan olarak rollerini belirlemede destek olmasi nedeniyle yiiksek bir
kabul gormektedir (171).

Siilfitin, S1 grubunun hem retina hem de beyin dokularinda lipid
peroksidasyon iizerine anlaml bir etkisi yokken, S2 grubunda lipid peroksidasyonu
artirdig1, S3 grubunda ise kontrol ile kiyaslandiginda lipid peroksidasyonu yaklasik
tic kat arttirdigr saptanmistir. Ayrica, TBARS yontemi ile elde edilen lipid
peroksidasyon degerlerinin 4-HNE bulgulariyla benzer sekilde artmis olmasi, doz
artistna bagli olarak lipid peroksidasyonun da arttigi goriisiinii teyid etmektedir.
Bunun yaninda, bu sonug¢larin VEP latenslerindeki doza bagli uzama ile parallelik
gostermesi SO nin oksidan stresi tetikleyerek gorsel sistem hasarina neden
oldugunu diisiindiirmektedir. VEP latensleri ile TBARS arsindaki baginti analizleri
de bu diisiincemizi destekler niteliktedir.

Siilfiir dioksidin detoksifikasyonunda 6nemli bir molekiil oldugundan dolay1
calismamizda bir tripeptid olan GSH‘nin SO3? dozlarina bagl degisiklikleri de
incelenmistir. Siilfit total beyin ve retina GSH seviyelerinde %40 diisiise neden
olmustur. SO, nin GSH sistemi iizerine olan bu etkisi daha once yapilan calismalarda
da gosterilmistir (27). Siilfiir, viicut dokularinda aminoasitlerin bir bdliimiinde
(metionin, sistein ve taurin aminoasitleri) bulunur. Sistein icerisindeki siilfiir atomlar1
protein yapilarinda major kovalent capraz baglanmadan sorumludur. Iki sistein
molekiilii arasindaki disiilfit kopriisii protein konformasyonu i¢in ¢ok Onemlidir.
Siilfiir ayn1 zamanda mukopolisakkaridoz ve siilfiilipidlerin bir kisminda yapisal
fonksiyona sahiptir. Siilfiir atomlar1 ayn1 zamanda demir icerikli flavoenzim olan
siiksinat dehidrogenaz ve NADH (nikotin amid adenin diniikleotit) icin de cok
onemlidir. Ayrica, siilfiir siilfhidril grubu, asetat gibi molekiillerin aktivasyonu igin
gerekli olan thioester baglantilarin1 olusturur. Disiilfit ile siilthidril grubu arasindaki
dontigiimler, oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlart ve hiicreden H,O;’nin hiicre
hasarina neden olmadan 6nce elimine edilmesi i¢in kullanilir. Bu doniistimler siilfiir
icerikli bilesik olan glutatyonun indirgenmesine ve yiikseltgenmesine neden olur.
Cahismamizdaki GSH seviyelerindeki azalma, SO;*’nin neden oldugu oksidatif
ajanlarin ortadan kaldirilmasi icin oksitlenmesine baglanabilir. Bu da beyin ve
retinada oksidan stresin SO3'2’ye bagh olarak arttigin1 gosteren diger bulgularimizla
paralellik tasimakta ve gorsel sistem hasarinin lipid peroksidasyona bagli oldugu
yoniindeki tezimizi desteklemektedir.
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Ozetle ¢alisgmamiz; endojen ve ekzojen bir toksik ajan olan SO3 %' nin beyin ve
retina dokularinda lipid peroksidasyonunu arttirdigini, antioksidan bir molekiil olan
GSH’y1 diisiirdiigiinii ve VEP latenslerini uzattigin1 gdstermekte, boylece SO; % nin
oksidatif hasara bagli gorsel sistem bozukluklarina yol agabilecegini ortaya
koymaktadir.
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SONUCLAR
Calismamizin sonuglar soylece 6zetlenebilir:
1. Siilfiir diokside maruz kalmanin bir gostergesi olarak kabul edilen plazma-S-

stilfonat diizeylerinin doza bagl olarak arttig1 izlenmistir.

2. Siilfit toksisitesinde lipid peroksidasyonun anlamli diizeyde arttigimi bildiren
calismalar desteklenmistir.

3. Siilfitin, VEP latenslerini 6nemli dl¢iide etkiledigi saptanmuistir.

4. Siilfitin olusturdugu VEP degisikliklerinde lipid peroksidasyonun 6nemli roliiniin
olabilecegine igaret etmistir.

5. Siilfitin, VEP parametreleri {izerine olan etkisini potansiyalize ettigi gdzlenmistir.

6. Yiiksek dozda siilfitin beyin ve retina dokularinda GSH seviyelerinde azalmaya
neden oldugu saptanmaistir.
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